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I avance de la biotecnologia gené-

tica en estos ultimos anos esta
siguiendo un ritmo muy acelerado de-
bido en gran manera a la utilizacién de
la técnica de duplicacion 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 Reaction»
(Reaccion de Cadenas de Polimerasa).

Esta tecnologia permite realizar el
estudio de numerosos aspectos genéti-
cos, entre los cuales se encuentra la
determinacion del sexo de los embrio-
nes, que permite CoNoCer su Sexo antes
de la transferencia. La posibilidad de
determinar el sexo de los embriones
esta adquiriendo cada vez mas impor-
tancia econdomica en las diferentes
especies animales y sobre todo en el
sector del vacuno lechero (Pérez Gar-
cia 1991).

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

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

La metodologia de sexaje descrita
en este articulo esta siendo utilizada
comercialmente en algunos paises de
Europa y los resultados obtenidos de-
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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 utilizacién de la técnica de
duplicacion del ADN que mediante la
«Reaccion de Cadenas de Polimerasa
(PCR)» y la «Electroforesis» nos per-
mite la deteccién del cromosoma «Y»
en aquellos embriones de sexo mascu-
lino (Jestin et al,, 1989).

Las muestras obtenidas se someten
a liberacion y posterior amplificacion
de su ADN, para mas tarde y mediante
electroforesis proceder a la determina-
cion del sexo segin la wvisualizacion
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 manipulacion
requiere un tiempo aproximado de
cuatro a cinco horas; durante este pe-
riodo, los embriones pueden mante-
nerse en cultivo hasta su posterior
transferencia en fresco, o bien pueden
transferirse nada mas haber finalizado
la centesis de los mismos y esperar el
resultado del sexaje, impidiendo me-

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

MATERIAL Y METODOS

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

La puesta en practica de la tecnolo-
gia de sexaje de embriones pudo reali-
zarse gracias a la obtencién 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 perfusion («flushing») del
atero de las donadoras que habian sido
sometidas a superovulacion a partir del
décimo primer dia del ciclo sexual
(Alcaide et al, 1989) utilizando un tra-

MUNDO GANADERO 1992-12



ganado VaCUNG

o
NO sdminisifar a vacas cuys leche 1es deStinada & conmu.

de aclivided de antibitico
5% de propilenglicol acuosa

v r & cabanos

c3f !

= @i

o8 [T}

e o)

4 5 L

) om INVECCION SUBCUTANEA E8%2¢ |
6z¢ LI

aGEsy i3l

8 g BN

¢ :

'““"‘" ledo vacuno: Para el tratamisnto do noumdr " 22 gz‘%‘
—a ,..mw whgEEctol
amos umiblu aTimicosina. g;ﬁ 285
M de y u de m% Adenlnrll una "‘z:“:"x §§i—§g g%f)

Moimiete 4 o mg. de Timicoena. por Kg. de pow}

Micotil: vna inyeccion, sin mas.

EL PRIMER TRATAMIENTO METAFILACTICO CONTRA LA NEUMONIA DEL TERNERO.

Micatil, es un moderno antibistico desarrollado por 12 SE APLICA CON UNA INYECCION 4° NO NECESITA REFRIGERACION NI
Elanco con una actividad genuing, tanto por su SUBCUTANEA. MEZCLADO. LISTO PARA USAR EN
espectio de aclividad como por su sisiema de Ahorra manejo. Menos esiés del animal. Menor dafio CUALQUIER MOMENTO.

aplicacién contra la neumonia del ganado vacuno. la - muscular. Mejor canal. Menos gastos terapeuticos. Disminuye los problemas de almacenamiento. Facil
maleria activa de Micotil se ha formulodo para Més simple manejo de la zona de enfermeria. manipulacion, uso y conservacién.

alcanzar un allo y rapido nivel terapedtico alli donde es
necesario, en los pulmones; permanecer largo tiempo 2° SE REQUIERE UNA DOSIFICACION DE
en ellos y atacar la infeccion durante mas de 72 foras BAJO VOLUMEN.

seguidas. {1 €C/ 30 KG DE PESO VIVO )

Micotil se diferencia de otros productos por su répida Facil y répida administracion. Un solo punio de

difusién y prolongada permanencia en pulmon. Micatil —— inyeccién. Menos estrés. Menos producto que

fiene una excelente actividad frente a los principales conlrolar, almacenar e inyeciar.

organismos causantes de la neumonia bacteriana en

ganado vacuno: 32 PRODUCE UNA RAPIDA MEJORA DE

La alta potencia, especificidad y prolongada LOS PARAMETROS CLINICOS EN LAS

actividad en pulmon de Micotil lo adecuan a la nueva  PRIMERAS 24 HORAS.

estrategia Meafilictica® |que exige: Buen control del proceso respiratorio. Rapida

RAPIDA REACCION, RAPIDA RESPUESTA Y recuperacion. Menos recaidas. Menos refratamientos. Avda. de la Industria, 30.
PROLONGADA ACTIVIDAD. Mayor ganancia de peso. 28100 Alcobendas. Madrid

Tho. 91/623 50 00.

(*) Tratamienlo que se aplica a los animales con indicios de enfermedad y antes de que se manifieste la enfermedad.



tamiento superovulatorio de
diez inyecciones seriadas y
decrecientes de <HMG» (go-
nadotropina  menopausica
humana. Pergovet 500 Sero-
no) y una dosis de prosta-
glandina F2 alfa inyectada el
tercer dia de tratamiento su-
perovulatorio (Estrumate).

La perfusiéon uterina se
realizo el octavo dia después
de observado el celo en las
donadoras, las cuales habian
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 segan su morfologia
con la ayuda de un micros-
copio de interferencia de fa-
ses con Optica «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 embrion destinado a sexaje se
trasvasé 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 contenia PBS 0,25 M de sacarosa
libre de Ca y Mg y carente de protei-
nas. Todas las microgotas se recubrie-
ron con aceite de parafina (Sigma).
Este medio tiene la ventaja de provo-
car la fijacion de los embriones al
fondo de la placa, evitando, de esta
forma, la necesidad de sujeccion de los
mismos con otro micromanipulador.

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

El microcorte se realizd en el borde
60

Recoleccion embrionaria mediante perfusion uterina
con PBS.
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del blastocisto, evitando asi danar el
botéon embrionario del mismo. Una
vez realizada la extraccion del polo
embrionario, se inyecté una cantidad
de 10 microlitros de PBS modificado
que contenia 4 g/l de albumina sérica
bovina (BSA), lo que permite la desfi-
jacion del material embrionario del
fondo de la placa de «Petri» y por tanto
su extraccion y manipulacion mediante
la utilizacion 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 mads tarde), hecho que ocurrid
una vez detectado el sexo de los mis-
mos.

Una pequena cantidad de células
embrionarias extraidas sirvieron como
muestras para el analisis del ADN de
las mismas, para lo cual se sometieron
a su liberacion y desnaturalizacion me-
diante choques térmicos a una tempe-
ratura de —196 °C y posterior centrifu-
gacion a 12.000 rpm, sometiéndolas a
una temperatura de 115 °C durante
siete minutos.

Liberado el ADN de las muestras
embrionarias, se procedio a realizar la
«Reaccion de Cadena de Polimeriza-
cién (PCR)> en un volumen de una
solucién de 10 microlitros que con-

tiene entre otros componentes deter-
minadas cantidades de KCI, HCI,
MgCl2, Tris, nucledtidos y la polime-
rasa que permitira la amplificacion 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 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
deteccidén 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 exposicion de las mismas en rayos
ultravioleta y se comparan las mismas
con los controles neutro, macho vy
hembra.

Realizada la determinacion 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 via no qui-
rargica a novillas nuligestas que habian
sido previamente sincronizadas me-
diante el uso de inyecciones de prosta-
glandina F2 alfa y encontrindose en el
octavo dia de ciclo sexual.

El diagnostico de gestacion se
realizoO mediante palpacion rectal 25
dias después de realizada la transferen-
cia.

RESULTADOS

Los 16 embriones pudieron ser
sexados mediante la metodologia 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 quirlrgico; confirman-
dose 10 gestaciones, lo que supuso una
fertilidad del 62,5% (ver cuadro ).

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
llegd a término debido a un aborto
que no fue detectado a tiempo, por lo
que no pudo constatarse el sexo del
feto.

La confirmacién 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 area de
maternidad, comenzando a producirse
el 14 de febrero de 1992 y ocurriendo
el Gltimo el dia 20 del mismo mes de
febrero.

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

DISCUSION

El 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-
cion 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 ganaderia
durante el mismo ano.

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

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

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

La fertilidad podria 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
determinaria el sexo del embrion des-
pués de haberle transterido, con lo que
muy probablemente se obtendrian
unos resultados de fertilidad superio-
res a los que se obtendrian si se espe-
rase a haber finalizado todo el proceso
de determinacién del sexo (técnica
que requiere de cuatro a cinco horas
en el mejor de los casos).

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

dias de ciclo en la receptora
correspondiente, lo que re-
duciria en gran parte las pér-
didas ocasionadas por el re-
traso en la gestacion 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 paises de nuestro
entorno (Nivot 1992 comu-
nicacion personal).

Los errores en la predic-
cion 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 ma-
ximo las condiciones de limpieza e
higiene de todo el material y personal
utilizado para realizar el sexaje.

En nuestra experiencia se trabajo en
las mejores condiciones de asepsia
posibles, pero hay que resenar que en
aquella ocasion no dispusimos de una
campana de flujo laminar, lo que muy
probablemente puede reducir bastante
las posibilidades de contaminacion ce-
lular de las muestras destinadas al ana-
lisis.

La embriocentesis apoyada del
sexaje podria ayudar ain mas para la
instauracion 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 embrion micromanipulado y
en numerosas ocasiones también se
obtiene la liberacion de un nimero de
células embrionarias que podrian ser
las empleadas para la determinacion
del sexo del embrion en cuestion. De
esta forma se podria incrementar el

Cuadro|
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 71,7 7 — 6

Nota: Una gestaciéon de embrion supuestamente macho no llegé a término. Un embrién supuestamente hembra se tradujo en el nacimiento de un macho.
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Embriones en diferentes estadios.

namero de gestaciones del sexo de-
seado.

La técnica de fijacion del embrion al
fondo de la placa de «Petri» utilizando
un medio especifico permite realizar
practicas 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-
sion de enfermedades, prohibe la con-
gelacion de embriones cuya zona pelu-
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 deberia ahon-
dar en la busqueda de una técnica de
congelacion de embriones sexados que
permita por una parte conservar la via-
bilidad indefinida de los mismos y por
otra impedir la transmisiéon de cual-
quier agente patogeno. Esto permitiria
que la Sociedad Internacional aceptase
la congelacion de embriones cuya zona
pelacida no estuviese intacta e indirec-
tamente Ja venta de embriones sexados
congelados.

La técnica del sexaje embrionario
puede producir un elevado beneficio
econdémico en el sector del ganado
vacuno lechero, ya que tan solo se
obtendrian gestaciones del sexo de-
seado (normalmente el femenino), con
lo que el numero de partos necesarios
para obtener el mismo namero de
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hembras se reduciria en mas de un
50%, ademas se evitarian los partos
gemelares de macho y hembra.

CONCLUSIONES

Las primeras experiencias apuntan a
la obtencidon de un nivel elevado de
fiabilidad en la prediccion del sexo uti-
lizando esta técnica de amplificacion

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 diagnostico del sexo.

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

Los porcentajes de gestacion que se
obtienen después de someter a la
determinacion 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 mas tarde inyectar una do-
sis de prostaglandina F2 alfa a aquellas
receptoras que hubieran recibido un
embridn del sexo no deseado.

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

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