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EI sexaje de embriones
bovinos
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E l avance de la biotecnología gené-
tica en estos últimos años está

siguiendo un ritmo muy acelerado de-
bido en gran manera a la utilización de
la técnica de duplicación del ADN, lo
que se consigue con la internacional-
mente conocida como técnica «PCR»
(Bondioli et al., 1989), que corres-
ponde a las iniciales inglesas de la téc-
nica de «Polymerase Chain ReactionN
(Reacción de Cadenas de Polimerasa).

Esta tecnología permite realizar el
estudio de numerosos aspectos genéti-
cos, entre los cuales se encuentra la
determinación del sexo de los embrio-
nes, que permite conocer su sexo antes
de la transferencia. La posibilidad de
determinar el sexo de los embriones
está adquiriendo cada vez más impor-
tancia económica en las diferentes
especies animales y sobre todo en el
sector del vacuno lechero (Pérez Gar-
cía 1991).

En los últimos años se investigaron
diversas metodologías de sexaje de em-
briones que resultaron ineficaces, de-
bido en algunos casos a su dificultad
para la puesta en práctica y en otros a
su escasa fiabilidad o al largo período
de tiempo requerido para Ilevarlas a
cabo (Alcaide 1990). Sin embargo, muy
recientemente hemos asistido a la
puesta a punto de una técnica de sexa-
je embrionario lo suficientemente
práctica como para poder ser aplicada
a nivel de campo.

La técnica a la que nos referimos es
la resultante de la aplicación y utiliza-
ción conjunta de varias prácticas labo-
ratoriales, que posibilitan determinar
el sexo de los embriones en estadio de
mórula o blastocisto y a unos niveles
lo suficientemente fiables y rápidos
como para poder realizarla asidua-
mente a nivel de campo (Matthaei et
al 1990).

La metodología de sexaje descrita
en este artículo está siendo utilizada
comercialmente en algunos países de
Europa y los resultados obtenidos de-

Vista general del laboratorio de embriocentesis y sexaje.

muestran una elevada fiabilidad de la
misma.

El sistema de sexaje utilizado se
basa en la embriocentesis (Herr et al.,
1991) y la utilización de la técnica de
duplicación del ADN que mediante la
«Reacción de Cadenas de Polimerasa
(PCR)» y la «Electroforesis^ nos per-
mite la detección del cromosoma ^<Y»
en aquellos embriones de sexo mascu-
lino (Jestin et al., 1989).

Las muestras obtenidas se someten
a liberación y posterior amplificación
de su ADN, para más tarde y mediante
electroforesis proceder a la determina-
ción del sexo según la visualización
mediante rayos ultravioletas de la pre-
sencia o ausencia de las bandas corres-
pondientes al cromosoma Y(Herr et
al., 1990).

Todo el proceso de manipulación
requiere un tiempo aproximado de
cuatro a cinco horas; durante este pe-
ríodo, los embriones pueden mante-
nerse en cultivo hasta su posterior
transferencia en fresco, o bien pueden
transferirse nada más haber finalizado
la centesis de los mismos y esperar el
resultado del sexaje, impidiendo me-

diante una inyección de prostaglandina
F 2 alfa, la gestación de aquellos em-
briones de sexo no deseado.

MATERIAL Y METODOS

La primera experiencia de sexaje de
embriones bovinos fue realizada en
nuestra ganadería durante los días 23 y
24 de mayo de 1991 en lo que fueron
denominadas las «Primeras Jornadas
Técnicas sobre Transferencia y Sexaje
de Embriones en Ganado Vacuno>^
(Alcaide 1991).

La puesta en práctica de la tecnolo-
gía de sexaje de embriones pudo reali-
zarse gracias a la obtención por parte
de los componentes del departamento
de MOET de la citada empresa de un
total de 16 embriones en estadio de
blastocisto procedentes de vacas dona-
doras de pura raza Holstein.

Los embriones se obtuvieron me-
diante la perfusión («flushing») del
útero de las donadoras que habían sido
sometidas a superovulación a partir del
décimo primer día del ciclo sexual
(Alcaide et al., 1989) utilizando un tra-
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tamiento superovulatorio de
diez inyecciones seriadas y
decrecientes de «HMG> (go-
nadotropina menopaúsica
humana. Pergovet 500 Sero-
no) y una dosis de prosta-
glandina F2 alfa inyectada el
tercer día de tratamiento su-
perovulatorio (Estrumate).

La perfusión uterina se
realizó el octavo día después
de observado el celo en las
donadoras, las cuales habían
sido previamente insemina-
das artificialmente a las 12 y
24 horas del celo post-supe-
rovulatorio.

Los embriones, una vez
obtenidos, fueron sometidos
a diez lavados consecutivos
con PBS estéril, siendo pos-
teriormente clasificados y ca-
lificados según su morfología
con la ayuda de un micros-
copio de interferencia de fa-

Recolección
con PBS.

embrionaria mediante perfusión uterina

ses con óptica «Normasky» (Nikon).
Todos los embriones utilizados en

esta primera experiencia fueron califi-
cados como blastocistos viables de
calidad excelente (calidad 1), siendo
sometidos posteriormente a la embrio-
centesis y cultivo hasta su transferencia
en fresco una vez determinado el sexo
de cada uno de ellos.

Cada embrión destinado a sexaje se
trasvasó a una de las 4 a 5 microgotas
de 5 microlitros contenidas en una
placa de «Petri» preparadas para la
embriocentesis. El medio de las micro-
gotas contenía PBS 0,25 M de sacarosa
libre de Ca y Mg y carente de proteí-
nas. Todas las microgotas se recubrie-
ron con aceite de parafina (Sigma).
Este medio tiene la ventaja de provo-
car la fijación de los embriones al
fondo de la placa, evitando, de esta
forma, la necesidad de sujección de los
mismos con otro micromanipulador.

La biopsia embrionaria se realizó
mediante la utilización de un micros-
copio invertido (Nikon) dotado de un
micromanipulador con un dispositivo
de manipulación automático o «joy-
stick» (AB Technology) al cual se le
había adaptado una microcuchilla para
proceder a la centesis de los corres-
pondientes embriones destinados para
el sexaje.

EI microcorte se realizó en el borde
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del blastocisto, evitando así dañar el
botón embrionario del mismo. Una
vez realizada la extracción del polo
embrionario, se inyectó una cantidad
de 10 microlitros de PBS modificado
que contenía 4 g/I de albumina sérica
bovina (BSA), lo que permite la desfi-
jación del material embrionario del
fondo de la placa de «Petri» y por tanto
su extracción y manipulación mediante
la utilización de la correspondiente
micropipeta. Posteriormente, los em-
briones se transvasaron a un medio de
cultivo ordinario sobre platina calenta-
ble donde se cultivaron a 37 "C hasta
su posterior transferencia (unas cuatro
horas más tarde), hecho que ocurrió
una vez detectado el sexo de los mis-
mos.

Una pequeña cantidad de células
embrionarias extraídas sirvieron como
muestras para el análisis del ADN de
las mismas, para lo cual se sometieron
a su liberación y desnaturalización me-
diante choques térmicos a una tempe-
ratura de -196 °C y posterior centrifu-
gación a 12.000 rpm, sometiéndolas a
una temperatura de 115 "C durante
siete minutos.

Liberado el ADN de las muestras
embrionarias, se procedió a realizar la
«Reacción de Cadena de Polimeriza-
ción (PCR)» en un volumen de una
solución de 10 microlitros que con-

tiene entre otros componentes deter-
minadas cantidades de KCI, HCI,
MgC12, Tris, nucleótidos y la polime-
rasa que permitirá la amplificación del
ADN de las muestras en un amplifica-
dor (Perkin Elmer-Cetus DNA Ther-
mal Cycler). Junto con las muestras se
amplifican los controles neutro, macho
y hembra correspondientes.

Las temperaturas óptimas para la
amplificación son de 94 °C (34 ciclos)
y fijación del ADN mediante ciclos de
elongación de 2 minutos de duración.

Realizada la amplificación del ADN
durante 135 minutos, se analiza para la
detección 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
visualizan las bandas de ADN median-
te exposición de las mismas en rayos
ultravioleta y se comparan las mismas
con los controles neutro, macho y
hembra.

Realizada la determinación del sexo
de cada uno de los embriones, se enva-
saron individualmente en pajuelas
francesas (modelo IMV) de 0,25 ml de
volumen y se transfirieron vía no qui-
rúrgica a novillas nuligestas que habían
sido previamente sincronizadas me-
diante el uso de inyecciones de prosta-
glandina F2 alfa y encontrándose en el
octavo día de ciclo sexual.

EI diagnóstico de gestación se
realizó mediante palpación rectal 25
días después de realizada la transferen-
cia.

RESULTADOS

Los 16 embriones pudieron ser
sexados mediante la metodología ex-
plicada, obteniéndose un resultado
experimental de 9 embriones de sexo
femenino y 7 de sexo masculino.

En esta primera experiencia, los 16
embriones se transfirieron una vez fi-
nalizado el sexaje a 16 novillas nuliges-
tas de unos 17 meses de edad median-
te el método no quirúrgico; confirmán-
dose 10 gestaciones, lo que supuso una
fertilidad del 62,5% (ver cuadro I).

De los 9 embriones transferidos de
supuesto sexo femenino se obtuvieron
7 gestaciones, obteniéndose 3 gestacio-
nes de los 7 embriones transferidos y
de supuesto sexo masculino. Una de
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estas gestaciones de sexo masculino no
Ilegó a término debido a un aborto
que no fue detectado a tiempo, por lo
que no pudo constatarse el sexo del
feto.

La confirmación del sexo de los ani-
males resultantes se produjo con el
parto de las restantes receptoras. Estos
partos se presentaron a lo largo de una
semana en las instalaciones del área de
maternidad, comenzando a producirse
el 14 de febrero de 1992 y ocurriendo
el último el día 20 del mismo mes de
febrero.

De las nueve gestaciones restantes
se obtuvieron 8 recién nacidos cuyo
sexo coincidió perfectamente con el
sexo previsto (6 hembras y dos ma-
chos) y otro recién nacido macho de
sexo distinto. De las seis l^embras, una
murió recién nacida. Estos resultados
arrojan una fiabilidad de un 88,88% (un
fallo de sexo sobre nueve).

DISCUSION

EI porcentaje de fertilidad obtenido
tras la biopsia, cultivo y posterior
transferencia de los embriones someti-
dos a sexaje fue de un 62,5%. Este por-
centaje de fertilidad es indicativo de
que la técnica de biopsia embrionaria
probablemente no provoca una reduc-
ción notable de la fertilidad de los
embriones sometidos a la misma, ya
que el porcentaje de fertilidad obte-
nido en esta experiencia se aproxima
mucho al observado con embriones de
calidad excelente y transferidos a novi-
llas nuligestas en la misma ganadería
durante el mismo año.

En nuestra experiencia se transfirie-
ron todos los embriones una vez que
se había determinado el sexo de los
mismos, lo que se debió a la necesidad
de averiguar el grado de fiabilidad en la
predicción. Esto no significa que una
vez estimada una alta fiabilidad de la
técnica se deban transferir todos los

Biopsia embrionaria mediante manipulador automá-
tico conectado al microscopio invertido.

embriones, puesto que se podrían eli-
minar los de sexo no deseado.

La fertilidad podría probablemente
verse incrementada si se realizase la
transferencia de los embriones en fres-
co inmediatamente después de haber
realizado la biopsia; de este modo se
determinaría el sexo del embrión des-
pués de haberle transferido, con lo que
muy probablemente se obtendrían
unos resultados de fertilidad superio-
res a los que se obtendrían si se espe-
rase a haber finalizado todo el proceso
de determinación del sexo (técnica
que requiere de cuatro a cinco horas
en el mejor de los casos).

Las gestaciones de sexo no deseado
se podrían evitar mediante la inyección
intramuscular de una dosis de prosta-
glandina F2 alfa a la receptora que
hubiera recibido un embrión de sexo
no deseado. Utilizando este esquema
de inyección de prostaglandina F2 alfa
en los casos de embrión de sexo no
deseado, tan solo se perderían unos 11

días de ciclo en la receptora
correspondiente, lo que re-
duciría en gran parte las pér-
didas ocasionadas por el re-
traso en la gestación de la
misma.

La fiabilidad de la técnica
obtenida del 88,88% en esta
primera experiencia (8 posi-
tivos sobre 9 predicciones)
se aproxima bastante a la
apuntada por otros autores
que emplean la misma téc-
nica en países de nuestro
entorno (Nivot 1992 comu-
nicación personal).

Los errores en la predic-
ción del sexo mediante esta
técnica se deben en su ma-
yor parte a contaminaciones
de las placas de las muestras
embrionarias con células
procedentes de animales del
sexo opuesto, por lo que se
recomienda extremar al má-

ximo las condiciones de limpieza e
higiene de todo el material y personal
utilizado para realizar el sexaje.

En nuestra experiencia se trabajó en
las mejores condiciones de asepsia
posibles, pero hay que reseñar que en
aquella ocasión no dispusimos de una
campana de flujo laminar, lo que muy
probablemente puede reducir bastante
las posibilidades de contaminación ce-
lular de las muestras destinadas al aná-
lisis.

La embriocentesis apoyada del
sexaje podría ayudar aún más para la
instauración de esta técnica a nivel de
campo. A este respecto, es necesario
comentar que cuando se realiza la
embriocentesis se obtienen dos mita-
des del embrión micromanipulado y
en numerosas ocasiones también se
obtiene la liberación de un número de
células embrionarias que podrían ser
las empleadas para la determinación
del sexo del embrión en cuestión. De
esta forma se podría incrementar el

Cuadro 1
Resultados de la transferencia de embriones sexados en Tauste Ganadera

N° de embriones N° de gestaciones Porcentaje N° partos N° machos N° hembras
transferidos diagnosticadas de fertilidad obtenidos obtenidos obtenidas

N° embriones totales 16 10 62,5 9 3 6
N° embriones de sexo macho 7 3 42,8 2 3' -

N° embriones de sexo hembra 9 7 77,7 7 - 6
Nota: Una gestación de embrión supuestamente macho no Ilegó a término. Un embrión supuestamente hembra se tradujo en yl nacimiento de un macho.
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Embriones en diferentes estadios.

número de gestaciones del sexo de-
seado.

La técnica de fijación del embrión al
fondo de la placa de «Petri» utilizando
un medio específico permite realizar
prácticas laboratoriales tales como la
embriocentesis, biopsia embrionaria,
etc., mediante un micromanipulador
de un solo brazo, lo que abarata enor-
memente el instrumental necesario
para realizar todos estos trabajos.

La Sociedad Internacional de Em-
briones, con el fin de impedir la difu-
sión de enfermedades, prohíbe la con-
gelación de embriones cuya zona pelú-
cida no se presente intacta, lo que
anula por ahora la posibilidad de
comercializar embriones sexados me-
diante la técnica comentada.

En estudios futuros se debería ahon-
dar en la búsqueda de una técnica de
congelación de embriones sexados que
permita por una parte conservar la via-
bilidad indefinida de los mismos y por
otra impedir la transmisión de cual-
quier agente patógeno. Esto permitiría
que la Sociedad Internacional aceptase
la congelación de embriones cuya zona
pelúcida no estuviese intacta e indirec-
tamente la venta de embriones sexados
congelados.

La técnica del sexaje embrionario
puede producir un elevado beneficio
económico en el sector del ganado
vacuno lechero, ya que tan solo se
obtendrían gestaciones del sexo de-
seado (normalmente el femenino), con
lo que el número de partos necesarios
para obtener el mismo número de

hembras se reduciría en más de un
50%, además se evitarían los partos
gemelares de macho y hembra.

CONCLUSIONES

Las primeras experiencias apuntan a
la obtención de un nivel elevado de
fiabilidad en la predicción del sexo uti-
lizando esta técnica de amplificación
del ADN.

Es necesario depurar la técnica
sobre todo evitando posibles contami-
naciones celulares para de esta forma
reducir en la medida de lo posible los
fallos de diagnóstico del sexo.

El sexaje embrionario es hoy en día
una realidad palpable, ya que puede
ser realizada sin demasiado esfuerzo a
nivel de campo.

Los porcentajes de gestación que se
obtienen después de someter a la
determinación del sexo a los embrio-
nes parecen no disminuir significativa-
mente la fertilidad de los mismos.

Se recomienda transferir los embrio-
nes sometidos a biopsia inclusive antes
de haber determinado su sexo, para
unas horas más tarde inyectar una do-
sis de prostaglandina F2 alfa a aquellas
receptoras que hukiieran recibido un
embrión del sexo no deseado.

Deben realizarse esfuerzos para apo-
yar la técnica del sexaje embrionario
junto con otras técnicas asociadas, tales
como la embriocentesis, clonación y
microinyección, lo que podría tradu-

cirse en una rápida mejora en los dife-
rentes sectores ganaderos.
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