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Primer sexaje de embriones
bovinos en España

Miguel Alcaide Guindo
I)octor ^^etcrinaric>. De^^artaiuentc^ cir :110I?T C['aust^ C^anacl^°ra, ti.A.)

EI int^^rí•^ ^•n clrt^•ni^in:^r ^^I ,czc> cl^^

I^)s rmhric)n^^s cie ^^arunc) Iccll^r<) ha

siclc) rc)nlentaclc) ^^ cli^rutido rn num^-
rosas c)casic^nrs. Aclcnlás clel int^rés
rientífirc) ^<)r E^on^r cn pr:ír[ica una
t^cnira c1^ s^saj^ tialll^, hay yuc cc)-
ment:u- yue en la inclusU^ia l^chera ^ste

inter^s .^e clel^e al henefiri<) econcími-
rc) yuc ^^u^clc rjercer una tí^cnica yue
^^^rmita cl^•t^^rmin:^r el sexc) clel ^nl-
hri<ín antes inclu^<> cl^^ yue se ^rocluz-

ra Ia ^rstacicín.

(:,racias al clt^sarroll<> cintífir<) de ^•:t-
ri:cti t^cnicas lal^c)rat<)rial^s y a tiu utili-
rari(>n rcmjunta, ya czi^te una técnica
^le tiexaje cmhrionaric) Ic) suficiente-
mentc tiahlc y rá^^icla ronx) para ins-
taurarla :^ ni^•^1 práctico.

La tí•cnica clr sesajc clescrita

en esta E^uhlic:^ción está sien-
clo utilizacl:^ comercialmente

en al^uno^ i^aí.^cs cl^ I?uropa y

I<)s resultadc)s c)ht^nicios part-

ren clcm<>sh•ar una altísima fia-
hiliclacl c1e la misma.

EI sist^°ma cle sezaje utilira-

cio se Ilasa en Ia Ilic^E^sia clel

cnlhricín y la utilizacibn cl^

una soncla clc ADN c^u^ me-

cliant^^ Li "K^•arcicín clc Cacle-

nas cle 1'<)linx^ra,^:^ ( PCR)" y la

°El^ctr<)t^>rrsis•' nos J^^rmitc la

cl^^t^°rricín cicl cr<mu>scmta "l'°

^^n ayucllc),^ rmhriones cl^

^rxc) niasculinc).

Las mutstr:^s ohtenidas me-
clian[e hiopsia fueron someti-

clas a liherari<ín }^ (^ostc^rior

arn^^litiracicín clc su Al)N, E^ura
inás t:u-cle y nl^cliant^ electrc)-

foresis, ^^rc^cecler a Ia cletenni-
narií)n ^lel sexc) se^;ún la ^^i-

^ualizac'icín mecliante ravos ul-

tra^•ic)I^ta de la E^resrncia o au-
senria cle lati handas corres-

^cmcli^ntes al cr<mu)s<mia Y.

Tcxic^ ^I ^rc)c^so de mani^^u-
laricín reyuicrc un ti^nl^x) conectado al microscopio invertido.

a^^roximaclo cle cuatro a cinc<) horas.

I^urante este }^eriodo de tienl^o, I<>^

emhriones pueclen manteners^ ^n cul-

tivo hasta su posterior n•ansferencia en

fresco c) hien pu^den transferirse nada

más hah^^r finalizado Ia hiopsia de los

I111,tiI11( ),ti.

MATERIAL Y METODOS

Los días Z3 y 2-f de nuiyo de 1991 tu-

^•ierc)n lu^;ar en las instalaciones cl^

'I^auste Ganad^ra S.A. las "Primeras

_)<^rnadas "1'^cnicas sohre Tran^ferencia

^• tiexaje de F,mhriones en Ganado Va-

cuno", Il^vadas a cahc) en el [erritoric^

es^añcll.

Biopsia embrionaria mediante micromanipulador

La puesta en práctica cle tan n<wísi-

ma tecnolc^^;ía puclc> realiiarse s;racias

a la colahc)ración d^ la Diputacicín G^-

neral de Aragbn y el CENSYRA clc Mcl-

^ era y al trahajo d^l equipo t^cnicc) clel

Drpartamento de MOET de 'I'auste

Ganaclera, S.A., yu^ fue el enr.u^gaclo

de lle^^ar a caho lc)s trahajos de reco-

lecricín y- transferenria de los emhrio-

nes someticios a hiopsia y se^aje me-

dian[e l:^ técnica empleada ^or los téc-

nicos de la em^r^sa de narionaliclad

francesa France Emhrvcln.

l^n rotal clr 16 emhrionrs en estaclio

de hlast^)risto de vacuno lechercl ^^ura

raza IIc)Ist^in se r^cc^lertanm cnediante

°flu,^hing° clel útero de las donaci<)r:^s

yue hahían .,ido suE^erovulaclas a Exu^tir
del dccimo primer día clcl ri-
clo sexual medi<tnte iny^crio-

^ nes seriadas cle "H^9G'•.

automático

EI °flushing° s^ realizo el

octavo día clespu^s del relcl de

las corres^ondientes donaclo-

ras, I:cs cuales hahían sido ^^re-

viatnente insenlinaclas artifi-

cialmente a las 1? ^• ?4 h<)ras

del relo pc>st-su^xrc)^^ul:^t<^rio.

i'na vez recol^rtadc)s, ]os
enlhriones fueron Ia^•adc)s en
PI35 estéril clurante cliez Exiscls
sucesi^^os y' posteric)rmente
fucr<)n clasificadc^s y califica-
dos s^gún su tnorfología con
la a}'uda dc un mirrc>scoE^i<) de
contraste cle f<ises con bptica
..Normask^^.. ( Nikon ).

Todos los emhric)nes utiliza-

dos ^n esr.t Primera ex}^erien-
cia fueron caifiraclos cclmo
hlasCocisu>s viahl^s cle caliclad

esr^lente (calidad 1), siencio
sometidos posteric>nnente a la
hioE^sia y cultivc) hasta su
transfrrencia en fresco una

vez determinad<1 el sezc) ^le

cacla uno cl^ ellc)s.
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Cada emhrión ciestinado a sexaje se

trasvasó a una de las 4 a 5 microgotas

cle ^ microlitros contenidas en una

placa de "Petri" preparadas para la

hiopsia de los embriones. EI medio de

las micro^;otas contenía PBS 0,2> M cle

sucrosa (sacarosa) libre de Ca y Mg y

c:u•ente cle proteína. Todas las micro-

gotas se recuhrieron con aceitr cle pa-
raf^ina (Sigma). Este mcdio provoca la

fijación cle los embriones al fondo de

la placa, evitando la necesidad de su-

jección cle los mismos con ou-o micro-

manipulaclor.

La hiopsia de los emhriones se mali-

zó mecliante la utilización cíe un mi-
croscopio inverticlo (Nikon) dotado c1e

un micromanipulador con un cíisposi-

tivo de manipulación automático 0

"joy-stick° (AR Tecllnolo^y) al cual se

le había armaclo de una micro cuchilla

para proceder a la hiopsia cle los em-

hriones :t ,tiexar.

La hiopsia se realizó en el horde cicl

hlastocisto, evitando así dañar el ho-
tón emhrionario del mismo. Produciclo

el corte emhrionario, se inyectó una

cantidad de 10 µl de PBS moclificado

que contenía 4^;/litro clc Alhúmina Sé-

ric:r I3ovina (I3SA), lo yue permite la

clesfijaci<m clel matcrial emhrionario

del fonclo de la placa c1e "Petri" y por

tanto Su extracción y manipulación

mediante la correspondiente rnicropi-

peta.

Una vez realizada la hiopsia emhrio-
naria, los emhriones se transvasaron a
un meclio de cultivo ordinario sohre
platina calentahle clonde se cultivaron
a 37 "C. hasta su posterior transferen-
cia (unas cuatro horas más tarde) una
vez detectado el sexo de los mismos.

La escasa cantidad de eélulas extrai-

das durante la hiopsia sirvieron como
muestras celul:u-es para el análisis clel

AI^N de las mismas, para lo cual se

sometieron a su liberación y clesnatu-

ralizaci<)n mecli:mte choyue térmicos a

una temperatura de -196 "C. y poste-

rior centrifugaci^m a 12.000 rpm., tras
lo cual se las sometió a una ehullicibn

cie 115 "C. durante siete minutos.

Liherado el ADN de las hiopsias em-

hrionarias éstas se sometieron a la "Ke-
acción de Cadena cle Polimerización

(PCR)° en un volumen de una ^oluci<ín
de 10 microlitros que contiene entre

otros componentes canticladcs concre-

tas de KCI, Tris, HCI, C12Mg, nudeóti-

do,5 y la polin^erasa yue permitir^t la

amplificación clcl AllN cle las mu^str:ts
en un amplificador U'erkin Elmer-Cetus

I^NA Thermal Cy-cler), junto con I:(s

muestrati se amplifican los rontroles

neutro, macho y hemhra correspon-

dicntes.

Las temperaturas óptimas para la

umplificación son de 9+ "C. (3+ ciclos)

y tijación del A[^N mccliantc ciclos c1e

elongación cle Z minutos de duraci<)n.

Realizacla la amplificacibn clel AI)N

durante 135 minutos. sr :rnaliza par:t la
cleteccion del sexo mediante elertrofo-

resis en tiu corresponcliente c:unp:cna

ele^troforétiea (13I0 Recl 1^9oclel ZO0'

2.0) sohre gel cle ag:u-o,a a 100 voltios

clur:rnte 10 minutos, tras lo cual se vi-

su:tlizan las hanclas de ADN mecliant^
exposicicín cle Ia5 mismas en rayos ul-

tr:trioleta y' se comparan las misma.^
con los controles neuu"o, macho v

hembra.

Una vez determinaclo el sexo de ca-

cla uno cle los emhriones, estos se en-
v:tsaron incliviclualmente en pajuelas

franeesas (moclelo IM^') cle 0,?^ ml c1e

volumen y se transfiricron via no qui-

rín"gica a no^ illas nulit;estas c{ue h:t-

hían siclo previa(uentc sincronizacla^ y

yue se encontrahan ^n el octavo clía

cie cido sexual.

El dia^;n^stico cle ^;estacibn se reali-
zo medi:tnte palpación rectal ?^ clías
después de realízada la transfcrencia.

RESULTADOS

Los resultaclos que aquí exponemos

son tan solo preliminares y cstán pc•n-

clientes cle la contrastac'ic^n del sexo cle

los animales resultante^ cle las gesta-

cic)nes ohteniclos al término de las

il]Í51)1:IS.

De los 16 emhriones someticlc^s a

hiopsia y posterior determinación clel

sexo, todos puclieron ser scxaclos me-

diante la t^rnica explicada, ohteni^n-
dose un resultado lahoratorial de 9

emhriones de sexo femenino y 7 cle

sexo masculino.

Fn esta prirnera experiencia, loti 16

emhriones sexados tie transfirieron
una vez finalizaclo el sexaje cle los mis-

mos meciiante el métoclo no eluirúrgi-

co a 16 novillati nuligestas cle 17 meses
cle edad. De los 16 enthriones transfe-

riclos se han confirmaclo 10 ^estacio-

nes, lo yue supone una fertiliclaci clel

62,^ °/a.

I)e los 9 emhrioneti cle ^ezo I^cmeni-
no transtc•rido.^ .tic han I)teniclo 7^;csta-
cioncs, h:thiinclotie ol^tcniclo ^ ^;e^ta-
rioncs cle los 7 emhrionc•^ cle ^exo
masctilino transfcriclos.

La confirmaci<ín clcl sexo clc los ani-
males yue resulten cic estas ^etit:ccic,-
ncti ^c proclucirá con c•I nacimicn[<^ cle
lo^ mismos y,^er:í cntonrc•.^ ruanclo
poclamo,^ afirmar clue los resultaclos
clcl sezajc^ lahora[orial se corre^pon-
clen con los ohtcniclos cn la práctica.

DISCLISION

Los emhrioncti trantifcriclo.^ hahían

siclo calific^acios antes cic son)rtc•rlc•,^ a

I^ic^psia romo cle caliclacl c•xrelrntc

(r:tliclacl I). FJ porcrntajc clc fcrtiliclacl

ol^t^niclo h"a^ .^u hiop.^i:c y posterior

c'ultivo tué cic^ un 6?,^ ^^5^, si rc^mpara-
mos este porc^niaje cle fertiliclacl con

cl ohtenicio normalmcnt^ cn Ia mism:(

^;anaclcría clurante c•I :uio Ic)^)O. cluc•
t^ue cle un 74'i^ ru:(nclo se u^ansfirirrcm

eml^riones en trc•sco ^ cle raliclacl ex-

celcnte :t novillas nuli^;cst:rs, sc ol)^cr-

^•a una clisminucicín clc un l l,> °^^.

1•:I pccluc•ño clc•^renso oht^niclo cn la
fcrtilicl:tcl no cs c^taclístiranu•ntc• ^i}^ni-
ficati^^o, clchiclo prohal^lcit)entc al c•s-
c^aso níimero cle eml)riones trantif^cri-
clos una ^^ez sexaclos, lo cluc nc^ signifi-
Ca CIUe 5l' aprec'ie Un CÍetiCI'n,tiO Cn I:1
fcrtilidacl, yuc muy prolxthlemcnte sr:r
clehiclo al clatio ejerciclo ,tiohrc• el em-
hricín mecliantc• la I^iopsia y a su rulti-
vo postcrior ciurante ^t-5 hora,^.

t?n nuesU"a rxpcricnria sc• transtiric-
ron toclos los emhri<mc.^ una vez ^c
hahía clrtcrmin:(clo el .^cso clc los mi^-
nu^ti, lo yuc se clel^io a Ia nccrsiclacl clc
avcrigu:u" el gracio cie tiahilicL•rcl en la
prediccicín ciel sexo cie los mismc).ti.
ilna vez yue el I;r:cclc^ cle fial^ilicl:(cl I)a-
ya clemostraclo sc•r elc^^aclo sc clehc•r:ítt
Ilcvar a caho Ctn solo las tran^fcrcnrias
cle los c•mhriones cle sexc^ <Ic•tic•aclc).

Para e^ itar en lo po.^ihlc• un clesccn-

sc> clel pc>rc^entaje clc fc•rtilicl:tcl clcl^iclo

al perioclo c1e espera :(I yue se son)e-

ten los emhrionrs ha^ta la clctcrmina-
ric"m clc• su sexo, ,tie po<iría rcalizar I:c

h"ansfereitcia cle los en)I^riones c•n ti'e^-
co nacla n)ás hahc•r rralizaclo Ia hiop-

si:r. [^c cstc moclo, se cletern)in:u^ía cl

tiexo clel emhri<>n clespuí•.ti clc I)ahcrle
u-antifericlo, ohtcni^nclo,^r n)uy prol^a-

hlemente unos resultacloti cle t^ertiliclacl

mu}' similarcti :( loti clue sc c)hticnen
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cuanclo s^ emplean eml^riones frescos
no micromanipulaclos.

Las gcstaciones cle srxo no cleseaclo

s^ pocirían e^'itar meciiantc la inye^cción

intramuticular cle una closis clc prota-

^;Ianclina F2 alfa a la receptor^t que hu-

hiera recihiclo tm ^mhribn c1e seKO no

cles^aclo. tii utiliiamos ^^te sisten^a tan

s<ílo sc° pcrclc^rían 9 clí;ts clc ciclo en 1<t

receptora corr^sponcliente, lo yue re-

cluciría rn gran parte las pCrdicla,^ oca-

sionaclas por cl rctraso en la l^ict^tción

cl^ la rcccptora.

La etnhriocentesis apoyada clel se-

xaje poclría apoy^tr aún n^.ís la inst^tura-

cicín c1c ^sta t^cnira a ni^^^l dc campo.

A cst^ rc^,^p^rto, cs ncccsario comcntar
clue cu^tnclo se rc^,tliz^t I,ts emhriorente-

sis se ohtirnen clo, mitacles c1e1 emhrión

niicrom:u^ipulaelo y en numerosas oca-

siones tamhiin .^r ohtiene la lihcración

cle un número clc células emhrionarias

(IUr` pocllltln tit_•I' 111ti ^111p1^L1CIIlti pllr^l Ifl

clc°terminacicín clel scxo cicl cmhric^n en

cu^sticín. 1)e esta forma se podrí;t incre-

ment^tr el númc^ro de l;etitaciones del

se^o cleseaclo.

La tratnsfcrenria cle c•mhrion^s ya ha

cicmosh^aclo su cticacia y h^t claclo nu-

merosos frutos en lo^ p;tíses occidenta-

les. tii adetnás se apoya con la tecnolo-
gía clel sexaje su proyección puecle lle-
l;ar a ser de tal enver^;adura que sería
muy comparahle al dcsarrollo ejercido
en su día por l^t inseminación artificial.

Esta nueva trcnología, si se instaura
como técnica hahitual, puede prodttcir
un elevado heneficio económico en el
sector clel gan^tclo vacuno lechcro, ya
yue tan solo se ohtencirían gestaciones
cle se^o femenino, con lo que el níune-
ro de hemhr,ts se recluciría en m^ís c1e
un ^0'!-í^ (se evitarían los partos gemela-
r^s de m^tcho y hemhra).

CONCLUSIONES

La técnica cl^l sexaje ^mhrionario es
hoy cn clía una realidacl palpahle, ya

yue pnecle ser r^ali^acia sin demasiaclo
esfuerzo a nivel de campo.

Los ni^^eles cle gestacicín que sr ohtie-

nen clespués de someter a la determina-
ción clc•I scxo ,t los emhriones parecen

no distninuir significatix^amente la ferti-
liciacl cie los mi^mos.

Es necesario esperar tocla^^ía un tiem-
po pruclencial para analizar los clatos

yue esta nueva técnica v^iya aportando
^tl munclo ganaclero.

La técnica del sexaje etnhrionario si
se apoya de las técnicas asociadas, tales
cotno la emhriocentesis, clonación y
microinyecri^m puecle proclucir una
mejora en los cliferentes sectores gan^t-
deros tan import^tnt^ o sup^rior a la
ejercicla por la insetninación artifici^il.
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