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INTRODUCCION

La aplicacion de biotecnologias en la reproduccion se ha convertido en una de
las herramientas mds importantes para acelerar los avances genéticos en la ganaderia
bovina. La diferenciacion sexual de los mamiferos es un proceso secuencial que se ini-
ciaen el momento de la fecundacion (XX o XY). La primera fase de diferenciacion se-
xual ocurre con la organogénesis gonadal en funcion del sexo genético del embrion
(Palma, 2001). El dimorfismo que existe entre los cromosomas sexuales es la base para
determinacion del sexo a través del cariotipo. En bovinos, el niimero diploide de los
cromosomas es de 60, con un gran cromosoma X submetacéntrico y un pequeno Y
metacéntrico y 58 restantes cromosomas acrocéntricos (Avery et al., 1989, citado por
Palma, 2001). El cromosoma Y determinara la formacién de un individuo de sexo
masculino y el espermatozoide X determinard la formacién de un individuo de sexo
femenino.

Varias metodologias se han aplicado para conocer el sexo, entre ellos la biopsia
de blastomeras de embriones para determinar o no la presencia del cromosoma Y. La
técnica tiene una efectividad alrededor del 90%, siendo su principal ventaja la escasa
probabilidad de dafar el embrién y su desventaja, que no siempre es facil predecir el
namero de blastomeras necesarias para producir una cantidad suficiente de copias de
ADN para determinar el sexo de los embriones (Shea, 1998). Esta biopsia del embrién
se realiza aproximadamente cuando tiene 2 6 3 dias de desarrollo. En este periodo, los
embriones pueden tener entre 8 y 16 células. La utilizacién de micromanipuladores
permite remover una célula del embrion denominada blastémero, y se procede a la
amplificacién utilizando PCR de la region que se encuentra en el cromosoma Y (Ku-
nieda y col., 1992).

Una serie de técnicas exitosas como la inseminacién artificial y transferencia de
embriones han sido difundidas en los programas de mejoramiento genético animal,
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las cuales son implementadas como demanda de los sistemas de produccién mas efi-
cientes, como las que han conducido al desarrollo de técnicas de seleccion del sexo.
Esta biotecnologia tiene un gran valor econémico y muy significativo en la produc-
cioén de leche y carne donde la productividad de los sistemas son favorecidos por la
progenie de uno de los dos sexos (Palma, 2001).

SEMEN SEXADO POR CITOMETRIA DE FLUJO

Es un proceso de separacion basado en la diferencia de la cantidad de ADN en el
cromosoma X y Y (Grant y Chamley, 2007). La diferencia en el contenido de ADN en-
tre los espermatozoides bovinos que llevan el cromosoma X es 3,8% mads con respecto al
cromosoma Y, en humanos es de aproximadamente el 2,8% y en la mayoria de los ma-
miferos estan en el rango de 3-4,5% (Johnson, 2000). El cromosoma X es mayor queel Y
debido a una mayor cantidad de cromatina heteréloga (Palma, 2001) (Figura 1).
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en vacas, la tasa de prefiez resulté en 20-40% menos que los controles con semen no se-
xado (Seidel Jr. et al., 1999). Sin embargo, uno de los principales problemas del uso del
semen sexado es la lentitud del proceso en el cual se clasifican de 150 a 200 dosis de se-
men sexado por maquina por dia; otro factor negativo de la técnica es la cantidad de
espermatozoides dafiados en el proceso que flucttia alrededor del 70% de los esperma-
tozoides que fallan al ser clasificados debido al dafo o por la ausencia de distincién
del espermatozoide al pasar por el citometro (Weigel, 2004) (Cuadro 1).

Cuadro 1
Eficiencia Tipica en el Sexado de Espermatozoides
Alicuota de Espermatozoides Coloreados 100%
Pérdida de espermatozoides coloreados en el tubo 10%
Pérdida al clasificar lotes entre tubos 12%
Espermatozoides que son Evaluados 78%
Espermatozoides descartados debido a mala orientacion 30%
Espermatozoides descartados debido a coincidencias 15%
Espermatozoides descartados muertos 10%
Espermatozoides que son potencialmente clasificables 35%

Espermatozoides descartados al mantener la pureza porque la distribucion de X y Y fluoresce 12+%
con solapamiento de ambos

Espermatozoides descartados por probable aneuploidia 1%
Espermatozoides descartados debido a interrupcién de gotas con espermatozoides X y Y 2%
Espermatozoides que han sido clasificados 30%
Espermatozoides perdidos en el final del fluido del tubo de coleccién 4%
Perdidas de Espermatozoides en el sobrenadante después de la centrifugacion (paso de 15%
concentracion)

Pérdida de espermatozoides durante el llenado y sellado de pajuelas incluyendo volumen 4%
incompleto de residuo en la ultima pajuela

Espermatozoides clasificados que son congelados 23%
Uso de espermatozoides para control de calidad (exactitud y motilidad después del 4%

descongelado) espermatozoides disponibles para inseminacion (22%j; 11% de cada sexo a un
90% de exactitud)

Fuente: Seidel Jr et al., 1999; Garner y Seidel Jr, 2002.

Otro problema es la baja tasa de concepcidn al utilizar espermatozoides sexados.
En un estudio, novillas inseminadas con semen sexado presentaron una tasa de pre-
niez del 35 vs. 55% para semen no sexado, sin embargo, la tecnologia mostro ser efecti-
va para producir las crias del sexo deseado (Lu K et al., 1999; Moore y Thatcher,
2006). Una de las estrategias para mejorar la eficiencia con el uso de semen sexado es la
implementacién del mismo semen en programas de produccion de embriones in vitro,
se busca incrementar la eficiencia del semen sexado con la idea que se requieren pocos
espermatozoides para fecundar a un ovocito y que se pueden obtener crias genética-
mente superiores y ser transferidas en receptoras de poco mérito genético; de igual
manera, estos embriones también pueden ser congelados para su posterior uso o venta
(Wilson et al., 2005; Moore y Thatcher, 20065 Xu et al., 2006) (Cuadros 2, 3 y 4).
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Cuadro 2
Datos de maduracion in vitro
T°dela Raza dela N° de ovarios Ovocitos Ovocitos/ %
solucidn salina vaca colectados ovario maduracion
30 1,1 Mest Cebu 193 2612 13,22 + 5,4 54,4 + 20,3

Fuente: Laboratorio de Embriologia-UCLA, Venezuela, Dr. Andrés Kowalski.

Cuadro 3
Datos de produccion de embriones in vitro usando semen sexado y no sexado
Grupo Ovocitos/grupo % fecundacion % blastocistos
Grupo No sexado 1401 62,1 + 28,7 28,1 + 17,8
Grupo sexado 648 18,8 + 30,2 133+ 13
Fuente: Laboratorio de Embriologia-UCLA, Venezuela, Dr. Andrés Kowalski.
Cuadro 4
Caracteristicas de las crias producidas con semen sexado y no sexado
Tratamiento Duracién Peso al Peso al Tasa Tasa Muerte
Gestacion Nacer Destete Aborto Neonatal
(d) (Kg) (Kg) (%) (%)
Control 278,9/787 34,1/673 241,2/348 5,0/560 4,0/787
Sexado 279,0/1158 33,9/923 238,9/454 4,5/829 3,5/1158

Fuente: Tubman ez al., 2004.

Actualmente en Venezuela existe la mas alta tecnologia con personal altamente
calificado para hacer posible estas estrategias de produccion iz vitro con valores signi-
ficativos y adaptados a nuestras condiciones tropicales con el apoyo y asesoria de téc-
nicos especializados. Como producto de ello nace la primera becerra por fecundacién
in vitro con el uso de semen sexado en Venezuela el 3 de julio de 2007 en la Agropecua-
ria Paraiso en el Estado Apure. La ternera recibié el nombre de Eva (Figura 3).
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Figura 3. Eva, Primera Becerra Sexada producida in vitro en el Laboratorio de Embriologia
y Endocrinologia Molecular (UCLA, Barquisimeto, Venezuela).
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Esta tecnologia permite que los productores puedan aprovechar ovarios de va-
cas que van a matadero, utilizandor 6vulos de vacas elites a través de la técnica de aspi-
racion folicular intravaginal. Ademads maximiza el uso del semen utilizado, ya que con
una dosis de semen de toros de alto mérito genético pueden fecundarse aproximada-
mente 200-300 ovocitos.

CARACTERISTICAS DE LAS CRIAS PRODUCIDAS CON SEMEN
SEXADO

El proceso de sexaje espermatico podria dafiar el ADN e incrementar la inciden-
cia de anormalidades genéticas, sin embargo mas de 1000 nacimientos vivos producto
de semen sexado han sido producidos sin anormalidades observadas (Seidel ]Jr,
1999ab). Sin embargo, en un estudio realizado sobre la normalidad de las crias produ-
cidas, no se apreci6 diferencia significativa en las tasas de muerte neonatal y acumula-
da (Garner y Seidel Jr, 2002), lo cual es confirmado por otros estudios (Tumban L. et
al., 2004) que presentaron valores similares sin ninguna anormalidad en los naci-
miento que se produjeron (Cuadro 4).

Aplicacion de Semen Sexado en Ganaderia de Leche

Al utilizar semen sexado enriquecido con el cromosoma X de toros genética-
mente superiores para inseminar vacas lecheras elite y producir las hembras de reem-
plazo, las fincas incrementarian la presion de seleccion para caracteristicas de produc-
cion de leche (Hohenboken, 1999). Entre algunas de las aplicaciones que se le pueden
dar al semen sexado para incrementar su eficiencia y disminuir costos estdn las si-
guientes:

¢ Inseminar vacas de elevado mérito genético con semen sexado enriquecido con
el cromosoma X para producir el nimero necesario de reemplazos.

¢ El remanente de vacas no seleccionadas inseminarlas con semen convencional
no sexado de carne para producir crias que serian mas valoradas por su produc-
cién de carne que de leche.

Aplicacion de Semen Sexado en Ganaderia de Carne

En el sistema de ganaderia de carne varios de los factores beneficiosos a conside-
rar son la edad de puberal y a la madurez sexual, fertilidad, conducta materna, adapta-
cién a cambios ambientales. Para el apareamiento de las vacas madres se implementa-
ria el uso de semen enriquecido con cromosoma Y de toros genéticamente superiores,
lo cual afadiria el beneficio econémico y mas elevadas proporciones de nacimientos
machos para la venta. El remanente de hembras no seleccionadas para producir reem-
plazos podria ser apareado con semen sexado enriquecido con cromosoma X de toros
de elevado mérito genético para caracteristicas importantes a nivel de matadero tales
como tasa de crecimiento, eficiencia de alimentacién, masa muscular, marmoleo y ca-
lidad en canal (Hohenboken, 1999).
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CONCLUSION

El uso de semen sexado para la determinacion del sexo de las crias es efectivo y
representa una gran alternativa para aplicarlo comercialmente en las ganaderias DP
de la zona tropical, considerando apenas la mitad de la poblacion de hembras para
producir el rebano de reemplazo, lo que aunado a la utilizacién de la inseminacion ar-
tificial y la transferencia de embriones permitiria maximizar el progreso genético es-
perado de afio a afio. La produccién de embriones in vitro, igualmente ofrece a Vene-
zuela la posibilidad de levantar con mayor eficiencia a las crias de reemplazo con el
uso de semen sexado, adaptado al ambiente y a las condiciones tropicales y bajo un
buen sistema de manejo en las fincas. Actualmente en Venezuela existen uma serie de
Laboratorios que inician sus trabajos en el campo de la biotecnologia. El Laboratorio
de Embriologia y Endocrinologia Molecular de La Universidad Centroccidental Li-
sandro Alvarado desarrolla lineas de investigacion con la finalidad de establecer nue-
vas estrategias para determinacion del sexo de embriones bovinos producidos in vitro
modificando la proporcién de los sexos, utilizando cambios sobre las condiciones de
cultivo in vitro y determinando el sexo a través de técnicas de Biologia Molecular. De
esa manera se podran reducir costos por embrién producido y generar mayores bene-
ficios tanto para la produccién de leche como la de carne, ya que esto crearia la posibi-
lidad de inclinar la proporcion de los sexos dependiendo del tipo de produccion hacia
la cual los productores deciden orientar sus rebanos.
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