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1. RESUMEN

La ganaderia es una de las producciones pecuarias mas importantes de
Latinoamérica, con el tiempo ha evolucionado el manejo de la misma,
implementando asi técnicas como la inseminacion artificial, sincronizacion,
transferencia de embriones y fertilizacion in vitro. Ultimamente se desarroll6 la forma
de tener un porcentaje mas alto de probabilidad de escoger el sexo a conveniencia
del ganadero segun la necesidad de la produccion. La utilizacion de semen sexado
es una alternativa de gran impacto con mayor interés en hatos lecheros, gracias a
la citometria de flujo que permite separar los espermatozoides X de Y, teniendo el
cromosoma X un 3.8 al 4% mas de ADN y cuyo resultado es aproximadamente el
90% en cuanto a efectividad en el sexo deseado, esto hace que sea una de las

elecciones a usar en el momento de la inseminacion en latinoamérica.

Abstract

Cattle is one of the most important livestock production in Latin America has evolved
over time handling it, thus implementing techniques such as artificial insemination ,
synchronization, embryo transfer and in vitro fertilization . Recently it developed a
way to have a higher percentage of probability of choosing the sex of the livestock
convenience as needed for production. The use of sexed semen is a high-impact
alternative interest in dairy herds , by flow cytometry for separating the X of Y sperm
, having chromosome X 3.8 to 4% more DNA and resulting in approximately 90%
effectiveness as desired sex , this makes it one of the choices to use at the time of

insemination in Latin America.

Palabras claves:  Inseminacion, Citometria de Flujo, Lecheria, Sincronizacion,

Biotecnologia



2. INTRODUCCION

Ante el creciente desarrollo de la biotecnologia en el campo pecuario, nuevas
técnicas se han creado para aumentar la produccion y optimizar tanto su manejo

como disminuir las variables que se presentan(1).

La ganaderia lechera tiene un alto porcentaje en consumo de pajillas
convencionales, teniendo en cuenta que el resultado es un 50% de hembras y un
50% de machos, lo cual no es lo més conveniente para la produccién. En la lecheria
produce gran impacto debido a la necesidad de tener hembras con la calidad
genética necesaria para una buena produccién. Esto genera uno de los principales
problemas con el semen convencional, el azar del sexo de la cria al nacer. Una de
las prioridades en la ganaderia es la produccion de hembras para reemplazar por
las hembras de descarte y las muertes que haya para asi mantener la reposicion
del hato. Utilizando el semen sexado se da la oportunidad de controlar en un 90%

el sexo de la cria (1,2).

La tecnologia ha experimentado grandes mejoras, hasta un nivel que ahora esta
empezando a ser de interés para la aplicacion comercial al menos en el bovino. Sin
embargo, la salida de pajillas con semen sexado es aun limitada en comparacion
con pajillas de semen convencional, debido a que cada célula individual tiene que
ser identificada y ordenada. En consecuencia, las estrategias para la inseminacion

difieren de la inseminacion artificial (IA) normal y otras biotecnologias (2).

Se recopilé material bibliografico proveniente de publicaciones cientificas
empleando el método descriptivo para la confeccién de un estudio de disefio no
experimental. La metodologia se llevo a cabo mediante la recoleccion seleccion y
lectura de articulos cientificos relacionados con el semen sexado en bovinos que
se encuentran en la base de datos online seleccionadas (SciencieDirect, Scopus,

Scielo, Pudmed, Google Académico).



3. MARCO TEORICO

3.1 ¢(Qué es semen sexado?

La citometria de flujo es un método automatizado, multiparamétrico y cuantitativo
gue analiza las sefiales dispersadas y fluorescentes producidas por una célula al

pasar por un haz de luz.

Es el resultado de un procedimiento (citometria de flujo) por el cual se selecciona el
sexo de la cria, para que por medio de la inseminacion artificial nazca
preferiblemente hembra en la mayoria de los casos(1). El semen sexado contiene
90% de espermatozoides cuyos cromosomas son X (originaran las hembras). Esta
seleccidn se realiza utilizando la citometria de flujo, que separa los espermatozoides
X e Y. Esta separacion es posible ya que el cromosoma X contiene el 4% mas de

ADN que el Y (origina macho)(1).

El objetivo del semen sexado es aumentar la produccién de hembras y posibilitar el
crecimiento con genética probada, superior (semen) y propia (con sus vacas) del

establecimiento(3).

Es una tecnologia relativamente nueva que ha demostrado producir mayor
proporcion de hembras que el semen convencional(3). El uso de semen sexado
toma atractivo debido a que las terneras son mucho mas valiosas que los terneros
en una empresa lechera. Sin embargo, las investigaciones también han demostrado
gue el uso de semen sexado disminuye las tasas de concepcion entre el 70% y 80%
frente al semen normal, ademas el semen sexado es de una tecnologia

notablemente mas costosa (1-3).



En consecuencia la eleccién del semen sexado debe basarse en un cuidadoso

analisis econdmico entre inversion adicional y los ingresos potenciales(3).

3.2 Uso de semen sexado en ganado bovino

Una de las demandas méas grandes de la produccion bovina en Latinoamérica
actualmente, es la de poder controlar el sexo de la cria (3). En general, la produccién
bovina se ve favorecida con la produccion de terneras y solo en contadas ocasiones
son econdmicamente rentables los terneros (machos). Inicialmente el sexaje fue
una técnica asociada a la produccion de embriones, donde se realizaba biopsia del
embridn, se usaba PCR de las células extraidas y de esta manera se decidia solo
transferir las hembras, esta técnica no cumplio las expectativas debido a que la tasa
de prefiez después de la biopsia del embrién era significativamente menor y se
preferia entonces transferir todos los embriones. La técnica del ultrasonido también
permitié la determinacion del sexo fetal (ya no del embrion) hacia los 60-70 dias de
gestacion (3). Sin embargo una vez se detecta el macho, ya la gestacion esta
avanzada y la induccion del aborto seria indeseable en términos econémicos porque

se incrementarian significativamente los dias abiertos (1, 2).

Actualmente en los sistemas ganaderos se busca aumentar la productividad,
mejorando el ambiente, las condiciones de manejo y el potencial genético de los
animales, seleccionando caracteres no solo productivos si no reproductivos, ya que

estos repercuten directamente sobre la eficiencia del hato (4).

Estudios realizados han comprobado que el semen sexado presenta una tasa de
prefiez mucho mas baja, comparado con el semen convencional, debido entre otras
causas a que la citometria de flujo puede generar dafos en los espermatozoides
(5, 6)



La citometria de flujo es uno de los métodos por el cual se puede sexar el semen
separando espermatozoides en X e'Y.

3.3 Citometria de flujo

En la dltima década se han realizado mejoras en los citometros de flujo,
principalmente en aspectos como la medicion de la fluorescencia, tiempo
operacional de la medicion y disminucion de la presion hidrodinamica, entre otros,
para de tal forma poder disminuir el estrés y aumentar la concentracion de células
viables. En general los estudios reportados sobre el uso de esta tecnologia para el
sexaje de semen indican que se puede obtener con este semen una tasa de
concepcion inferior de 20 puntos porcentuales menos que el conseguido con semen
convencional en novillas virgenes (6). Esta menor fertilidad del semen sexado se ha
atribuido principalmente a dos factores: 1) el estrés que genera el proceso de sexaje
y 2) la baja dosis de espermatozoides por dosis de semen. El proceso de separacion
de espermatozoides por citometria de flujo puede generar cambios celulares, que
afectan la membrana plasmética, limitando la viabilidad, capacidad de

almacenamiento, fecundacion y reduccién de vida de la célula (7)

Citometria es un término genérico que se aplica a cualquier tecnologia que se usa
para la medicion, recuento, comparacién u otra caracterizaciéon de células. La
citometria de flujo es una tecnologia de rapido crecimiento y desarrollo que permite
examinar muchas propiedades de un gran numero de células en poco tiempo.
Algunos autores definen a la citometria de flujo como una tecnologia analitica que
permite la medicidén simultanea de varias caracteristicas de muestras biologicas. Se
pueden realizar recuentos celulares, para separar células o para realizar analisis de

marcadores bien sean de superficie o intracelulares (6).

La adaptacion del tubo de inyeccion a forma de cufia y la inclusion de un segundo

detector de luz eran necesarios para ganar mayor resolucion para el analisis de las



células planas(6). Estas mejoras del citometro de flujo fueron el requisito previo para
detectar diferencias en el contenido de ADN de X e Y en los cromosomas de los
espermatozoides, los espermatozoides fueron fijados en etanol para el analisis de
citometria de flujo después de estar con el fluorocromo de 4'-6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) con el fin de lograr dos picos diferentes que representan X y poblaciones
esperméticas Y, y cuantificar la diferencia en el contenido de ADN entre los
espermatozoides de toro (3,8%), jabali (3,7%), y de conejo (3,9%). Debido al

proceso de etiquetado, los espermatozoides no tenian fertilizacion(6).

El proceso de clasificacion con un citometro de flujo estandar modificado fue
relativamente lento y permitié la separacion de alrededor de 55 cabezas de
espermatozoides por segundo (8). En 1988 fue visto por primera vez pruebas en las
cuales los espermatozoides citometricamente ordenados de animales domésticos
fueron capaces de formar un pronucleo después de la inyeccion de esperma en un
ovocito de hamster(8). El nacimiento de los primeros animales inseminados con los
ahora espermatozoides ordenados viables fueron reportados en el mismo afio 1988.
En afios posteriores inseminaciones quirdrgicas con espermatozoides sexados en
el atero dan como resultado el nacimiento de crias con cambio significativo en la
proporcién de sexos. Entre 37 crias el sexo adecuado se observo en el 94% vy el
81% de los animales después de la inseminacion con los cromosomas X e Y que

llevan los espermatozoides respectivamente.

Los espermatozoides clasificados con un citometro de flujo requieren varias
modificaciones técnicas de un aparato estandar para medir la diferencia de ADN en
los espermatozoides X e Y. El citdmetro de flujo debe estar equipado con un laser
de argon refrigerado por agua (5W luz UV). Ademas ya en curso su sefal se puede
pulsar con el fin de minimizar los efectos negativos sobre la integridad del
espermatozoide (9). Hasta 1996 los clasificadores de esperma trabajaron como
sistemas de "estandar de velocidad”, donde las muestras se clasificaban con un

maximo del 0,84 kg/cm? de la presién que da una tasa de tipo sobre 350.000
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espermatozoides/hora. Nuevos clasificadores de células de alta velocidad como el
MoFlo SX operan a presiones de muestreo de hasta 4,22 kg/cm?, lo que permite
identificar 30.000 espermatozoides /segundo, y la produccién de hasta 15 millones
de espermatozoides sexados de alta pureza por encima del 90% por hora(9). Una
razon importante de este avance se debe a una boquilla de orientacion modificada
que mejora la clasificacién del esperma por méas de 70%. La boquilla se perfeccioné
aun mas incorporando una punta de la boquilla de ceramica orientar (Cytonozzle)

con esto la clasificacion de la poblacion de esperma alcanza ahora el 85% (6).

Sin embargo el semen sexado es aun limitado pues no iguala el nimero de
espermatozoides en la eyaculacion completa debido a que cada célula debe ser
identificada y ordenada, en consecuencia la técnica difiere de la inseminacion
artificial con semen convencional y de otras biotecnologias (10)(11). Los datos de
campo indican que la fecundidad sigue siendo muy variable y depende de efectos
del toro, que no son necesariamente debido al sexaje, pero puede estar relacionado

con efectos de alta dilucién y reduccién (11).

El porcentaje de dafio espermético encontrado en los espermatozoides sexados
mediante citometria de flujo puede ser el doble o hasta el triple que los detectados
mediante microscopia de fluorescencia en los espermatozoides criopreservados de

la forma tradicional (12)(8).

11



3.4 Diferencia entre semen convencional y semen sexado

El semen sexado presenta un porcentaje (87.2%) mucho mas alto de nacimiento de
terneras comparado con el semen convencional (46.7%), pero los estudios han
demostrado que el semen sexado tiene una tasa de concepcion mas baja que el
semen convencional(13). En cuanto a precio comercial, el promedio de una pajilla
convencional tiene un costo base de $30.000 pesos colombianos y una pajilla de
semen sexado tiene un costo base alrededor de $90.000 pesos
colombianos(13)(14).

Se ha demostrado que el semen sexado tiene bajo porcentaje de concepcion tanto
con celo natural como con inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF), por eso se

recomienda ser usado en novillas con buena condicion corporal y celo natural (14).

Un estudio en Finlandia, evalud los resultados de ET en novillas y vacas Holstein,
se utilizaron dosis de 2 millones de espermatozoides sexados inseminando cada
12 horas por 2 - 4 veces. En este estudio se encontré que en las novillas no habia
diferencias significativas en el nimero o calidad de los embriones obtenidos, pero
en las vacas si hubo una reduccion sustancial (de alrededor de un 50%) en el
namero de estructuras fertilizadas. ElI estudio también se comparé si las tasas de
produccion de embriones mejoraban si el semen se depositaba en la punta del
cuerno de cada lado o si se depositaba todo el semen en el cuerpo del utero, sin
(3)(15) encontrar diferencias significativas.

Un punto muy importante en el semen sexado es la facilidad de parto. Su uso en
novillas y el hecho que origine hembras disminuye la dificultad de parto, ademas se
pueden seleccionar toros con facilidad de parto, que garanticen la mayor generacion
de terneras vivas.(13)(16)(17).

12



Parte de la variacion observada en la fertilidad en el campo empleando IA con
semen sexado parece estar relacionada con la variabilidad de los toros (4). Informes
recientes han subrayado que la fragmentacion del ADN es altamente variable entre
los sementales tras el proceso de seleccién, mediante la actual tecnologia de
citometria de flujo. Por tanto, la diferente resistencia a los procesos de seleccion
encontrada en el semen de distintos toros, puede explicar al menos, parte de la
gran variacion en los resultados de concepcion en el campo descrito y publicado en
la literatura .(4)(2)(18).

Las investigaciones han mostrado que la cantidad de espermatozoides corresponde
a una porcion de la fertilidad (19). Esta relacion entre los resultados de prefiez y el
namero de espermatozoides vivos y progresivamente moviles después de la

descongelacion se encuentra en la tabla 2 (9)(20).

Después de descongelar a la temperatura recomendada de (35 a 37 °C) y mantener
una temperatura consistente después de la descongelacion, el numero de

espermatozoides progresivamente moviles disminuye con el tiempo(10,21).

Tabla 2.
Sardoy MC, Anderson DE, George A, Wilkerson MJ, Skinner S, Ferrer MS. 2012.

Tasa de Después de la 15 min. después
empacado congelacion
21 M 0.97 M 0.68 M

(M) Millones

Existen diferencias fundamentales entre el semen sexado y el semen convencional.

El proceso de clasificacion descarta las células desconocidas y células que no son
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del sexo deseado (22). Debido a este proceso, existen menos espermatozoides
vivos disponibles para ser incluidos en cada pajilla en comparacion con el semen
convencional. La menor concentracion de espermatozoides puede afectar la
fertilidad del semen. El proceso de seleccion también puede comprometer la
habilidad de los espermatozoides de prefiar a los animales (23). En datos recientes,
los hatos de novillas Holstein que reportaron 50 servicios con semen sexado y con
semen convencional, obtuvieron una tasa de concepcion promedio de 45% para
semen sexado (con un rango de 27 a 70%), comparada con una tasa promedio de

concepcién para semen convencional de 56% (rango de 34 a 83%) (24)(25)(26).

El uso de semen sexado en novillas presenta una alta tasa de fertilidad, algunas
razas dan mejores resultados con el semen sexado como son Jersey y Holstein
(27).

Existen diversas variables de las cuales depende el éxito del uso de semen sexado.
Entre las mas importantes se encuentra la tasa de concepcion (28). En el analisis
realizado en cuanto a las tasas de concepcion del semen convencional y del semen
sexado se espera que estas sean altas (70% y 50%, respectivamente), vale la pena
utilizar semen sexado en el 1 servicio. En este caso el uso de semen sexado traeré

un ingreso adicional.

Cuando la tasa de concepcién del semen convencional es baja (40%) y la del semen
sexado es alta(20). Cuando se espera que la tasa de concepcion del semen sexado
sea baja (50% del convencional), no valdria la pena usar semen sexado (29). Las
desventajas que presenta el semen sexado, son criticas y condicionantes en el
sistema ganadero y obligan a realizar manejos que permitan que los 20 puntos
porcentuales de disminucion de la tasa de concepcion en comparacion al semen
convencional, no generen grandes pérdidas econdmicas (30). Los estudios con
respecto a la tasa de concepcién demuestran que los manejos ganaderos asociados

a una adecuada deteccion de celo e inseminacion artificial, junto al uso de este
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recurso solo en novillas en el primer servicio, puede mejorar la baja fertilidad

obtenida con esta tecnologia.

15



4. CONCLUSIONES

Cuando la tasa de concepcion (TC) del semen convencional y del semen sexado se
esperan que sean altas (70% y 52.5%, respectivamente) vale la pena utilizar semen
sexado en el primer servicio. A pesar de que se ha avanzado mucho en el proceso,
todavia las tasas de prefiez son bajas en vacas y por consiguiente su uso se

restringe principalmente a novillas fértiles

Las ventajas de usar semen sexado van a depender en gran medida en las
caracteristicas particulares y condiciones de mercado de cada lecheria, por lo cual

es indispensable un andlisis individual a nivel de cada produccion.

El semen sexado no es viable para todos los toros y por ende no se encuentra
disponible semen sexado de todos los toros de los diferentes catalogos. A pesar de
gue el aumento de la dosis espermatica puede ser un factor que incrementa la tasa
de concepcibén al utilizar semen sexado, parece ser que un factor inherente al
proceso de sexaje por citometria de flujo es el que genera una baja en los indices
de fertilidad en comparaciéon al semen convencional. Sin embargo, las
oportunidades para incrementar la eficiencia del producto estan en la optimizaciéon
de la tecnologia y en la continua seleccién de toros cuyos eyaculados respondan

mejor al proceso de sexado.
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