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llinterés en determinar ¢l sexo de
los embriones de vacuno lechero ha
sido comentado y discutido en nume-
rosas ocasiones. Ademas del interés
clentitico por poner en prictica una
téenica de sexaje fiable, hay que co-
mentar que en la industria lechera este
interés se debe al beneficio econdmi-
Cco que puede ejercer una téenica que
permita determinar el sexo del em-
brion antes incluso de que se produz-
ca la gestacion.

Gracias al desarrollo cintifico de va-
rias teenicas laboratortales y a su utili-
zacion conjunta, ya existe una técnica
de sexaje embrionario o suficiente-
mente Fiable v rapida como para ins-
taurarla a nivel prictico.

La téenica de sexaje descrita
en esta publicacion estd sien-
do utilizada  comercialmente
en algunos paises de Europa y
los resultados obtenidos pare-
cen demostrar una altisima fia-
hilidad de la misma.

El sistema de sexaje utiliza-
do se basa en la biopsia del
embrion y lu utilizacion  de
una sonda de ADN que me-
diante 1a "Reaccion de Cade-
nas de Polimerasa (PCR)™ y la
“Electroforesis™ nos permite la
deteccion del cromosoma Y™,
en aquellos  embriones  de
sexo masculino.,

Las muestras obtenidas me-
diante biopsia fueron someti-
das a liberacion y posterior
amplificacion de su ADN, para
més tarde y mediante electro-
foresis, proceder a la determi-
nacion del sexo segln la vi-
sualizacién mediante rayos ul-
travioleta de la presencia o au-
sencia de las bandas corres-
pondientes al cromosoma Y.

Todo el proceso de manipu-
lacion  requicre  un  tiempo
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aproximado de cuatro a cinco horas.
Durante este periodo de tiempo. los
embriones pueden mantenerse en cul-
tivo hasta su posterior transferencia en
fresco o bien pueden transferirse nada
mds haber finalizado la biopsia de los
mismaos.

MATERIAL Y METODOS

Los dias 23 y 24 de mayo de 1991 tu-
vicron lugar en las instalaciones de

Tauste Ganadera S.A. las “Primeras

Jornadas Técnicas sobre Transferencia

y Sexaje de Embriones en Ganado Va-
cuno”, llevadas a cabo en el territorio
espanol.

Biopsia embrionaria mediante micromanipulador automatico
conectado al microscopio invertido.

La puesta en prictica de tan novisi-
ma tecnologia pudo realizarse gracias
a la colaboracion de la Diputacion Ge-
neral de Aragon y el CENSYRA de Mo-
vera y al rabajo del equipo técnico del
Departamento de MOET de Tauste
Ganudera, S.A., que fue el encargado
de llevar a cabo los trabajos de reco-
leccion y transferencia de los embrio-
nes someticdos a biopsia y sexaje me-
diante la técnica empleada por los téc-
nicos de la empresa de nacionalidad
francesa France Embryon.

Un total de 16 embriones en estadio
de blastocisto de vacuno lechero pura
raza Holstein se recolectaron mediante
“flushing™ del Gtero de las donadoras
que habian sido superovuladas a partir
del decimo primer dia del ci-
clo sexual mediante inyeccio-
nes seriadas de "HMG".

El “flushing” se realizd el
octavo dia después del celo de
las correspondientes donado-
ras, las cuales habian sido pre-
viamente inseminadas artifi-
cialmente a las 12 y 24 horas
del celo post-superovulatorio.

Una vez recolectados, los
embriones fueron lavados en
PBS estéril durante diez pasos
sucesivos  y  posteriormente
fueron clasificados y califica-
dos segin su morfologia con
la ayuda de un microscopio de
contraste de fases con optica
“Normasky ™ (Nikon),

Todos los embriones utiliza-
dos en esta primera experien-
cia fueron calificados como
blastocistos viables de calicdad
excelente (calidad 1), siendo
sometidos posteriormente 4 la
biopsia y cultivo hasta su
transferencia en  fresco una
vez determinado el sexo de
cada uno de ellos.
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Cada embrion destinado 4 sexaje se
trasvaso 4 una de las 4 a 5 microgotas
de 5 microlitros contenidas en una
placa de “Petri” preparadas para la
biopsia de los embriones. El medio de
las microgotas contenia PBS 0,25 M de
sucrosa (sacarosa) libre de Ca y Mg y
carente de proteina. Todas las micro-
gotas se recubrieron con aceite de pa-
rafina (Sigma). Este medio provoca la
fijacion de los embriones al fondo de
la placa, evitando la necesidad de su-
jeccion de los mismos con otro micro-
manipulador.

La biopsia de los embriones se reali-
z0 mediante la utilizacidon de un mi-
croscopio invertido (Nikon) dotado de
un micromanipulaclor con un disposi-
tivo de manipulaciébn automitico o
“joy-stick” (AB Technology) al cual se
le habia armado de una micro cuchilla
para proceder a la biopsia de los em-
briones a sexar.

La biopsia se realizod en el borde del
blastocisto, evitando asi danar el bo-
toén embrionario del mismo. Producido
el corte embrionario, se inyectd una
cantidad de 10 pl de PBS modificado
que contenia 4 g/litro de Albamina S¢-
rica Bovina (BSA), lo que permite la
desfijacion del material embrionario
del fondo de la placa de “Petri” y por
tanto su extraccion y manipulacion
mediante la correspondiente micropi-
peta.

Una vez realizada la biopsia embrio-
naria, los embriones se transvasaron a
un medio de cultivo ordinario sobre
platina calentable donde se cultivaron
a 37 °C. hasta su posterior transferen-
cia (unas cuatro horas mas tarde) una
vez detectado el sexo de los mismos.

La escasa cantidad de células extrai-
das durante la biopsia sirvieron como
muestras celulares para el andlisis del
ADN de las mismas, para lo cual se
sometieron a su liberacion y desnatu-
ralizacion mediante choque térmicos a
una temperatura de -196 °C. y poste-
rior centrifugacion a 12.000 rpm., tras
lo cual se las sometid a una ebullicion
de 115 °C. durante siete minutos.

Liberado el ADN de Jas biopsias em-
brionarias éstas se sometieron a la “Re-
accion de Cadena de Polimerizacion
(PCR)" en un volumen de una solucién
de 10 microlitros que contiene entre
otros componentes cantidades concre-
tas de KCI, Tris, HCI, CI2Mg, nucledti-
dos y la polimerasa que permitird la
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amplificacion del ADN de las muestras
en un amplificador (Perkin Elmer-Cetus
DNA Thermal Cycler), junto con las
muestras se amplifican los controles
neutro, macho y hembra correspon-
dientes.

Las temperaturas Optimas para la
amplificacion son de 94 °C. (34 ciclos)
y fijacion del ADN mediante ciclos de
elongacion de 2 minutos de duracion.

Realizada la amplificacion del ADN
durante 135 minutos, se analiza para la
deteccion del sexo mediante electrofo-
resis en su correspondiente campana
electroforética (BIO Red Model 200/
2.0) sobre gel de agarosa a 100 voltios
durante 10 minutos, tras lo cual se vi-
sualizan las bandas de ADN mediante
exposicion de las mismas en rayos ul-
travioleta y se comparan las mismas
con Jos controles neutro, macho vy
hembra.

Una vez determinado el sexo de ca-
da uno de los embriones, estos se en-
vasaron individualmente en pajuclas
francesas (modelo IMV) de 0,25 ml de
volumen y se transfiricron via no qui-
rargica a novillas nuligestas que ha-
btan sido previamente sincronizadas y
que se encontraban en el octavo dia
de ciclo sexual.

El diagnostico de gestacion se reali-
26 mediante palpacion rectal 25 dias
después de realizada la transferencia.

RESULTADOS

Los resultados que aqui exponemos
son tan solo preliminares y estdn pen-
dientes de la contrastacion del sexo de
los animales resultantes de las gesta-
ciones obtenidos al término de las
mismas.

De los 16 embriones sometidos u
biopsia y posterior determinacion del
sexo. todos pudieron ser sexados me-
diante la técnica explicada, obtenién-
dose un resultado laboratorial de 9
embriones de sexo femenino y 7 de
sexo masculino,

En esta primera experiencia, los 16
embriones sexacdos se transfitieron
una vez finalizado el sexaje de los mis-
mos mediante el método no quirtrgi-
co a 16 novillas nuligestas de 17 meses
de edad. De los 16 embriones transfe-
ridos se han confirmado 10 gestacio-
nes, lo que supone una fertilidad del
62,5 %.

De los 9 embriones de sexo femeni-
no transferidos se han btenido 7 gesta-
ciones, habiéndose obtenido 3 gesta-
ciones de los 7 embriones de sexo
masculino transferidos.

La confirmacion del sexo de los ani-
males que resulten de estas gestacio-
nes se producird con el nacimiento de
los mismos y serd entonces cuando
podamos afirmar que los resultados
del sexaje laboratorial se correspon-
den con los obtenidos en la practica,

DISCUSION

Los embriones transferidos habian
sido calificados antes de someterles a
biopsia como de calidad  excelente
(calidad 1). El porcentaje de fertilidad
obtenido tras su biopsia y posterior
cultivo fué de un 62,5 %, si compuara-
mos este porcentaje de fertilidad con
¢l obtenido normalmente en la misn
ganaderia durante ¢l ano 1990, que
fue de un 74 % cuando se vansfirieron
embriones en fresco y de calidad ex-
celente a novillas nuligestas, se ohser-
va una disminucion de un 11,5 %.

El pequeno descenso obtenido en la
fertilidad no es estadisticamente signi-
ficativo, debido probablemente al c¢s-
caso namero de embriones transferi-
dos una vez sexados, 1o que no signifi-
ca que se aprecie un descenso en la
fertilidad, que muy probablemente sea
debido al dano ejercido sobre el em-
brion mediante la biopsia y a su culti-
vo posterior durante 4-5 horas.

En nuestra experiencia se transtirie-
ron todos los embriones una ver se
habia determinado el sexo de los mis-
mos, lo que se debid a la necesidad de
averiguar el grado de fiabilidad en 1a
prediccion del sexo de los mismos.
Una verz que ¢l grado de tiabilidad ha-
ya demostrado ser elevado se deberin
llevar a cabo tan solo las transferencias
de los embriones de sexo descado.

Para cvitar en lo posible un descen-
so del porcentaje de tertilidad debido
al periodo de espera al que se some-
ten los embriones hasta la determina-
cion de su sexo, se podria realizar la
transferencia de los embriones en fres-
co nada mas haber realizado la biop-
sia. De este modo, se determinaria el
sexo del embrion después de haberle
transferido, obteniéndose muy proba-
blemente unos resultaclos de fertilidadl
muy similares a los que se obtienen
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cuando s¢ emplean embriones frescos
no micromanipulados.

Las gestaciones de sexo no deseado
se podrian evitar mediante a inyeccion
intramuscular de una dosis de prota-
glandina F2 alfa a la receptora que hu-
biera recibido un embrion de sexo no
deseado. Stutilizamos este sistema tan
sOlo se perderian 9 dias de ciclo en la
receptora correspondiente, lo que re-
duciria en gran parte las pérdidas oca-
sionadas por el retraso en la lactacion
de la receptora.

La embriocentesis apoyada del se-
xXaje podria apoyar ain mas la instaura-
¢ion de esta téenica a nivel de campo.
A CSte respecto, es necesario comentar
que cuando se realiza las embriocente-
sis se obtienen dos mitades del embrion
microminipulado y en numerosas oca-
siones también sc obtiene la liberacion
de un nimero de célutas embrionarias
que podrian ser las empleadas para la
determinacion del sexo del embrion en
cuestion. De esta forma se podria incre-
mentar ¢l ndmero de gestaciones del
sexo deseado.

La transferencia de embriones ya ha
demostrado su cficacia y ha dado nu-
merosos frutos en los paises occidenta-

les. Si ademads se apoya con la tecnolo-
gia del sexaje su proyeccion puede lle-
gar a ser de tal envergadura que seria
muy comparable al desarrollo ejercido
en su dia por la inseminacion artificial.

Esta nueva tecnologia, si se instaura
como tecnica habitual, puede producir
un elevado beneficio econdmico en el
sector del ganado vacuno lechero, ya
que tan solo se obtendrian gestaciones
de sexo femenino, con lo que el nime-
ro de hembras se reducirfa en mas de
un 50 % (se evitarian los partos gemela-
res de macho y hembra).

CONCLUSIONES

La técnica del sexaje embrionario es
hoy en dia una realidad palpable, ya
que puede ser realizada sin demasiado
esfuerzo a nivel de campo.

Los niveles de gestacion que se obtie-
nen despues de someter a la determina-
cién del sexo a los embriones parecen
no disminuir significativamente la ferti-
lidad de los mismos.

Es necesario esperar todavia un tiem-
po prudencial para analizar los datos
que esta nueva técnica vaya aportando
al mundo ganadero.

La técnica del sexaje embrionario si
se apoya de las téenicas asociadas, tales
| como la embriocentesis, clonacién vy
microinyeccion puede producir una
mejora en los diferentes sectores gana-
deros tan importante o superior a la
ejercida por la inseminacion artificial,
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