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CIV = Cultivo in vitro.

CO:z2: Diobxido de carbono.
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RESUMEN.

En México se ha originado una creciente demanda en la produccion de carne sobre el
sector ovino, el estado de Oaxaca tiene una participacion baja de 7.0% (SAGARPA,
2011). Para equilibrar la produccion ovina en el estado y en el pais se han aplicado
biotecnologias reproductivas como el sexado, permitiendo a los ganaderos mantener
mayores proporciones de machos y hembras en su rebafio segun sea la necesidad. El
objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad fecundante bajo pruebas in vitro de
EZP’s ovinos sexados en HSA. Se obtuvieron eyaculados de ovinos fértiles para
realizar la separacion de EZP’s en columnas compuestas por gradientes de densidad
(10, 15 y 20% de HSA). Las caracteristicas evaluadas en semen fresco fueron:
volumen, porcentaje de motilidad, vitalidad y concentracion, obteniendo valores de: 0.5
mL, 96.20%, 98.10% y 3187.56 x10® mill/mL, respectivamente. Se sometieron a
separacion 300 x108 mill/mL de EZP’s por columna y se incubaron a 37.5°C por 1 h.
Se retiré cada fraccién con intervalo de 10 min cada una y se determiné el porcentaje
de motilidad, vitalidad y concentracion espermatica para los 3 gradientes. Se evaluaron
las pruebas in vitro de capacidad fecundante de EZP’s después de la separacion
(interaccion ovocito — espermatozoide y penetracion). Se observo que la motilidad del
semen fresco (96.20%) disminuyé en comparacion a la motilidad de la capa de HSA al
10% (72.20%). Conforme los EZP’s alcanzan las capas de mayor densidad el
porcentaje de vivos disminuye siendo de 70.20, 84.20 y 80.20% para el 10, 15y 20%
respectivamente, observandose el mismo comportamiento para la concentracion
espermatica de los 3 gradientes (106.3, 83.77 y 75.19 x10® mill/mL). Bajo 1°" prueba in
vitro para capacidad fecundante con semen fresco y sexado del 20% se determiné por
conteo una cantidad >1000 EZP’s en contacto con la ZP de ovocitos inmaduros, con
la 292 prueba in vitro los mismos ovocitos se incubaron junto con los EZP’s por 12 hrs,
obtuvimos porcentajes de 86 y 90% de ovocitos penetrados con semen fresco y
sexado del 20%, se observdé mediante tincion el nacleo del EZP’s en proceso de
descondensacion dentro del citoplasma del ovocito. Se determiné mediante analisis
de Chi cuadrada en SPSS que el sexado en gradientes de densidad en HSA no tiene

efecto estadisticamente significativo sobre los EZP’s sexados (p>0.05).



1. INTRODUCCION.

La técnica de sexado de semen representa ventajas muy importantes desde el punto
de vista productivo y econdmico, ya que permite la eleccion del sexo de la cria segun
sean las demandas de produccion, generando asi, mayores bienes y servicios sobre
el sector ganadero. Sin embargo, para poder ofrecer este bien o servicio a los
productores es necesario realizar una serie de pruebas que determinen la eficiencia
del sexado comprobando que el estado fisiol6gico de la célula fecundante no se vea
afectado por el proceso de separacién. Los EZP’s logran adquirir su capacidad
fecundante de forma in vivo durante su viaje hacia el ovocito, experimentando cambios
iniciales y modulando su estado funcional, en mamiferos de fecundacion interna los
EZP’s desarrollan su movilidad cuando pasan a través del epididimo (Baldi et al., 2000,
Mortimer et al., 1989), durante este paso sufren modificaciones morfologicas y
bioquimicas necesarias que les permiten convertirse en una célula fecundante (Aurich
et al., 2008, Balla et al., 2007). Con base en lo anterior, se ha definido a la capacidad
fecundante de los EZP’s como: La habilidad que logran adquirir estas células para
fecundar un ovocito fisiolégicamente normal y estructuralmente intacto (Yanagimachi
et al., 1994). Dichas cualidades adquiridas son: la union con la ZP, el
desencadenamiento de la reaccion acrosdmica, la penetracion de la ZP, la unién con
la membrana plasmatica del ovocito y la fusion con dicha membrana (Berger et al.,
1996).

El hecho de que se sigan desarrollado innumerables técnicas de andlisis de calidad
del semen indica que hasta el momento no se ha llegado a obtener una técnica con
una precision satisfactoria que indique la calidad y capacidad de los EZP’s para
fecundar. Siendo en los laboratorios de reproduccién asistida donde se han realizado
experimentos como: el ensayo de penetracion de ovocitos de hamster dorado libres
de ZP (Yanagimachi et al., 1976), la desnaturalizacién del ADN, la evaluacion de la
membrana espermatica, la motilidad y la reaccion acrosomica (Cardona et al., 2005)

entre otras, las cuales proporcionan solo un estimado del estado de la célula.



En la mayoria de los casos estas técnicas Unicamente pueden explorar una faceta del

proceso reproductivo, y esto solo permite dar una informacién parcial del potencial del
EZP para fecundar después de haber sido expuesto a diversos procesos (sexado). La
motilidad es un buen indicador del metabolismo celular y de la funcionalidad de la
membrana espermatica. Sin embargo, la relacién con la fertilidad no es estrecha
(Woerlders et al., 1991). También se han desarrollado los sistemas de analisis
computarizado (CASA) que han permitido estudiar los parametros del movimiento
espermético (velocidad, movimiento lateral, etc.) (Holt et al.,1997), sin embargo, la
relacion entre la motilidad y la fertilidad esta sumida en una continua controversia
(Pursel et al.,1984; Strezezek et al., 1984; Martinez et al.,1986; Berger et al., 1988;
Galli et al., 1988; Berger et al., 1989) y no se pueden basar en esta para predecir la
funcionalidad de la célula espermatica con mayor precision y confiabilidad. Por tal
motivo se siguen desarrollando técnicas o pruebas in vitro que nos permitan predecir
con mayor exactitud el estado fisiologico de la célula fecundante después de haber
sido sometidas a cualquier proceso de separacién, y con ello tener un estimado de que
tan eficiente y amigable es la técnica empleada con el EZP.



2. REVISION DE LITERATURA.

2.1 Espermatozoide.

El EZP es una célula haploide sexual o gameto del macho producidos en los tubulos
seminiferos de los testiculos, su principal funcion es combinar su ADN con él ovulo.
Es una de las células mas investigadas y su funcion es la formacién de un cigoto
totipotente al fusionar su nucleo con el del gameto femenino (ovulo), fenémeno que
dard lugar a un embrién y posteriormente al feto (Gibbons et al., 2004). En la
fecundacion, los EZP’s dan el sexo a la nueva célula, pues pueden llevar cromosomas
“X” e “Y”, mientras que el ovulo lleva solo el cromosoma X. Fueron identificados por
primera vez en 1967 por Anton van Leeuwenhoek, el inventor de los primeros

microscopios potentes (Aisen et al., 2004).

2.1 Partes del espermatozoide.

Se identifican tres partes principales que constituyen al EZP (Figura 1) (Sutovsky et
al., 2006).

Acrosoma
Mitocondrias. Ntcleo

Porcion J.
media Cabeza

Figura 1. Partes que componen un espermatozoide. Se observan las tres partes principales de

un EZP: Cola, porcion media y cabeza.



Cabeza: consta de un nucleo y en su parte superior o punta existe una zona mas
gruesa llamada acrosoma, encargada de perforar la membrana del ovulo para lograr
la fertilizacién. La cabeza del EZP contiene ADN que, al combinarse con el gen del
gameto de la hembra creara el huevo o cigoto.

Porcion media: cuerpo alargado con gran cantidad de energia para lograr el

movimiento.

Cola: también llamada flagelo, es apéndice en forma de latigo que permite el
desplazamiento de estas células en el liquido seminal, a fin de alcanzar el Utero y la
trompa de Falopio en el aparato reproductor de la hembra y fertilizar el ovulo. La cola

se divide en pieza principal (otorga la movilidad) y pieza terminal.

2.2 Vida de los espermatozoides.

Después gue el macho alcanza la pubertad, los EZP’s se forman continuamente a
partir de células madre localizadas en los tubulos seminiferos de los testiculos, donde
permanecen 10 semanas hasta madurar, de no ser expulsados, se descomponen y

son reabsorbidos por el cuerpo (Sutovski et al., 2007).

Para que los EZP’s puedan sobrevivir fuera del macho, necesitan condiciones

especificas: Temperatura entre los 37 y 37.5°C y una acidez o pH de 7 a 7.5.

En eyaculaciones fuera de la vagina, la vida de los EZP’s es limitada, en contacto con
el aire mueren casi al instante. La vida media dentro del Utero de la hembra es de 2 a
16 horas. Tras alcanzar las trompas de Falopio los EZP’s pueden vivir 2 dias en espera
de la ovulacién, debido a que la acidez en esta zona es propicia para ellos (Aisen et
al., 2004).



2.3 Capacitacion.

Aunqgue el mecanismo no se conoce completamente, las investigaciones desarrolladas
hasta el momento sugieren que los EZP’s maduran y adquieren capacidad de
activacion durante el pasaje a través del conducto espermatico cuyo fluido (plasma
seminal) es de pH basico y rico en bicarbonato (HCO3s) (Bywater et al., 1970).
Permanecen inmoviles hasta ser liberados al medio acuoso donde diferentes factores
interactian para desencadenar una respuesta que produce la activacion de la

movilidad.

Cuando se une el EZP al ovocito, se induce otro proceso denominado reaccion
acrosomal (exocitosis), asi como la hiper movilidad, que es un movimiento especial del
flagelo, el cual facilita su desplazamiento, la penetracion de las cubiertas del ovocito y
finalmente la unién con este. El proceso de capacitacion puede también ser inducido
in vitro, para lo que una mejor comprension de este fendbmeno es mencionar que

estructuralmente el EZP se divide en:

a) Cabeza: Es el nucleo, con ADN super enrollado, gracias a las proteinas
denominadas protaminas que sustituyen a las histonas en otros tipos celulares, con
una envoltura nuclear de la cual se han removido durante la espermiogenesis los
complejos de poro nuclear, con excepcion de algunas especies que las presentan. El
citoesqueleto participa en el soporte de la membrana plasmatica y de la membrana
acrosomal y algunos de sus elementos son termosensibles. El principal elemento del
citoesqueleto de la cabeza del EZP es la teca peri nuclear, que es una capsula rigida
que cubre el nacleo del EZP de mamiferos y tiene como funcién la unién de las
membranas espermaticas y la preservacion de su integridad. La capa postacrosomal
se considera que participa en la activacion del ovocito durante la fertilizacién y es el

sitio para la actina en los EZP’s de algunos mamiferos (Arenas et al., 2010).



b) Flagelo: Es la parte encargada del movimiento, se divide en cuatro regiones: la
pieza de conexion que une a la cabeza con el flagelo, la pieza media que es también
llamada cuello y donde se encuentran las mitocondrias en un arreglo helicoidal, la
pieza principal que abarca la mayor parte del flagelo utilizado en la propulsion, y la
vaina fibrosa o parte terminal de la cola. Cada region tiene funciones especificas en el

movimiento, reconocimiento del ovocito y la fecundacion (Arenas et al., 2010).

2.4 Fisiologia reproductiva del ovino macho.

La funcién testicular de los machos en cualquier especie puede definirse como la
capacidad para producir gametos en cantidad y calidad adecuada para llevar a cabo
la fertilizacion. Para esto, es necesario que el individuo produzca la hormona liberadora
de las gonadotropinas (GnRH) es una hormona sintetizada en el hipotalamo y que
actua dentro de la fisiologia del macho elevando la FSH y LH a nivel hipofisiario, las
cuales tienen efecto directo sobre la espermatogénesis y la secrecion de testosterona
(Hafez et al., 2000)

LH es la hormona encargada de estimular la produccion de testosterona por las células
de Leydig en el estroma testicular (Sutovsky et al., 2006). Asimismo, en ovinos produce
un incremento en la concentracion de testosterona sérica y un incremento de la

actividad sexual (Andaur et al., 2004).

Los carneros alcanzan la madurez sexual en la pubertad, esta se define como la edad
en la cual los 6rganos reproductores del carnero se vuelven funcionales. Ocurre entre
los 5y 7 meses de edad y cuando el animal tiene entre el 50-60% de su peso maduro.
La produccion de esperma en carneros toma alrededor de 49 dias (7 semanas). El
tamafio testicular es un indicador de la habilidad del carnero de producir EZP’s.
Ademas, el palpar el epididimo ayuda a determinar las reservas de esperma (Sheep
Production Handbook, 2002). Su capacidad para producir semen y realizar la monta

se mantiene durante todo el afio.



La calidad del semen es superior en otofio y el invierno y bajo en primaveray el verano,
el volumen del eyaculado y la concentracion espermatica también disminuyen (Hafez
et al., 1952). La actividad sexual en los carneros cambia con la estacionalidad,
influenciada por el cambio en los periodos de luz, la edad y jerarquia social
(Schanbacher et al., 1976; Donell et al., 2006).

2.5 Coleccién de semen.

El uso de la vagina artificial se ha convertido en uno de los mejores métodos para la
coleccidn de semen en ovinos por su rapidez y limpieza, por no ser estresante para el
animal y proporcionar un semen de alta calidad. Este dispositivo es una imitacion de
la vagina de la oveja y que proporciona los estimulos térmicos (temperatura) y
mecanicos (presion) adecuados para la ereccidon del pene y la eyaculacién (Donell et
al., 2006).

La vagina artificial consta, normalmente, de un cilindro que puede ser de goma y es
rigido de 12 a 15 cm de largo y alrededor de 5 cm de diametro en el cual se hace un
orificio provisto de un tapon de rosca. Por el centro del dispositivo se introducira el
agua caliente a 40-42 °C y aire para simular las condiciones de temperatura y presion
adecuadas. Entre el tubo de la vagina y el agua caliente, debe existir un tubo de latex
gue sirve como funda para la vagina (Bearden et al., 1982). Se utiliza una hembra para
estimular la monta. Cuando el pene entra en contacto con la superficie caliente de la
vagina artificial, el semental da el caracteristico golpe de pecho y eyacula dentro del
tubo colector (Evans et al., 1990). Existen otras técnicas de coleccion de semen como
la de electro eyaculacién, que consiste en introducir un electrodo bipolar, a una longitud
no mayor de 10 cm, en el recto del macho. Se aplican estimulos eléctricos en serie y
a intervalos de tiempo definidos consiguiendo la ereccion del pene y la posterior
eyaculacion, sin embargo, se obtienen eyaculados de menor calidad y este método
afecta la estabilidad de los EZP's (Hafez et al., 2002).



2.6 Evaluacion de las caracteristicas de una muestra seminal.

La evaluacion espermatica nos permite estimar la fertilidad de cualquier semental y
consiste en evaluar los parametros espermaticos que son indicadores de la calidad del
semen (Sorensen et al., 1991). Estos parametros pueden ser de caracter
macroscopico (color, aspecto, volumen, pH) ya que pueden ser evaluados a simple
vista de la muestra seminal y microscopicos (motilidad, concentracion espermatica,

vitalidad) que deben ser evaluados utilizando un microscopio (Aisen et al., 2004).

2.6.1 Color.

La cantidad de EZP’s presentes en el eyaculado hace que la muestra tome una
coloracion blanquecina amarillenta cuando la muestra es de buena calidad. Cuando

es de baja calidad, es similar a la leche acuosa (Hafez et al., 2002).

Un color rojizo indica la presencia de sangre, asi como los colores grises 0 marrones
indican contaminacién o infeccién, debiéndose en estos casos, desechar el eyaculado

y proceder a la revision del carnero (Gibbons et al., 2004).

2.6.2 Aspecto.

El aspecto del semen depende de la relacion de 2 constituyentes: la concentracion de
EZP’s y la calidad del plasma seminal. Las muestras de alta consistencia contienen
mas EZP’s que las muestras mas acuosas. El semen debe tener un aspecto cremoso

lechoso y uniforme (Evans et al., 1990).



2.6.3 Volumen.

Cuando la recoleccién se realiza con vagina artificial, se obtienen eyaculados de
aproximadamente 1 mL. El volumen varia segun la edad, tamafio, condicién corporal
del animal, frecuencia de coleccion y destreza del operador (Gibbons et al., 2004). Los
voliumenes de eyaculados pueden admitirse como normales cuando sus rangos van
de 0.5 a 2.0 mL con una media de 0.8 mL (Palma et al., 2001).

2.6.4 pH.

En ovinos, el pH tiende a la acidosis, fenbmeno importante ya que en él radica su
capacidad fecundante. La reaccion alcalina es caracteristicas de una escasa fertilidad
y muchas veces va acompafiada de una disminucion en la concentracion espermatica
y motilidad (Evans et al., 1990).

2.6.5 Motilidad Individual.

En algunas especies, parece estar correlacionada con la capacidad fertilizante del
EZP. Si existe menos del 40% de EZP’s con movimiento lineal progresivo, es menos
probable que haya fertilidad. Debido a la influencia que tienen las variaciones de
temperatura sobre la motilidad espermatica, las muestras deben ser evaluadas tan

pronto sea posible.

Se consideran EZP’s moviles aquellos que aparecen activos y con movimiento
progresivo. La motilidad individual es el porcentaje de EZP s mdviles con respecto al

total de EZP’s visualizados (Sorensen et al., 1991).



2.6.6 Concentracion espermatica.

La concentracion espermatica esta definida como el nimero de EZP’s por unidad de
volumen, expresada normalmente en millones por mL de eyaculado. Los diferentes
meétodos utilizados para su calculo varian en funcion de la rapidez y exactitud (Evans
et al., 1990).

Son varios los métodos que permiten determinar la concentracion espermética. Entre
ellos, se encuentra la caAmara de Neubauer y el método del fotocolorimetro. Ambos
métodos son precisos Y, si bien el fotocolorimetro permite un recuento mas rapido, su

costo es mas elevado que la cdmara de Neubauer (Gibbons et al., 2004).

2.6.7 Vitalidad.

La membrana celular de los EZP’s representa una barrera al paso de tinciones al
medio intracelular. Los EZP’s vivos no dejan pasar ningun tipo de colorante a su medio
intracelular, mientras que los muertos, los absorben. Este fendmeno biofisico permitio
el desarrollo de técnicas orientadas a la diferenciacion de EZP’s vivos de muertos
(Fernandez et al., 1998).

Actualmente, existe toda una serie de técnicas destinadas a identificar EZP’s vivos y
muertos. Si el EZP esta vivo, la membrana celular actia como barrera impermeable
impidiendo el paso del colorante a través de ella, permaneciendo la célula sin tefirse
(Brantmeier et al., 1987).



2.7 Capacitacion espermatica.

En condiciones fisioldgicas, los EZP’s eyaculados de mamiferos no reunen las
condiciones adecuadas para fecundar el ovocito, debiendo experimentar una serie de
cambios estructurales y fisiolégicos antes de adquirir dicha capacidad. Este proceso
ocurre in vivo en el tracto genital de la hembra y se conoce con el nombre de
capacitacion espermética (CE). Los cambios mas importantes se dan a nivel de la
membrana celular facilitando la penetracion de las cubiertas del ovocito, a esto Gltimo
se le denomina reaccion acrosomica (Figura 2). Ademas, el EZP adquiere hipercinesis
gue es el batido vigoroso del flagelo y una mayor amplitud del desplazamiento lateral
de la cabeza, caracteristicas que definen lo que se conoce como hiperactivacion
(Parks et al., 1990).

Es posible realizar la CE in vitro utilizando medios que simulen las condiciones del

tracto reproductor de la hembra (Lane et al., 1999).
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Figura 2. Proceso in vivo de capacitacion esperméatica. Imagen tomada de Arenas et al., 2010. Bases fisioldgicas
de la capacitacion y de la reaccion acrosomal del EZP. Proceso de CE comienza, desde el eyaculado y continua

durante el recorrido por el Gtero, finalizando cuando el EZP esta en contacto con en el ovocito.



2.7.1 Capacitacion espermatica in vivo.

Los tubos seminiferos dentro de los testiculos son los encargados de la produccion de
los EZP’s, los cuales pasan hacia los conductos eferentes que desembocan en la
cabeza del epididimo. La cabeza y el cuerpo del epididimo se encargan de iniciar la
maduracion, se adquiere la motilidad de los EZP’s y en la cola se almacenan. Los
EZP’s pasan de la cola del epididimo al conducto deferente, el cual actia como pasaje
de los mismos durante la eyaculacion. Posteriormente, los EZP’s siguen su recorrido
por el ampula del conducto deferente, por la uretra y posteriormente pasan por las
glandulas bulbouretrales, las glandulas seminales y la prostata. Las glandulas
seminales aportan plasma enriquecido con proteinas y carbohidratos y la prostata
secreta un liquido viscoso que limpia y lubrica la uretra, a la vez que aumenta
ligeramente el volumen del semen. Finalmente, los EZP’s llegan al pene, siendo

expulsados durante la eyaculacion por la uretra peneana (Hafez et al., 2002).

En mamiferos, el semen fresco recién eyaculado es incapaz de fecundar al ovocito,
adquiriendo esta competencia durante su recorrido dentro del aparato genital
femenino; a este proceso se le denomina capacitacion espermatica (Parks et al.,1990).
La CE permite al EZP llegar a la ZP del ovocito donde este induce la reaccion
acrosomica y el EZP’s, puede asi, fecundar al ovocito (Cormier et al., 2003).

En el tracto reproductor femenino se encuentran lipoproteinas de alta densidad (HDL)
localizadas en los foliculos y en el fluido del oviducto (Brantmeier et al., 1987
Ehrenwald et al., 1990). Son estas lipoproteinas las que inducen la CE (Azzarini et al.,
1988). Ellas facilitan la salida de colesterol del EZP lo cual ocurre durante las primeras

etapas de la capacitacion (Thérien et al., 1997).



2.7.2 Capacitacion espermatica in vitro.

Debido a la gran dificultad que presenta el estudio de la capacitacién espermatica de
manera fisioldgica en el tracto reproductor de la hembra, se ha conseguido inducir este
proceso en el laboratorio a través del uso de medios de cultivo que simulan las
condiciones del tracto reproductor femenino. A esto se le denomina capacitacion in
vitro. Yanagimachi y Chang (1963) fueron los primeros en reportar que el EZP maduro
puede ser capacitado in vitro, el éxito de la FIV depende de una adecuada capacitacion
del EZP (Gadella et al., 2001). Se han propuesto algunos sistemas para capacitar in
vitro EZP’s de carnero y de otras especies domeésticas que utilizan diversas
sustancias, siendo una de las mas utilizadas la heparina (Merkies et al., 2000). Lo que
se busca con estas sustancias es similitud con los inductores naturales de la

capacitacion presentes en el tracto genital de la hembra (Palma et al., 2001).

2.8 Técnicas de seleccion espermatica.

La seleccion espermatica es un mecanismo natural en todas las especies y esta
asociada al transporte de los EZP’s en las vias del aparato reproductivo de la hembra.
Constituye un proceso dindmico que busca mejorar la calidad del EZP a fecundar al
ovocito por medio de mecanismos fisicos y quimicos de seleccion, realizados en forma

paulatina en los diferentes 6rganos reproductivos de la hembra (Bjorndahl et al., 2005).

Con el fin de descartar los EZP’s muertos, elegir los EZP’s con mayor motilidad y
separarlos del liquido seminal y del diluyente; se llevan a cabo técnicas de seleccion
espermatica que permiten la recuperacion y seleccion de EZP’s. Para ello, diferentes
meétodos de seleccion espermatica han sido descritos en las diferentes especies,
siendo los mas utilizados: los lavados repetidos (Fukuda et al., 1990), swim-up
(Parrishy et al., 1987), el uso de gradientes (Bioelanski et al., 1992) y la filtraciéon a
través de fibra de vidrio (Stabbings et al., 1991).



La técnica de seleccion espermatica por gradientes de densidad selecciona células en
base al principio de sedimentacion. Con esta técnica, los EZP’s presentan menos
contaminacion de plasma seminal respecto a los tratados con swim up (Shelden et al.,
1988; Bjorndahl et al., 2005). Ademas, aumenta la concentracion de EZP’s mdviles,
los cuales estan asociados al aumento a la tasa de fecundacion tanto en inseminacion
intrauterina como en fecundacién in vitro (Zwalmen et al., 1991). La utilizacion de
gradientes de densidad rinde buenas concentraciones de EZP’s mdviles. Ademas, con
esta técnica, se ven EZP’s de buena morfologia, buen empaquetamiento de ADN,

acrosoma intacto y con buena capacidad fecundante (Prakash et al., 1998).

2.9 Diferencias en el contenido de ADN.

Los métodos empleados para separar EZP’s en mamiferos se basan en la evidencia
gue aquellos EZP’s portadores del cromosoma X tienen un mayor peso que los EZP’s
portadores del cromosoma Y, debido a una mayor cantidad de cromatina. El ADN
(ADN super enrollado, gracias a las proteinas denominadas protaminas) del
cromosoma X en relacion con el cromosoma Y varia significativamente entre las

especies, como se muestra en la tabla 1 (Garner et al., 2006)

Tabla 1. Diferencia del contenido de ADN.

Especie Humana Caprina Porcina Equina Bovina Ovina

Diferencia de ADN X-Y (%). 2.8 3.5 3.6 3.7 3.8 4.2

La especie ovina cuenta con mayor contenido de ADN entre ambos cromosomas, lo cual favorece la
separacion de EZP’s en gradientes de densidad y en cualquier otra técnica de separacion que se desee
emplear.



2.10 Seleccion del sexo de los espermatozoides.

Para que se pueda llevar a cabo la separacion de EZP’s portadores del cromosoma
“X” e “Y”, es necesario tomar en consideracion los siguientes puntos (Palma et al.,
2001): Sensibilidad al pH, carga eléctrica de la superficie de la membrana, velocidad
de migracion, contenido de ADN vy diferencias de densidad (Gerfen et al.,1994).
Cualquier técnica de sexado debe cumplir con 3 puntos fundamentales: tener una
desviacion evidente en la tasa de produccién de EZP’s X/Y, la técnica no debe
interferir en la capacidad fecundante in vivo o in vitro de los EZP’s separados y se
deben obtener embriones vivos capaces de seguir con su desarrollo y de esta forma

garantizar y confirmar la eficiencia de la técnica empleada (Albers et al., 1985).

2.10.1 Sensibilidad al pH.

El pH extracelular es uno de los factores capaces de poder controlar los parametros
de movilidad, sin embargo, sus valores Optimos son necesarios, pero no suficientes
para las condiciones de activacion espermatica (Marian et al., 1997). Alteraciones del
pH interno interfieren con la movilidad en diferentes especies (Cosson et al., 2000).
Por lo tanto, la modificacion del pH intracelular por accién del Ca?* y otros
componentes son necesarios para el proceso de activaciéon. La movilidad espermética
disminuye hasta 0% cuando el pH interno se aproxima a valores de 5.4 y/o 5.0
respectivamente (Ingermnan et al., 2002). Algunos estudios han reportado que el pH
extracelular por debajo de 5.5 inhibe completamente la movilidad espermatica. La
movilidad flagelar depende también del pH intracelular en un rango de 6.5-8.5, por
encima o debajo de este rango se reduce significativamente (Ohta et al., 2001).



Unterberger et al. (1932) mejoré un método que le permitid deducir que los fluidos
seminales muy alcalinos favorecen la sobrevivencia de los EZP’s portadores del
cromosoma Y, pero si se tiene un medio vaginal muy acido este va a favorecer a la

sobrevivencia de EZP’s portadores del cromosoma X.

Este mismo método fue utilizado en conejos por Wakim et al. (1972), en donde
demostré que la proporcion de sexos se puede modificar a través de la variaciéon del
pH de la vagina justo en el momento en que ocurra el apareamiento, observando que
cuando el pH se encuentra entre 6.5-7.5 prevalece el sexo femenino, y con un pH de

7.5-8.3 se podrian esperar animales de sexo masculino.

2.10.2 Carga eléctrica de la superficie de la membrana.

El potencial membranal activa las sefiales de transduccion y diferenciacion en muchas
células, mediando respuestas fisiolégicas y metabdlicas en las células involucradas
(Emri et al.,, 1998). La superficie de la membrana plasméatica juega un papel
fundamental en la respuesta del EZP’s al entorno, otorgandole la capacidad dinamica
para regular diferentes actividades celulares y rutas de sefializacién que conduciran a
la activacion de la movilidad espermética (Marian et al., 1993).

Al sufrir el choque hiposmaético (generar una sefial inicial para los eventos que
conducen a la activacién de la movilidad flagelar de las células espermaticas) se
hiperpolariza la membrana espermética generando una reaccion que se traduce en
activacion de la movilidad de los EZP’s, la cual estara mediada por las diferencias de
densidad que existe entre EZP’s “X” e “Y” (Carlos et al., 2005).

Por medio de electroforesis se ha logrado demostrar que los EZP’s poseen carga
eléctrica negativa, en los primeros experimentos en conejos los EZP’s fueron
separados por medio de electroforesis (técnica para la separacion de moléculas segun
la movilidad de estas en un campo eléctrico), se obtuvo un 62% de hembras y 25% de
machos de los animales nacidos a partir de la inseminacion artificial (Gordon et al.,
1957).



2.10.3 Diferencias de la velocidad de migracion (Swim-up).

Debido a la diferencia de peso determinada por la cantidad de ADN en EZP’s “X” e
“Y”, es posible separarlos por su diferencia de velocidad de migracion, es decir, los
EZP’s con cromosoma “Y” son mas rapidos que los “X”. Asi mismo, se sabe que
aquellos EZP’s portadores del cromosoma “Y” después de ser depositados durante el
acto sexual en el Gtero de la hembra seran los primeros en llegar al sitio (curvatura de
la trompa de Falopio) donde se llevara a cabo la fecundacion del ovocito, por lo tanto,
se espera el mismo comportamiento de manera in vitro al incubar los EZP’s en medio

de cultivo.

La técnica de Swim-up la cual fue desarrollada por Parrish et al. (1984), se basa en la
capacidad migratoria de los EZP’s. Estos son incubados en el fondo de un tubo con
medio de cultivo a 39°C por un periodo determinado, en el cual los EZP’s con motilidad
progresiva rectilinea ascienden a través de la columna de medio. En bovinos Wolf et

al. (2008) reportaron una proporcion de 58.45% en machos y 41.55% en hembras.

Dentro de las ventajas de realizar esta técnica destacan: es facil de realizar, barata y
por lo general se recupera una fraccion “limpia” con EZP’s de alta motilidad. Sin
embargo, también tiene sus limitantes, somo son: restringida Unicamente para aquellos
eyaculados con alta motilidad y concentracion espermatica, bajo recupero de EZP’s
sexados y los EZP’s pueden ser dafiados por la reaccidon oxidativa, asi como también,

decrece significativamente el porcentaje normal de cromatina condensada



2.10.4 Diferencias en el contenido de ADN (citometria).

La predeterminacion del sexo en la descendencia, utilizando EZP’s separados con
base a su contenido en ADN, es posible en mamiferos incluido el hombre, gracias a la
técnica de citometria de flujo (Johnson et al.,, 2000). Esta técnica se basa en la
diferencia de fluorescencia que emiten los EZP’s tras la tincion de su ADN, debido a
la variacion en la cantidad de ADN que existe entre el cromosoma “X” e “Y” (Johnson
et al., 2000). Los EZP’s son marcados con un colorante vital fluorescente (Hoechst
33342), este colorante marca especificamente el ADN vy la fluorescencia emitida por
cada cromosoma es proporcional a su tamafo. Los que poseen el cromosoma “X”
emiten una sefial mayor que aquellos que poseen un “Y”. Los EZP’s de las diferentes
especies de interés econdmico en los sistemas de produccion han sido separados
mediante citometria de flujo en poblaciones X e Y, con purezas alrededor de un 90-
95% (Riera et al., 2005).

2.10.5 Diferencias de densidad.

Haciendo uso del conocimiento de las diferencias de densidades entre EZP’s “X” e
“Y”, se exponen estos en gradientes de densidad utilizando Ficoll sodio metrizoato o
Percoll y se centrifugan, esperando que el sedimento o la pastilla formada sea rica en
concentracion de EZP’s portadores del cromosoma “X” debido a su mayor densidad y

que aquellos portadores del cromosoma “Y” queden en el sobrenadante.

Kaneko et al. (1984) observaron en la especie humana que cuando los EZP’s fueron
colocados en una solucion con 76.7% de Percoll y ultracentrifugados a 30000
revoluciones durante 20 minutos, la velocidad de sedimentacion del EZP “X” fue mayor
que la del EZP Y. En bovinos, Schwiderski et al., (1991) utilizaron una metodologia
semejante a la reportada por Lizuka et al. (1987), y obtuvieron un 74.8% en la
separacion de los EZP’s bovinos portadores del cromosoma X. Wolf et al. (2008)
reportaron una proporcion de 51.35% en hembras y 48.65% en machos utilizando un
gradiente de 90 y 45% de Percoll.



Dentro de las ventajas de usar diferencias de densidad para sexar destacan que
generalmente se recupera una fraccion limpia de EZP’s con gran motilidad, EZP’s de
eyaculados de baja concentracion pueden ser utilizados para FIV y se obtienen altos
porcentajes de recupero, sin embargo, sus limitantes son: la produccion de interfaces
de buena relacion entre los diferentes medios lleva mayor tiempo y el Percoll no puede

ser utilizado para FIV.

2.10.6 Diferencias de densidad con albumina sérica humana (HSA).

Otra técnica de interés derivada a partir de gradientes de densidad fue introducida en
1973 por Ericsson, quien reportd que se enriquece EZP’s “Y” a través del pasaje por
gradientes discontinuos de HSA (Philippe et al., 2008). Se ha demostrado que la
presencia de HSA en los procesos de separacion de EZP’s “X” e “Y” mejora la tasa
de fecundacion en diversas especies eliminando colesterol y zinc de los EZP’s y con
ello aumentando sus niveles de movilidad realizando su recorrido hasta llegar al
ovocito, ademas de afectar el nivel de los fosfolipidos de la membrana, permitiéndoles
asi mayor oportunidad de interaccionar con la ZP y poder penetrar y descondensar su

material genético en el nucleo del ovocito (Schenk et al., 1999; Maxwell et al., 2004).

Aproximadamente el 85% de los EZP’s humanos que migran a través de diferentes
gradientes de concentracion de HSA tienen cromosoma “Y”. Hernandez et al. (2008)
obtuvieron 33 eyaculados de conejos Nueva Zelanda blancos para realizar la
separacion de EZP’s “Y” por medio de diferentes gradientes de densidad (10, 15 y
20%) de HSA. De un total de 30 partos después de la inseminacion artificial con EZP’s
obtenidos de la capa con 20% de HSA, nacieron 187 gazapos, el 72.72% machos y
27.27% hembras. Los resultados indicaron que mediante gradientes de densidad de
HSA fue posible realizar la seleccion de EZP’s “Y” en semen de conejo y
consecuentemente producir mas machos debido a que estos se pueden separar en
los gradientes por su menor contenido de croméatida, atravesando mas rapido que los

portadores del cromosoma “X”, hasta llegar al gradiente del 20%.
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3.0 Estimacion de la fertilidad in vivo mediante pruebas in vitro.

Las caracteristicas seminales varian ampliamente entre sementales ovinos como entre
eyaculados de un mismo semental, debido a que las condiciones externas que influyen
directamente sobre la calidad seminal no se pueden controlar (Clark et al.,1989). Un
namero importante de factores que influyen en la produccion espermética y provocan
variaciones en la calidad y en su capacidad fecundante pueden ser: la estacion del
afio en que se extraigan las muestras, debido a que el clima es un factor critico para
la estabilidad de los sementales (Grabner et al.,1986; Galli et al.,1991), el nivel de
nutricion, la cual debe encontrarse estable para que se produzcan eyaculados con
buena calidad (Colenbrader et al.,1990), la raza (Graham et al.,1986; Gerfen et al.,
1994), la edad de los sementales es un paramento que afecta directamente para
calidad, volumen y la cantidad de eyaculados que se puedan obtener de un mismo
semental (Larsson et al., 1986) y el estado sanitario en el cual se encuentren (pastoreo

o en corral) (Aguilar et al., 2005).

3.1 Andlisis de la interaccion ovocito-espermatozoide. Sistemas de fecundacion
in vitro.

Actualmente se propone el uso de pruebas in vitro que permitan conocer mas a fondo
el comportamiento y estado funcional de los EZP’s después de someterlos a diversos
procesos. Los métodos que incluyen el estudio de la interaccidon con ovocitos vivos
pueden proporcionar una informacion mas efectiva de la capacidad fecundante de los
EZP’s después de ser sometidos a diferentes procesos de separacion (Bavister et al.,
1990; Jiménez et al., 2004), permitiendo predecir con mayor seguridad la eficiencia de
cualquier prueba que se desea implementar bajo la evaluacién en condiciones in vitro.
Entre estas pruebas podemos diferenciar los ensayos que miden la union de los EZP’s
ala ZP, las pruebas basadas en la fecundacion in vitro (Pursel et al.,1984; Wolf et al.,
2008).
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3.2 Prueba de unién a zona pelucida.

El reconocimiento bioquimico, la unién entre las membranas espermaticas y los
receptores de la ZP son pasos necesarios que los EZP’s deben sufrir previamente a
la penetracion del ovocito (Yanagimachi et al., 1981), de manera que la evaluacion de
los procesos de union a ZP pueden explicar una fase muy importante del proceso de
fecundacion in vitro y con ello poder evaluar la capacidad fecundante de EZP’s al ser
sometidos a cualquier proceso de separacion. Para ello se exponen los ovocitos a
EZP’s previamente capacitados y se evalia mediante conteo el nimero de EZP’s
totales fijados o interaccionando sobre esta (valor absoluto) y de esta manera se
estima un aproximado del dafio que pudo o no causar la técnica de sexado empleado
(Jiménez et al., 2004).

3.3 Prueba de fecundacion in vitro homoespecificos.

La utilizacién de ovocitos-espermatozoide homoespecificos (de la misma especie) en
un sistema artificial permite analizar el proceso de fecundacion. Por ello, se ha
sugerido que seria un método mas adecuado para poder predecir la capacidad
fecundante de los EZP’s (Howard et al., 1991). En los denominados ensayos de
penetracion se pueden evaluar los procesos de unién y penetracion de la ZP, en la
que tiene una destacable importancia la hiperactivacion de la motilidad. Esta se
produce en el lugar de fecundacion y se caracteriza por un patron de movimiento
especifico del flagelo, que se traduce en un desplazamiento rapido del EZP’s (Wolf et
al., 2008).

Este fendbmeno esté relacionado con diversas funciones entre las que se han descrito
el facilitar el encuentro con el ovocito en la luz oviductal, favorecer el paso entre
sustancias viscosas, como las secreciones mucosas presentes en el oviducto y la
matriz del monticulo ovaricos de células, y favorecer la penetracion de la ZP (Stauss
et al., 1995).
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La posibilidad de utilizar ovocitos inmaduros permite reducir los costos y el tiempo
necesario para llevar a cabo los estudios de fecundacion in vitro. Mattioli et al. (1990)
demostraron por primera vez que los ovocitos inmaduros pueden ser penetrados,
aunque el EZP que ha penetrado en el ovocito inmaduro es incapaz de descondensar
por completo su material nuclear como consecuencia de la inmadurez del citoplasma
del ovocito. Esta posibilidad permite plantear la prueba de penetracion de ovocitos
inmaduros como una via para evaluar la capacidad fecundante de los EZP’s ovinos
(Martinez et al., 1993; Matas et al., 1996; Wolf et al., 2008).
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4. JUSTIFICACION.

La utilizacibn de semen sexado ha permitido a los ganaderos obtener mayores
proporciones de machos o hembras segun sean sus necesidades productivas,
incrementando la mejora genética mediante la seleccion de los parentales y
reduciendo la incidencia de enfermedades genéticas en el ganado, sin embargo,
debido a los altos costos y problemas que conllevan las pruebas in vivo se ha realizado
y se continua realizando un importante esfuerzo en el estudio de la célula espermética
con el objetivo principal de encontrar pruebas in vitro de facil realizacion y de costo
reducido que permita predecir la capacidad de fecundacion in vitro de EZP’s después
de ser sometidos a separacion, por lo cual, en el laboratorio de biotecnologia animal
de la Universidad Del Papaloapan ha surgido la necesidad de implementar pruebas in

vitro que permitan evaluar la capacidad fecundante sobre el semen ovino sexado.
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5. HIPOTESIS.

La separacion de EZP’s ovinos en columnas compuestas de gradientes de albumina
sérica humana no afecta la capacidad fecundante de los EZP’s sexados.
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6. OBJETIVOS.

6.1 General:

Evaluar la capacidad fecundante mediante pruebas in vitro de EZP’s ovinos frescos
sin sexar y sexados en columnas compuestas de gradientes de albUmina sérica

humana.

6.2 Particulares:

1. Evaluar la capacidad fecundante de EZP’s ovinos sin sexar bajo prueba in vitro
de interaccion ovocito-espermatozoide.

2. Evaluar la capacidad fecundante de EZP’s ovinos sin sexar bajo prueba de
penetracion in vitro homoespecifica.

3. Evaluar la capacidad fecundante de EZP’s ovinos sexados del gradiente de 20%

bajo prueba in vitro de interaccién ovocito-espermatozoide.

4. Evaluar la capacidad fecundante de EZP’s ovinos sexados del gradiente de 20%

bajo prueba de penetracion in vitro homoespecifica.
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7. MATERIALES Y METODOS.

7.1 Ubicacion.

El presente estudio se realiz6 en el laboratorio de Biotecnologia animal de la
Universidad del Papaloapan Campus Tuxtepec, ubicada en el circuito Central No. 200,

Col. Parque Industrial.

7.2 Manejo de semen.

El semen fue extraido de sementales ovinos fértiles del rancho la Oveja Negra ubicado
en San Bartolo, sobre carretera federal Loma Bonita-Tuxtepec Oax. La extraccion se
realizd6 mediante método de vagina artificial (Anexo, imagen 4 y 5). Se recolectaron
muestras en tubos de plastico graduados de 15 mL (Anexo, imagen 6) y se
transportaron en un termo a una temperatura de 20°C al laboratorio de Biotecnologia

animal para alentar metabolismo de los EZP’s e impedir que mueran mas rapidamente.

Las muestras fueron atemperadas y sometidas en el interior de un bafio maria a 37°C
durante 20 minutos para reavivar los EZP’s. Se realiz6 un analisis macroscépico
midiendo: volumen, viscosidad (se tomd muestra de semen con pipeta Pasteur y se
dej6 caer una gota, evaluando la longitud de esta en cm), aspecto (presencia o

ausencia de grumos) y color.

7.2.1 Andlisis microscopico.

7.2.2 Motilidad Pre y Post separacion:

La evaluacion seminal microscopica se realiz6 mediante el Sistema de Analisis
Computarizado con software ISAS, se tomaron 2 uL de la muestra pura y de gradientes
colocandolas en portaobjetos. Se analizaron en un microscopio oOptico (UB 200i

microscope series, UOP, Proser) con aumento de 10x a ph negativo.
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7.2.3 Concentracion Pre y Post separacion:

Se realizd dilucién de 995 uL de agua destilada y 5 puL de semen fresco y sexado
(1:200) colocando 10 pL de la dilucién en camara de Newbawer, posteriormente se
realizd conteo determinando la concentracion total del eyaculado con aumento de 10x
en ph positivo en microscopio Optico, con este analisis se determind la cantidad de
semen (UL) que se sometid a las columnas de gradientes de HSA administrando una
concentracion de 300 millones de EZP’s por columna.

7.2.4 Vitalidad Pre y Post separacion:

Se empleod la tincion de EZP’s con naranja de acridina. Los frotis realizados con
semen fresco y sexado diluido en solucion salina (100 pl solucién salina y 5 pl de
semen) y acridina se dejaron 48 horas en solucion de acido acético y metanol,
posteriormente se evalué con fluorescencia el porcentaje de vivos y muertos en
microscopio 6ptico (UB 200i microscope series, UOP, Proser) mediante CASA. Se

observan EZP’s vivos de color verde y muertos en color rojo.

7.3 Preparacion de columnas de HSA.

Las columnas fueron preparadas diluyendo albumina concentrada a 25 % en solucion
salina para obtener albumina al 10, 15y 20% en tubos graduados estériles de 15 mL,
cada columna estaba compuesta de 1 mL de los tres diferentes gradientes de
concentracion (10, 15 y 20%) y se sometieron a separaciobn una cantidad de
aproximadamente 300 millones de EZP’s por columna, se sellaron las columnas con
papel aluminio y se incubaron durantel h a 37 - 37.5°C (Hernandez et al., 2008)

(Anexo, imagen 7).
Transcurrido este tiempo, se realiz6 la separacion de cada gradiente con un intervalo

de 10 minuto cada uno, se evalué nuevamente analisis microscopico a cada gradiente

(concentracion, motilidad y vitalidad).
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7.4 Obtencién de los ovocitos.

Los ovarios fueron recolectados en rastro y trasladados al laboratorio de biotecnologia
animal en solucion salina (PBS, Gold Biotechnology USA) atemperada (30-35°C)
adicionada con gentamicina (50 pg/mL) y estreptomicina (100 pg/mL). Los foliculos de
3 a 6 mm de didmetro fueron aspirados con una jeringa de 5 cc y aguja calibre 18g x
Y% (Karami et al., 2011).

El liquido folicular fue depositado en tubos eppendorf de 1 mL y se incubaron por 15
min para sedimentacién de los ovocitos (Roberto et al., 2008). Posteriormente con
micropipeta se recupero el precipitado y se colocd en una caja de Petri con solucién
PBS atemperada para la identificacion y seleccion de los ovocitos en metafase | (anexo,
imagen 7) con la ayuda de un estereoscopio (Nikon SMZ800N Zoom stereomicrope) y
pipeta Pasteur alargada, se realiz6 bajo condiciones estériles en campana de flujo

laminar.

7.5 Cultivo in vitro de ovocitos.

Los ovocitos recuperados en metafase | fueron depositados en cajas Petri con 2 mL
de medio de cultivo TCM-199, suplementado con gentamicina (50 pg/mL),
estreptomicina (100 pg/mL), 10% (v/v) de suero fetal inactivado (56°C/1lhora),
gonadotropinas: (5ug LH/mL, 2.5ug FSH/mL) y estradiol (1pg/pL) (Karami et al., 2011).
Posteriormente se incubaron en Miri® (ESCO Medical, Miri® Bentoch Multi-room
Incubator) durante 20-22 horas a 39°C y 5% de COg, transcurrido este tiempo se
transfirieron a medio TCM-199 limpio para proseguir con la evaluacion de las pruebas

de capacidad de fecundacion.
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7.6 Fertilizacion in vitro de ovocitos con semen fresco y sexado.

Un total de 100 ovocitos se sometieron a FIV con la suspensién de EZP’s obtenidos
de la fraccion del 20% (1uL), se incubaron en cajas petris con 2 mL de medio TCM-
199 adicionado con 10% de suero fetal bovino inactivado, gentamicina (50 pg/mL) y
estreptomicina (100 pg/mL), e incubados juntos a 37°C bajo humedad controlada y
atmosfera condicionada (5% CO:2 en aire) (Roberto et al.,, 2008). Se realizé el
monitoreo del experimento 1 hora después para poder realizar los test de valoracion

de capacidad fecundante.

De igual manera un total de 100 ovocitos se sometieron a fertilizacion con semen
fresco (capacitado previamente en medio TCM-199 durante 1 h a 37°C) bajo las
mismas condiciones de incubacién para poder evaluar los tests de capacidad
fecundante con EZP’s sin sexar.

7.7 Prueba de unidén a zona pellcida.

Se le realizo el test de unidon a la ZP con EZP’s sin sexar y sexados del gradiente del
20%. Después de 1 hora de incubacién de ovocitos con EZP’s, se prosiguié a observar
en microscopio optico invertido para realizar conteo y determinar la cantidad de EZP’s
que estaban interaccionando o en contacto con la ZP de los ovocitos y de esta forma
se realizo se hizo el conteo global.
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7.8 Prueba de fecundacion in vitro homoespecifico.

Se realiz0 la incubacion de ovocitos y EZP’s sometidos a pruebas in vitro por 12 hrs.
Fueron tomados los ovocitos expuestos a FIV con ayuda de pipeta Pasteur, y se
colocaron en portaobjetos, se les adiciono una cantidad de 3-4 uL de naranja de
acridina sobre la muestra (6 pL) y se realizé barrido dejandose secar las tinciones por
12 horas. Transcurrido este tiempo se observd en microscopio 6ptico a objetivo de
100x cuantos ovocitos habian sido penetrados, tanto con semen sexado del 20% y
semen fresco sin sexar, basandonos en el fundamento de observar el nucleo del EZP

condesando o en proceso de descondensacion dentro del citoplasma del ovocito.

8.0. Andlisis estadistico.

Para valoracion espermatica en los diferentes gradientes de densidad de HSA (10,15
y 20%) se realiz6 analisis mediante ANOVA seguido de la prueba de Tukey (evaluando
medias repetidas entre diferentes tratamientos) con grado de significancia de 0.05, y
para capacidad fecundante se usé la prueba de chi cuadrada con grado de
significancia de 0.05.. Usando para ambos analisis el programa IBM SPSS Statistics

para Windows version 23.
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9.0 RESULTADOS Y DISCUSION.

9.1 Resultados para semen fresco sin sexar.

Los resultados obtenidos de analisis macroscopico a semen fresco previo a separacion
en gradientes de HSA se observan en la tabla 2, la evaluacion realizada a la muestra
presentd caracteristicas favorables y normales de acuerdo a las establecidas en
cuanto a calidad seminal segun Ordoiiez et al. (2005), estas fueron un indicativo

directo para poder proseguir con el sexado y las pruebas in vitro establecidas.

Tabla 2. Parametros macroscopicos.

Parametros macroscépicos Observacion

Color Blanco crema

Volumen 0.5 mL.

Licuefaccion Muestra normal, homogénea, sin grumos ni coagulos.
Viscosidad <2cm

Se observo buena calidad seminal a pesar del poco volumen obtenido de muestra, todos los parametros

macroscopicos evaluados presentaron caracteristicas normales.

A pesar de obtener poco volumen en los eyaculados de sementales ovinos fértiles, las
condiciones bajo las cuales se encontraban fueron muy favorables, tales como: una
buena alimentacion, estado sanitario optimo y la edad, estas se vieron reflejadas sobre
la calidad del semen extraido. El volumen obtenido en este estudio resulto ser mucho
menor al reportado por otros autores como Gonzales et al. (1998) de 1.01 mL en
ovinos, pero muy parecido a lo reportado por Fernandez et al. (2009) y Guillermo et al.
(2011) que fue de 0.49y 0.7 mL respectivamente sobre la misma especie, todos usaron
el método manual de extraccion con vagina artificial, sin embargo, estas variaciones
de volumenes observadas en los diferentes estudios se deben al estado fisiolégico de

los sementales (edad y alimentacion principalmente entre los diferentes sementales).
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Por otra parte, concluido el primer analisis macroscépico, se realizd6 segunda
evaluacion, observando en la tabla 3 los promedios obtenidos de los datos sobre el
andlisis seminal en sistema computarizado (concentracion, motilidad, vitalidad) al
semen fresco antes de haberlo sometido a la separacion en columnas de HSA, se
obtuvieron valores altos, favorables y aceptables los cuales nos permitieron continuar

con la separacion en los gradientes de densidad.

Tabla 3. Parametros microscépicos de semen fresco sin sexar.

Parametros
Concentracion Motilidad Vitalidad
(x10%/mL) (%) (%)
SFSS 3187.56 + 1.10 96.20 + 1.08 98.10 +1.00

Estos valores fueron tomados como blanco para poder evaluar el comportamiento de los EZP’s
después de su separacion en HSA y de esta forma poder comparar si hay efecto o no durante el
sexado.

SFSS: Semen fresco sin sexar
DE: Desviacién estandar

La concentracion espermética obtenida fue de 3187.56x10%mL que, en comparacion
con Gonzales et al. (1998) quienes reportan una concentracion mayor sobre la misma
especie siendo esta de 4 x10%/mL siendo muy parecida a la reportada por Fernandez
et al. (2009) quienes obtuvieron 4197.26 x10%mL. Por otra parte, Guillermo et al.
(2011) reportan una concentracion de 3843 x108/mL muy parecida a la de este estudio.
Cabe mencionar que las diferencias de volimenes de eyaculados en estas
investigaciones sobre la especia ovina fueron de 0.5, 1.01, 049 y 0.7 mL
respectivamente. A pesar de las diferencias de concentracion en comparacion con
otras investigaciones, los eyaculados obtenidos en este estudio se mantienen en un

rango muy aceptable y normal para la especie ovina (Ordoéfiez et al., 2005).
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En cuanto a la motilidad, Gonzales et al. (1998) y Fernandez et al. (2009) reportan
valores de 72.85 y 72.83% para semen fresco, muy por debajo de la motilidad que
obtuvimos de 96.20% sobre la misma especie, de igual manera Guillermo et al. (2011)
reportan una motilidad promedio de 88.77%, la cual es méas parecida o cercana a la
motilidad de este estudio. Estas diferencias evaluadas se deben muy probablemente
a la temperatura ambiente alcanzada al momento de la extraccion en cada
investigacion, a factores externos durante la extraccion de las muestras seminales y el
tiempo en que se procesan, asi como la temperatura de transporte y al estado
fisiol6égico del macho: la edad, alimentacién y la estacion del afio, las cuales estan mas
apegadas a la determinacion de la calidad seminal, y por ende la obtencién de
eyaculados con buena concentracion espermética y altas motilidades. El porcentaje
de vitalidad es alto (98.10%), lo cual nos indica que los eyaculados y los EZP’s no se
vieron afectados durante el trasporte al laboratorio de Biotecnologia animal y que se
obtuvieron muestras con EZP’s en buen estado funcional, el método usado de

transporte resulto ser eficiente.

9.2 Resultados para semen sexado en los gradientes de densidad.

Después del sexado de EZP’s en HSA se realiz0 la evaluacion mediante el CASA a
cada uno de los gradientes de densidad, se muestran en la tabla 4 los promedios de
los resultados obtenidos durante analisis microscopico a semen fresco sin sexar
comparandolos con semen sexado en albumina obtenido de los tres diferentes
gradientes, y asi se pudo evaluar si existe algun efecto sobre los EZP’s durante la
separacion en los gradientes de HSA (10, 15y 20%). Se observa que existe diferencia
significativa entre semen fresco y semen sexado para los tres gradientes en los
pardmetros de motilidad y vitalidad (p<0.05), este comportamiento o diferencia se debe
a que la HSA aparte de ser un medio usado para la separacion de EZP’s, también
otorga a los EZP’s en buen estado funcional la habilidad de poder aumentar su
capacidad fecundante capacitandose durante su nado por el gradiente y prepararse
para el momento en que tengan que interaccionar con la ZP de los ovocitos y poder

penetrarla, todos aquellos no funcionales se quedan en el primer gradiente.
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Tabla 4. Pardmetros microscopicos evaluados para semen fresco y semen sexado (motilidad, vitalidad

y concentracion espermatica

MUESTRAS PARAMETROS EVALUADOS
Motilidad (%) Vitalidad (%) Concentracién (x10°/mL)
SFSS 96.20 + 1. 622 98.10 + 2.592 300.00 + 164.102
*SS10 HSA 72.20 + 2.09° 72.20 + 2.09° 106.3 +113.45°
*SS15 HSA 82.20 £ 2.07¢ 88.30 + 2.09¢ 83.77 £293.01°
*SS20 HSA 84.20 £ 2.99¢ 86.10 £ 3.09¢ 75.19 + 561.88¢

Se observa que en los tres gradientes de densidad sobre los pardmetros de motilidad y vitalidad existe
diferencia significativa comparandolo con semen fresco sin sexar, entre semen sexado del gradiente del 15y
20% no existe diferencia estadisticamente significativa para motilidad y vitalidad. Motilidades >50% vy vitalidad
>70% aun se consideran viable para técnicas de FIV de acuerdo a Luis et al. (2010).

a, b, c, d. Literales de la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05)
DE: Desviacion estandar.

*= Albumina Sérica Humana.

SFSS= Semen fresco sin sexar

*SS10: Semen sexado gradiente del 10%.

*SS15: Semen sexado gradiente del 15%.

*SS20: Semen sexado gradiente del 20%.

35



Se observan diferencia estadisticamente significativa entre gradientes del 10, 15 y
20%, debido a que en la concentracion de HSA del 10% se mantiene la proporciéon de
todos aquellos EZP’s con deficiencias que les impiden poder atravesar los gradientes,
tales como: inmadurez espermatica, no cuentan con movimiento oscilante de la cola

para desplazarse o existen EZP’s muertos.

Entre los gradientes del 15 y 20 % no existen diferencias significativas para los
parametros de motilidad y vitalidad, era algo de esperarse debido a que en estos
gradientes se esperan encontrar Unicamente a todos aquellos EZP’s vivos con la
habilidad de nadar a través de estos gradientes. Para el caso de las diferencias
determinadas en el parametro de concentracion, se observa un comportamiento no
uniforme, el cual es resultado propio y normal de la separacion a través de los
gradientes de HSA.

Se observan diferencias con semen sexado en el parametro de motilidad comparado
con Hernandez et al. (2008) en conejos quien obtuvo porcentajes de 60.15, 45.75 y
35.45% mientras que en este estudio se obtuvieron 72.20, 82.20 y 84.20 % para
gradientes de 10, 15 y 20 % respectivamente, con el empleo de semen humano se
observaron motilidades muy superiores reportadas por Ericsson et al. (1973) quienes
trabajando con concentraciones de 10 y 20% de HSA reportan una motilidad
progresiva de 75.00 y 95.00%, siendo las motilidades del gradiente de 10% muy
parecidas con el semen ovino de este estudio. Otra investigacion realizada por
Dmowski et al. (1979) utilizando solamente 2 capas de HSA con densidades de 10 y
20%, reportaron una motilidad progresiva 64.00 y 77.00%, mientras que Beerninkk et
al. (1993) utilizando tres diferentes gradientes de HSA (7.5, 12.5 y 20%) encontraron
un porcentaje de motilidad progresiva de 80-86% en HSA al 20% siendo esta muy
similar a la motilidad en semen ovino sexado. Cabe mencionar que en las evaluaciones
con semen humano este fue centrifugado antes de su evaluacion para limpiarlo de
restos de células de descamacién y plasma seminal, ocasionando que la capacidad
de los EZP’s para llegar a interactuar con la ZP se vea reflejada en el incremento de

su motilidad.
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Los resultados obtenidos en cada gradiente de concentracion espermatica sobre las
diferentes fracciones de la columna de HSA (10, 15 y 20%) fueron de 106.3, 83.77 y
75.19 x10° mill/mL respectivamente en semen de ovino, trabajando con una
concentracion inicial en promedio de 300.0x10° mill/mL sometidos a separacion.
Hernandez et al. (2008) obtuvo en las diferentes fracciones de la columna valores de
504.24, 376.06 y 211.81 x10° mill/mL con una concentracién espermatica inicial de
773.36 x10° mil/mL. No es posible realizar una comparacion como tal en las
diferencias de concentracion de cada gradiente de concentracion respecto al semen
fresco y semen sexado en otras investigaciones debido a que el factor “concentracion
de EZP’s con cromosoma X e Y”, no se puede saber o determinar en el eyaculado

antes de la separacion y sobre la separacion.

Trabajando con semen humano Dmowski et al. (1979) usando 2 capas de HSA con
densidades de 10 y 20%, reportaron una concentracion espermatica de 65.00 y 16.00
x108/ mill/mL respectivamente siendo la concentracion inicial de 395x10® mill/mL,
Beernink et al. (1993) determinaron en semen humano una concentracion espermatica
en la capa de HSA al 20% de solo 14x10° mill/mL, siendo la concentracion inicial de
separacion de 220x108 mill/mL. La concentracién de EZP’s es predominante en todas
las investigaciones reportadas para el gradiente de 10%, en donde muy probablemente
se encuentran todos aquellos EZP’s muertos y anormales con problemas de motilidad
qgue no tienen la capacidad de atravesar los gradientes de densidad debido
probablemente a problemas morfologicos impidiéndole moverse de forma correcta

para avanzar por los gradientes.

El tiempo que nos tardamos en realizar los andlisis macroscopicos, microscopicos y la
preparacion de las columnas con los 3 gradientes de HSA, también pueden ser
factores importantes que influyan directamente sobre la disminucion de la homeostasis

de los EZP’s y como consecuencia se observan estas diferencias en los resultados.
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9.3 Resultados para pruebas in vitro de capacidad fecundante.

Terminado el analisis microscopico para los gradientes de densidad de HSA (10, 15y
20%) y observando que se obtuvieron buenos resultados después del sexado, se
tomaron Unicamente los gradientes del 20% para las pruebas in vitro de capacidad
fecundante. Se muestran en la tabla 5, la cantidad promedio de EZP’s sin sexar y
sexados del gradiente del 20% contados que logran interaccionar y penetrar los
ovocitos, cabe mencionar que se sometidé una concentracion aproximada de 10000
EZP’s a pruebas, se observa que no existe diferencia significativa para ambas pruebas
(p>0.05, 0.384>0.05).

Tabla 5. Prueba de interaccién con ZP y de penetracion.

Pruebas In vitro

Tipo de # EZP’s # Ovocitos. #EZP's en # Ovocitos
semen ZP. penetrados (%).
SFSS 10000 100 >10002 90+2.02
SS20 10000 100 >100072 87 +242

Se observan resultados muy parecidos con el semen sin sexar y semen del gradiente del 20% para ambas
pruebas de capacidad fecundante, la variacién evaluada no resulto ser estadisticamente significativa entre
las pruebas in vitro (p>0.05).

a. Literal de la misma fila indican si existe diferencia significativa (p>0.05).
DE: Desviacion estandar.
SFSS: Semen fresco sin sexar.

SS20: Semen sexado del gradiente del 20%.
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Se observa una disminucion en el nimero de ovocitos penetrados con EZP’s
provenientes de semen fresco y semen sexado del 20% (90 vs 87), esta variacion se
debe a que desde el inicio antes del sexado y después de este con las evaluaciones
realizadas, se obtuvieron diferencias en los parametros microscopicos evaluados
(motilidad y vitalidad), mismas que determinaron una disminuciéon de motilidad y
vitalidad en comparacion con el semen fresco antes de iniciar la 1°" prueba de
capacidad fecundante entre los dos tipos de semen, dichas diferencias o
disminuciones influyeron también en el resultado de la variacion de ovocitos

penetrados en la 29 prueba in vitro.

A pesar de haber seleccionado ovocitos en buen estado fisiolégico, no es un indicativo
directo que nos garantice que la calidad ovocitaria usada durante las pruebas in vitro
nos ofreceria la seguridad de que los EZP’s pudieran interaccionar normalmente sin
tener complicaciones y activar su reaccion acrosomica al contacto con €l ovocito, sin
embargo, este es uno de los factores que no se controlan totalmente en este estudio.
Por lo cual también se considera que, aunque los EZP’s cuenten con la capacidad de
interaccionar con las zonas pellcidas de los ovocitos, si estos no desencadenan las
reacciones bioguimicas necesarias para los EZP’s, estos no podran penetrar nunca la

ZP por mas capacitados que se encuentren.
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En la figura 3 se observa el nucleo del EZP en proceso de descondensacion dentro

del citoplasma ya eclosionado de ovocitos inmaduros en metafase | tefiidos.

Figura 3. Ovocitos penetrados. Imagen tomada en microscopio optico con florescencia a 100x.
a) Se observa el nicleo de EZP de color blanco dentro del citoplasma, la linea color negra
observada es resultado de la ruptura del citoplasma con el cubreobjetos cuando se realiz6 la
tincion. b) Se observa el nucleo en proceso de descondensacion del EZP dentro del ovocito

eclosionado probablemente por la presion realizada con cubreobjetos.

En la primer prueba de interaccién con ZP sobre la especie ovina en este estudio, el
porcentaje de EZP’s en contacto con la ZP para semen sexado en HSA del gradiente
del 20% y semen fresco sin sexar fue de 15 a 20% (>1000) aproximadamente
alrededor de ZP, por otro lado, se encontrd reportado un 9.4% de EZP’s contados
adheridos a la ZP para Jiménez et al., (2004) evaluando esta prueba in vitro con EZP’s
“Y” seleccionados mediante técnica de separacion en swim up (velocidad de
migracion, nado hacia arriba) usando ovocitos inmaduros al igual que en nuestro
estudio. Asi mismo, Martinez et al. (1993) obtuvo un total de 7.74% de EZP’s fijados
a la ZP de ovocitos inmaduros los cuales previamente fueron expuestos en diferentes
medios de maduracion para la especie de jabali, dichos resultados en estudios de
jabali resultan estar por debajo para la especie ovina en ambos casos, sin embargo,
los EZP’s en estos estudios no fueron sometidos al mismo proceso y es el motivo por
el cual se observan estas diferencias.
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En la prueba in vitro de penetracion homoespecifica se conté un total de 90% de
ovocitos fertilizados con semen fresco sin sexar contra 87 ovocitos fertilizados con
semen del gradiente del 20% de HSA, dichos resultados son muy altos y no difieren

entre si.

Con semen fresco se contaron un 90% de ovocitos penetrados, que en comparacion
con Martinez et al. (1993) en jabali donde estudiaron el efecto de penetracién con
ovocitos inmaduros reportaron un 88.82%. de ovocitos penetrados con semen fresco,
ambos resultados para las diferentes especies suelen ser muy parecidos en el
porcentaje de penetracion. En otros estudios, Gadea et al. (1998) obtuvieron también
evaluando esta prueba en Jabali un 84,72% de penetracion con semen puro de
sementales considerados de alta fertilidad (>80%). Muy por debajo de este estudio,
Iritani et al. (1978) reportaron un 26,4% de ovocitos penetrados con semen sin sexar

realizado en jabali, pero con EZP’s epididimales preincubados.

La correlacion entre la fertilidad y los resultados de estas pruebas in vitro para
capacidad fecundante en columnas de HSA ha sido estudiada en un nidmero muy
reducido de trabajos y especies, aun se plantean poder realizar mas pruebas para
especies de interés productivo y con ello evaluar a gran medida la escala de eficiencia
del sexado.
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10.0 CONCLUSIONES.

El método de sexado de EZP’s ovinos en gradientes de densidad con HSA no afecta
la capacidad fecundante de los EZP’s, no se obtuvieron diferencias significativas sobre
la prueba in vitro de interaccidén con zona pelacida comparando semen fresco contra

semen sexado.
Asi mismo, tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas sobre

prueba de penetracion in vitro homoespecifica, por lo tanto, la técnica de sexado en

HSA no es invasiva, aparte de ser poco costosa y de facil realizacion en él laboratorio.
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11.0 PERSPECTIVAS.

Obtener embriones que sigan con su desarrollo y poder transferirlos a una hembra
receptora fisiolégicamente estable, esperar a que las crias nazcan completamente
sanas y con esto determinar por completo que la capacidad fecundante no ha sido
alterada en los EZP’s sexados en HSA y por lo tanto no habré repercusiones en las

crias.

Falta mucho terreno por recorrer en el campo de la investigacion sobre los
mecanismos de otras técnicas de sexado y sus efectos sobre los EZP’s, aln quedan
infinidad de factores por estudiar, los cuales permitiran aclarar conceptos y de esta
forma intervenir de forma segura en el campo de la investigacion y la produccion sobre

el sector ganadero del pais.
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12.0 ANEXO.

‘ b
Figura 4. Extraccion de semen a sementales fértiles. Se observa el proceso de extraccion de semen
mediante monta natural a sementales entrenados usando vagina artificial y una borrega en celo para

estimular la monta.

comenzar la extracciéon de semen.
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Figura 6. Recoleccion de muestra e

Figura 7. Incubacion de semen para separacion

estériles de plastico (15mL).

en gradientes de HSA dentro de tubos graduados
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Figura 8. Ovocitos seleccionados para pruebas in vitro. Fotografia tomada en microscopio Optico a
aumento de 20x a ovocitos seleccionados en estereoscopio. a) Ovocito con ruptura de membrana
plasmaética y citoplasma comenzando proceso de degradacion. b) Ovocito en metafase |, forma
alargada y citoplasma sin degradacion, se observan células del cumulo al rededor. c) Ovocito en
metafase | con un gran espacio previtelino, muy buena definicion de citoplasma y membrana
plasmaética, casi a punto de entrar a metafase Il. d) Ovocito metafase |, comenzando expansién para
desarrollar espacio previtelino, citoplasma y membrana bien definidos. Ovocitos en metafase | como

el b), c¢) y d) fueron seleccionados para evaluar pruebas in vitro de capacidad fecundante.
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