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OBJBTIVOS

E1 objetivo primario del presente trabajo, fué el de aportar
literatura en idioma espafiol, que de a conocer aquellos metodos
creados con el fin de seleccionar el sexo de 1la descendencia
durante cualquier etapa previa a la implantacisen del embrien,
desde la gametogénesis hasta paco despuses de la fertilizacion del
ovocito.

El segundo objetive fu# el de proporcionar a los tecnicos e
investigadores un material actualizado sobre el tema, indicande
las lineas que se egtan explorando,



CAPITULO I

INTRODUCCION



I INTRODUCCION

La mayor parte de estudios que pretenden hacer variar las
proporciones naturales de 1los sexos (al menos en lo que se
refiere a 1los métodos preconcepcionales) se han y se estan
realizande encaminados a resolver problemas en la reproduccidn
humana. Las razones por las que el hombre ha querido influir en
la proporcién sexual de su descendencia han sido muy diversas.
Desde las puramente sociales y culturales (aquellas parejas que
han concebido varios hijos de solamente alguno de los sexos Y
quisieran tener "por lo menos ino" del otro sexo) a las que se
conciben en base a un razonamiento mAs trascendente ({familias
relacionadas con padecimientos ligados al sexo, v.gr. hemofilia)
{Gledhill, 1988; Labro y Papa, 1%84; Amann, 1989).

La seleccitn del sexo de la descendencia ha estade en 1la
mente del hombre A travAs de su historia. Ya en el siglo V a.c.
los fildésofos giegos pensahban que los varones se desarrollaban en
la parte derecha del dtero y las mujeres en la izquierda. PpPor
ello recomendaban que, durante el acto sexual, la futura madre se
recostara del lado correspondiente al sexo deseado para el ser a
engendrar (Gledhiil, 19&R; Lahre y Papa, 1914}, Entre los
espartacos era comtin el infanticidio femenino; en la actualidad,
andlogo a este tenemos la practica, asn muy comun dentro de las
explotaciones lecheras, de sacrificar a la mayoria de terpneros
machos poce despues de nacides. En el siglo XVIII, se pensaba que
la mayor parre de la descendencia masculina se engendraba por
influencia del testiculo derecho y, el izquierdo, influia sobre
una mayor descendencia del sexo femenino. Inclusive, 1legd a sar
practica comtin la remocién del testiculo "relacionado mayormente"
con el sexo menos deseado para los hijos. Atn en é&poca reciente
(1971}, Dawson {citado por Gledhill, 1988) afirmaba que el sexo
de los nifos estAd determinado por el origen del ovocito
(ovulacién del ovario derecho o del izquierdo para ninos o nifas
respectivamente). Es curiosa la relacién existente entre el lado
(derecho o izquierdo) y 1 sexo sobre el que se ha pensado que
influye y seguramente se dehe al predominio del patriarcado en la
mayorfa de las culturas y a que la palabra derecho (a) ha sido
relacionada, ancestralmente, con lo correcto y la izqulerda con
aspectos negativos. Para elle basta con recordar algunos
sinénimos y sus diferentes significados: derecho = recto (legal,
rorrecto, altos principios morales), diestro {habil), masculino;
izquierda = siniestra {malevolencia), torcida, femenino...
{Sagan, 1988},

Hace unos 30 atos, estudios realizados en humanos y ratones
serablecieron el rol aritice del cromosoma ¥ en la determinacién
sexual en 1los mamiferos {(Amann, 158%8). Es por esto que se ha
intentadn separar ios espermatozoides en dos poblaciones, una que
porte el1 cromosoma sexual X y otra que porte el cromosoma Y.



Algunos métodos aseguran haber logrado un 80% o mAs de éxito en
la separacion (Ericsson, 1973; Johnson et al, 1989; Pinkel et

al., 1982). Por desgracia ninguno de los métodos han sido To
suficientemente convincentes como para gozar de plena aceptacién.

Afortunadamente, o1 panorama el “sexado" durante la etapa
embrionaria es mucho mAs alentador (van vliet et al., 1989}, Los
metodos creados  con este fin se basan en diferencias
antigaAnicas entre emhriones "machos o hembras" (Anderson, 1987;
Booman, 1%A3; Wachtel, 19%84), diferencias metabdlicas detectables
{Epstein et al., 1972, 1978; Monk y Handyside, 1988; williams,
1986) y T anAlisis cromosémico (Pinkel et al., 1985; singh y
Hare, 1980; Yoshizawa et al., 1989a,b). -

Las técnicas de sexado embrionario dan resultados favorables
mas fAcilmente reperibles que las utilizadas para el sexado del
esperma, pero en general son laboriosas ya que primero se
superovulan las vacas donadoras sincronizAndolas con las
receptoras, después habria que recolectar a los embriones,
sexarlos y, por wltimo, hacer la transferencia embrionaria.
Seria, tal vez, mAs sencrillen preparar semen sexado y utilizarleo
en inseminacién artificial.

En el campo de la veterinaria, una técnica efectiva para
controlar el sexo de la progenie, podria ayudar a reducir el
namero de hembras necesaria para producir el ntmerc requerido de
progenie del sexo deseado. Por ejemplo, en la industrjia lechera
seria de gran utilidad poder inseminar un numero de hembras
apenas superior al porcentaje de reemplazos requeridos
normalmente (20-35% correspondiente al desecho anual); esto seria
un 30-45% de vacas inseminadas con semen enriguecido en
espermatozoides portaderes del cromesoma X. Asi, el restante de
los vientres podria ser inseminado con semen proveniente de razas
especializadas an produccién de carne y enriquecido en
espermatozoides Y con lo que la progenie, en su mayoria
masculina, tendria mejor comportamiento productivo que aquellos
novillos cuya cualidad genética favorece la produccién lActea
principalmente. También en el ganado bovine permitiria reducir al
maximo la incidencia de intersexos (freemartinismo; Hafez, 1989;
Garner et al., 1933; Mohri et al., 1986). La seleccidn del sexo
de 1a “progenie seria muy 6til en explotaciones de reciente
creacién en las que el numero de vientres sea menor al ideal vya
que se padrian producir mas hembras para reemplazo.

En el presente trabajo, ademds de los métodos sobre el
sexado espermAtico y sobre el sexado embriocnario, se exponen
temas sobre métodos selectivos de concepcién (v. gr. momento
aptimn de la fertilizacidn) y, per ultimo, se plantean hipétesis
recientes en cuanto a otros caminos para influlr sobre las
proporciones sexnales de la progenie, pere en los que afin no sge
ha hecho investigacisn abundante. Entre ellos, la disrupcién de
puentes citoplasmaticos y su relaciédn con la expresién génica
durante la espermatogénesis y, la produccion de animales
transgénicos con reversien sexual.



fara la mejor comprensién de los capitulos se hicieron
aclaraciones pertinentes relacionadas con los temas a tratar
como: cual es la proporcién sexual natural en diferentes
egpecies, parametros en las técnicas de inseminacién artificial y
transplante embrionario y otros, dejando una visién mas amplia
sobre el valor real de las teécnicas .



CAPITULO I1

METODOS SELECTIVOS DE CONCEPCION



II METODOS SELECTIVOS DE CONCEPCION

2.1 INTRODUCCION

Este capitulo trata sobre estudios que se han llevado a cabo
principalmente en humanos. Todos 2llos se caracterizan por estar
basados en la asociacion {mediante el anAlisis estadistico) de
fendmenos aparentemente poco relacionados. Los autores citados,
dan algunas expliraciones a nivel fisiolégico y, ocasionalmente,
a nivel molecular.

Se deben hacer algunas acotaciones en cuanto a la
nomenclatura a utilizar: las siglas ps significan proporcion
sexual y psn proporcién sexual al nacimiento. Si después de las
siglas ps o psn se seriala una fraccién sin mencionarse el sexo al
que corresponda, se estA haciendo referencia al sexo masculino.
858 decir, s1 la ps a la concepcién fuera de 0.61 indicaria que el
61% de los huevos fertilizados se desarrolla como embriones
machos (XY). BEn el argot cientifico se mencionan dos tipos de
tasas o proporciones sexuales, la primaria y la secundaria. La
p8 primaria corresponde a la de concepcion (ps al momento de
fertilizacién; Yoshizawa, 198%a) y la ps secundaria correspone a
la psn (Meickle y Drickamer, 1986; Mitra y Chowdhury, 1989).

Aunque frecuentemente se infiere que la psn es 50:50, es
bien sabido que ésta es un poco diferente y dependerd de muchos
factores: especie animal, caracteristicas individuales, material
biolodgico estudiado (espermatozoides, embriones, crios al
nacimiento, etc,). Por ello, s poco conveniente utilizar la ps
tedrica siendo mejor evaluar material biolégico control del mismo
origen y contemporaneo al tratado (Amann, 1989; Moore y Gledhill,
1988). En humanos la psn es aproximadamente de 0.515 en razas
caucAsicas (Moore y Gledhill, 1988; James, 1987a). En bovinos,
Powell et al. (1975), reportan que en la raza Holstein la psn es
de 0.52%; en este estudio la psn de la descendencia de varios
toros vario de 0.387 a 0.6544. En caso de utilizar la proporcién
tedrica de 50:50 el numero requerido de observaciones Be
incrementa en mucho c<cmo a continuacién se  sefiala  (Moore ¢
Gledhill, 1988).

Caracteristicas del disefio experimental (punto de vista
estadistico). Una parte importantisima de cualquier disefio
experimental es la comprobacién estadistica. Por ello, se hacen
algunas reflexiones a este respecto antes de comenzar a hablar
sohre laos métodos de seleccién sexnal. Moore y Gledhill (1988},
proponen las caracteristicas que debe tener el analisis
esradistico sl se desea comprobar fehacientemente la alteracién o
no defla parporcion sexual por alguno de los métodos ldeados con
aste fin.

a.



En  todo experimento cabe esperar dos tipos de error al
interpretar los resultados: el error tipo I, en el cual se cree
haber lograde alterar 1la ps con el métode utilizado sin que
hubiera tal; y el error tipo Il, en el que se reporta fracaso
siendo que s§i es alterada la ps. La mayoria de pruebas
estadisticas confieren un nivel de significancia de 0.05 para los
errores tipo I y de 0.90 para los errores tipo II, Esto quiere
decir que se esperaria cometer en promedlo un error tipo I en 20
ohservaciones y un error tipo II por cada 10 observaciones (Moore
y Gledhill, 1988).

Siempre que se quiera evaluar un método para controlar la
psn de la progenie, el ntimero de observaciones necesarias estara
dado por la ps obtenida con ese método. Por ejemplo, =1 se
ohtiene una ps de 80:20 basadc en 25 observaciones, para obtener
un 95% de confianza, se diria que la ps real es igual o >63:37
quedando s6lo un 5% de probabilidades de que fuera <63:37
{Amann, 1989). El ndmero de observaciones debe aumentar entre
mAs se aseme)e la ps del grupo experimental a la del grupo
control. Por ejemplo, si en el grupo control detectamos una ps
de 55:45 y en el experimental es de 75:25 el numeroc de
observaciones requeridas es de 108, pero si en el grupo
experimental la ps fue de 60:40 se necesitan de 1748
observaciones (Mocore y Gledhill, 1988). En el cuadro 1, =se
presenta el ntmero de observaciones requeridas seglin las ps
detectadas en el grupo experimental y el control.

Cuadro I. Numero de muestras requeridas para detectar una
alteracién significativa en la proporcién sexual
entre grupos control y experimental hipotéticos.

PS5 grupo Proporcién sexual del grupo control
experimental 40/60 45/55 50/50 55/45 60/40
45/55 1713

55/45 2n2 447 1748

§5/3% 75 114 198 430 1645
75/25 34 51 71 106 179
85/15 23 28 35 45 61
95/05 14 17 20 23 28

Modificado de Moore y Gledhill (l38s).

Del anAlisis del cuadro anterior se infiere que entre mayor
gsea la “"pureza” en el enriquecimiento de cualquiera de las 2
poblaciones, el ntmero de observariones requeridas #s mucho
menor.
51 se toma en cuenta que en la investigacién sobre estos
métodos dificilmente se puede ohtener un “éxito" menor al 50%,
nunca esrara de mas insistir en 1a importancia e
indispensabilidad un andlisis estadistico "exigente" como parte
del disefio experimental.



I1.2 MOMENTO OPTIMO DE LA FERTILIZACION
(influencias hormonales)

Estudio del fendmeno en el humano

Ovulacian. Muchos ginecsdlogos manejan que e1 momento de la
reiacion sexual puede tener clerta infiuencia sobre el sexo del
nuevo ser; para ser mis precisos, se refieren al momento de 1la
relacién sexual con respecto a la ovulacién de la mujer. Existe
gran controversia en cuanto a que sexa se ve favorecido en que
momento del periodoc fecundo. $e discute acrualmente que la
concepcion  de ninas aumenta si la fertilizacién se lleva a caho
cercana al momento de la ovulacién y lo contrario para la
concepcion de un nifio, respetando claro los rangos de vida viable
de cada uno de los gametos (France et al., 1984; James, 1980b;
Pérez et al., 1985; Werren y Charnov, 1378). Aunque Labro y Papa
{1984)  citan a varios autores gque aseguran mayor concepcién de
nifice cerca de la ovulacion.

Si bien, para los que apoyan este método, el momento de la
ovulacién es la clave, también es el problema, Ya que es
sumamente dificil determinar con exactitud el instante en que
esta se lleva a cabo y, por ello, el momento optime de la copula
puede ser sugerido con poca confiabilidad. BRajo este sistema la
ovulacién es estimada a posteriori en hase al registro de 1la
curva tétmica del ciclo menstrual de la mujer. sSe dice que es
estimada a posteriori ya que: a) es necesario registrar la curva
térmica durante varios ciclog menstruales seguides para asi
conocer que patron de estabilidad o no presenta la mujer en caso;
Y b) la parte mas estable, en cuanto a tiempo se refiere, dentro
del ciclo menstrual de la mujer (hay mujeres que presentan ciclos
normales cortos desde 21 dias y muj)eres con ciclos normales
largos de hasta 45 dlas) es la postovulatoria, cuya duracion es
de 11 a 14 dilas comanmente (Labro y Papa, 1984}, por lo que sbdlo
al momento de la menstruacidén se puede decir con alguna exactitud
cuando sucedis la ovulacisn inmediata anterior.

Seguramencte el registro de la temperatura hasal de la mujer
durante varios ciclos es un meétodo de eficiencia aceptable en
lo referente a la determinacion de los dias féertiles en la mujer
{desde 5-7 dilas antes de 1la ovulacion, hasta 1-2 dias

postovulacion {France et al., 1984, aumentando las
probabilidades e concepcién Yy, sblo en mujeres con ciclos
extremadamente regulares, seria de alguna utilidad para

selaccinnar 1 sexo del futuro ser.

Pico de LH, Una manera mas confiable de determinar el momento
de 1a ovilarien es mediante la mediriéon de la LH. Se estima que
el alza en la LH urinaria comienza aproximadamente 32 horas antes
de la ovitlacién  (France et al., 1984). Estos autores
AOSTNTTArOn  UnA conceprion mAs alta de varones si la  separacién
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entre el momento de la inseminacien {coito) y la fertilizacidn es
mayor de z dias (ver figura 1j.

3 macho
W hembra

tiimero de eabricnes -
L R T )

Te ok a4 <3 <& et & & &

Intervaio {en dias) entre el coito
¥ la ovulacibn/fertilizacitn

Figura i. Relacién entre el momento de la ovulacidn (alza en la
LH urinaria} y 1la fertilizacién con la pen de 1la
progenie. Tomado de France et al, {1984},

gstudio del fensmeno en otras egpecies

También en otras especies animales como e1 venado cola
blanca (verme y Ozaga, citados por Pratt, 1987}, el hamster
dorado ({Pratt, 1987), v en especies inferiores (Charnov y Bull,
1989; Werren y cCharnov, 1878}, se han reportado diferencias en la
proporcisn sexual al nacimiento (psn) segun el momento de 1la
fetilizacidn a lo largo del periodo receptivo de cada especie en
particular, periodo que permite estimar con mayor exactitud el
momento de ia ovulacion que en al humano. Esto 28
particularmente «cierto en las especies monotocas ya que en las
politocas como la cerda y la perra las ovulaciones se van dando
paulatinamente (Hafez, 1989; Concannon, 1983} Yy no todas al mismo
tienpo; aungue siempre se puede distingulr un "periodo
ovulatorio” mas o menos circunscrito {24 horas entre la primera y
1a nltima ovilaciones en perras) (Mchanald y Pineda, [98%).

gEn  especies inferiores £e ha observado que la ps puede ser
adaptativa. En ocasiones se invierte la pen Qe los crios cuande
la ps de los padres se desvia en favor de alguno de 1los sexos
(Werren y Charnov, 1872}, En aves, las ovocitos de pave no
tfecundada pueden desarrollarse mediante partenogenesis (Campbell
¥ Lasley, 1985} y las crias resultantes son machos algunos de los
citales pusden ser fertiles (hay que recordar que en aves el sexo
homoctigetico 272 corvesponde al masculino). En mamifercs no es
ran clavra una respuesta adaptativa pero al menos se puede sugeric
que  riertos factores ambientales {(dominancia social, &poca  del
Ao, disponibilidad de alimento, niveles hormonales, estrés,
etc.} Yy facrores geneticos, pueden influir =n la psn (Charnov vy
Hull, 1889; womendio et al., 19%0; Hohenboken, 1a8l; James,
18&%a,h; Meickle y brickameT, 1985; Mitra y Chowdhury, 1989j.



Hasta aqui se ha hablado solamente de la aparente relacién
existente entre la ovulacién, la cépula y la psn pero no se ha
profundizado para tratar de dar una explicacién causal
{etiolégica) de esta relacién.

EBvidencias eapiricas (relaciones casuales) y evidencias
hormenales (etioldgicas) del momento de la cépula y la psn.

Un 1investigador inglés de apellido James, ha realizado
numerosas revisiones acerca de los factores que influyen en la
psn. Debide a que este tema es mas hien un complemento ¥y no 1la
parte principal del presente trabaijo solamente se mencionan
algunas de las relaciones casuales expuestas por James (1987a,b)

se rasumiradn sus conclusiones (hipotétricas aun) acerca de las
relaciones causales (etioldgicas), en su mayori{a hormonales.

Entre las relaciones casuales observadas por diferentes
autores y seialadas por James (1987a,bk) se tiene:

- La raza, Los orientales registran mayor porcentaie de
varones al npacimiento que los caucésicos y estos que los
negroides y a 1la inversa en cuanto al porcentaje de gemelos
dicigdticos.

- Estacién del ano. Los trabajos que han reportado clerta
estacionalidad sugieren que existe un mayor nacimiento de varones
hacia el final del verano y disminuye hacia el final del

invierno. También en animales algunos trabajos reportan cierta
estacionalidad. Por ejemplo, Tomar y Tripathil (1990), en 420
nacimientos de btifala Murrah, registraron una ps

significativamente menor en los meses de abril a junio que entre
octubre y marzo (.396 vs .578).

- La frecuencia en las relaclones sexuales. Cuando la
frecuencia es mayor se ha observado aumento en 1la psn. James
{1980, 1987a,b) explica que se debe a que en estos casos la
fertilizacion =se 1llevaria a cabo temprano dentro del periodo
fecundo. Por ejemplo, se ha observado que en tiempes de guerra o
poco despuks de esta, o en recien casados (sobre todo en Jlos
primeros meses de matrimonio) el porcentaje de varones concebidos
28 mayor que en otras circunstancias y, es légico pensar, que la
frecuencia en las relaciones también haya sido mayor.

- Gemelos dicigséticos y sus hermanes. La psn  entre los
gemelos dicigéricos y entre estos y sus hermanos, es alta, lo
cual parece contradecir la hipétesis sobre 1la influencia que
ejercen las gonadotrofinas sobre la psn, contradiccién que
te aclara al final del inciso.

- otras relactiones casuales. Edad de los padres, mujeres
fumadoras, homhres que en edad madura padecen cAncer de
préstata, dominancia  social de alguno de los padres, brotes
epidémicos de hepatitis y varicela y, tantar otras como la
imaginacién 1n permita.
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Las explicaciones etioldgicas que James (1980, 1984,
1987a,b,c, 198B) intenta dar a las ohservaciones anteriores Eson,
casi en su totalidad, del tipo hormonal. En sus hipstesis
promueve que las gonadotrofinas (especilmente la LH) favorecen
1a concepcién de nifias y que los estrégenos y la testosterona la
concepcioén de nifios.

Corresponde ahora acomodar estas conclusiones a las
ohservaciones casuales. En primer lugar, el aumento en 1los
niveles de LH es drAstico presentando una curva muy aguda. Este
pico se da poco antes de la ovulacién por 1o que solamente
alrededor de ésta y por un c¢orto lapso de tiempo después esta
hormona ejerceria sus influencias sobre 1la ps primaria
favoreciendo la concepcién de nifas. segtn Lenton et al. (1982},
los niveles de estrogencos, en la mujer, liegan a su pico 1 dila
antes que el disparo de LH pero se mantienen a un nivel elevado
durante varios dias (3 o mas} postovulacién (principalmente en

mujeres cuya ovulacién resulta en concepcién). En mujeres
fumadoras, en las gque los niveles de estrdgenos eastan
disminuidos, se ha vistoc que su descendencia presenta una psn
ligeramente menor que la descendencia de las controles. También
se ha sugerido que los niveles de testosterona en la madre y/o en
el padre favorecen el nacimiento de nifos, s5as Yy 3Szollozi
(citados por James, 1987a,b), trataron a un grupo de pacientes
hombres subfertiles con metilitestosterona de los cuales naciercn
62 ninos de 92 (p <0,005). James (1986), sugiere que existe una

relacién de dominancia de la LH sobre los estrégenos vy 1la
testosterona, es decir, que mientras los niveles de LH sean
altes, 1los estrdgenos Y la testosterona ejercerén poca o nula
influencia en el ps {ver figura 2;.

350
1%
ESTRADIOL 230 4

(pg/n1) 7004 LH (1.ua/1)
-—

——— e

/ La cépula durante este momento favorece la concepcién de ninas.
+ La cépula durante este momente favorece la concepridn de nifos.
*Dila 0 = dia de la ovulacién,

Figura 2. Niveles hormonales de LH y estradiol, ¥y sn relacién

?og 21a psn de la progenie. Adapradn de Lenton et al.
1982) . -
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Tomande en cuenta las hipétesis de James (niveles altos de
LH favorecen la concepcidn de nitlas y los estrégenos la de ninos)
la figura 2, nos muestra como el momento ideal para la
concepcidn de una nifa es en la etapa cercana a la ovulacidn
{principal influencia de 1la LH) y en etapas anteriores o
posteriores se ve favorecida la concepcién de varones {mayor
influencia de estrégenos). Mediante la determinacion de la LH
urinaria, France et al. (1984) encontraron una alta concepcidn de
nifias si la relacién sexual se lleva a caho cerca del momento de
la ovulacien.

En cuanto a lo paradéjico de 1la alta ps en gemelos
dicigédticos Y entre estos Y sus hermanos (sefialado
anteriormente}, se dice que es contradictorioc ya que se estima
que las mujeres que conciben mellizos tienen un nivel mads alto de
gonadotrofinas (que, como ya se dijo, faverecen la concepcién de
nifios) comparaéndolas con las mujeres que presentan partos tnicos.
Pero, los estudios de Martin et al. (1%84), reportan también que
estas mujeres (las de partos gemelares) presentan niveles mAs
altos de estrdgenos y, Spellacy (c¢itade por James, 1936}, reporta
mayores niveles de dihidrotestosterona (hormonas que favorecen la
concepcisn de varones) 1o cual prodria aclarar esa aparente
contradiccion.

En caso de que las conclusiones de James sean correctas,
quedan aun mwuchas dudas por resoclver, entre ellas: ?en que
momento es que estas hormonas afectan la ps; durante la
gametogénesis, post coito y/o post concepcionalmente y, de qué
manera (a nivel molecular) es que influyen estas hormonas en 1los
gametos y/o el cigoto?
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2.3 TRATAMIENTOS VAGINALES

soluciones Acidas o alcalinas (aspectos bioquimicos)

Debido a gque los espermatozoides pasan un tiempo
considerable en el tractc reproductor de la hembra (desde la
eyaculacién hasta la fertilizaciadn) con ohjete de sufrir 1la
capacitacién y situarse cerca del ovocito, se especula sobre st
clertas caracteristicas fisloldgicas como la temperatura,
viscocidad del fluido mucoso y/o el pH, pueden afectar
diferencialmente la longevidad, wmotilidad o la rcapacidad
fertilizadora entre los espermatozoides portadores del cromosoma
¥ o los portadores del cromosoma Y (Pratt et al., 1987).

Ya desde 1939 se utilizan soluciones vaginales como intento
para 1influir sobre 1a psn. Los promotores de este metode
recomendaban utilizar soluciones alcalinas de bicarbonato de
sodio (2 cucharadas de bicarbonato en un litro de agna tibhia}
para favorecer la concepcian de un varén y soluciones dctdas (2
cucharadas de wvinagre en 11a misma contidad de agua) para
favorecer la concepcién de una nifa (Labro y Papa, 1984).

Pratt et al. (19%7), observaron que en el hamster dorado
existe correlacién entre el pH vaginal, el tamano de la camada y
21 momento de la cépula con la psn, la diferencia en la misma es
mayor en los extremos en tiempo (dentro del estro) y en pH. En
esta especie el pH es menos acido al inicio del periodo receptivo
(15 hrs del proestro), pero cuando el pH a5 mas &cido (media =
6.75) se favorece el nacimiento de machos. Shettles (1987) cira
a varios autores que reportan una mlgracién mas rapida de 1los
espermatozoldes Y de humano cuando el semen 8¢ deposita en moco
cervical ‘"ovulatorio", pero no hace referencia alguna al pH de

este moco. Weir y Guerrero (citados por Pratt et al., 1987},
en sus reportes cofrecen estudios que parecen apaoyar la hipoétesis
sobre la influencia que 1 pH tiene sobre la ps. Por ejemplo,

weir reporta una Ppsn alta en una linea de ratones con PH
sanguineo mas Acido que una linea con pPH menos Acido,

pebido a que se piensa que una de las posibles influencias
del PH es sobre la motilidad espermitica, a continuacién se
menciona su interrelacion con otros factores y como, en conjunto,
influyen sobre la motilidad de los espermatozoides.

Factores gue afectan la motilidad espermatica En el estudio
de 105 factores que atectan la motilidad espermAtica habra que
tomar en cuenta, ademas del pH, 1os niveles de Adenosin
Monofosfato ciclico (AMPc), Adenosin Trifosfato (ATF) y Ca++s
entre otros (Goltz, et al., 1948). Por ejemplo, si el nivel de
ATP es constante (2 mM ATP), a pH 5.6 el porcentaje de
espermatozoides métiles es menor al 10% y, conforme aumenta el
pH, aumenta también el porcentaje de espermatozoides motiles y la
caiidad de esta motilidad (82% de movilidad a pH 7.8). Pero si
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anadimos AMPc el porcentaje de espermatozoides métiles a pH 5.6
es de 55% y, aunque tambien anmenta este porcentaje a pH mas alto
(7.8), la calidad y duracién de la motilidad es mayor en pH
acido. En cuanto al ¢a++, este 14n parece inhibir la motilidad
(en relacién al tiempo) a pH Acido pero no en pH alcaiino (Goltz
et al., 1988). Estos autores concluyen que el balance entre 1la
activacién edercida por el AMPe ¥y la desactivacién ejercida por
el Ca++ determinardn el estado de motilidad del esperma, siende
el pH el principal modificador cde este balance.

Es dificil apoyar 1a hipstesis de que el pH a nivel vaginal
pueda afectar substancialmente a alguno de los dos tipos de
espermatozoides debido a las stiguientes razones:

~ El esperma eyaculado pasa muy poco tiempo dentro de 1la
vagina {(Labro y Papa, 1984). De hecho, en especies domasticas
como la yegua yla cerda, el eyaculado se vierte directamente al
atero (Hafez, 19A9).

- Los ligunidos seminales, en los ruales estAn embebidos 1los
espermatozoides, tienen capacidad tampén por lo que hace que
solamente cambios muy bruscos en el pH a nivel local (vaginalj)
ejerzan algun efectns en los espermatozoldes; cambios de tal
magnitud que lastimarian a la hembra haciendo imposible la cdédpula
{Labro y Papa, 1984).

- 31 bien es cierto que el pH ligeramente alcalino {7.4-
8.0) favorece la motilidad espermatica (Goltz et al., 1988;
Hafez, 1983), no existe evidencia directa en la actualidad de gue
pequerias variaciones a nivel vaginal, en cuanto al pH s refiere,
influyan en forma diferencial la motilidad, longevidad y/o 1a
capacidad fertilizadora de los espermatozoides X o Y. Por el
contrario, Se sabe gue el medio vaginal inmoviliza a los
espermatozoides en 1-2 horas post inseminacién lo que hace
esencial su paso al medio uterino lo antes posible.

- Por wltimo, las fluctuaciones en el pH vaginal, bien
pueden ser tan solo refle)o d¢ otros cambios fisiolégicos que
ocurren en la hembra durante el periodo receptivo, siendo estes
cambios los que tengan influencia en la ps ¥ no las fluctuaciones
en el pH vaginal (bractt et al., 1987).

Diferencias en la mortalidad embrionaria entre Sexos ¥y
diferencias efitre la ps rimaria y 1a ps secundaria, Es
probable que Tas variaciones Fisiolbgicas (1lAmense fempertaura,
PH, niveles hormonales, etc.)} que se presentan en el tracto
reproductor durante vy despu#s el perindo receptivo, afecten la
supervivencla embrionaria en forma diferencial antes que a 1os
espermatozoides, como se puede inferir de los datos sohre ps
pPrimaria y secundaria que aqui se exponen,

Aunque en su estudio (con el hamster dorado}, Pratt et al.
{1987, 1988}, concluyen que no huho variacién estadisticamence
significariva en el ctamadto de las ramadas de hembras
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experimentales vy controles, de los dartos que reportan, se puede
inferir una ps menor cuando el tamafo de la camada es 1inferior
(8.4 cachorros con psn D.37 en comparacién con camadas de 12.6
con psn de 0.54). Bondioll et al. (1989) al sexar embriones
por tecnicas de hibridizacisn del DNA obtuvieron un 60% de
embriones c¢on cromosoma Y que contrastan con la psn de 52.9 vs
47.1% (machos/hembras) en esta especie, segtin FPowell (1975) .
James (1989), reporta mayor mortalidad prenatal de varones ya que
la ps de los productos abortados es de 0.61 y sugiere que la ps
primaria debe ser alta (mayor ntamero de embriones XY) para gque
la pes secundaria (psn} se acerque al 0.5 presente en 1a
naturaleza. Por el contrario, Yoshizawa et al. (1989a), al hacer
el cariotipo de embriocnes de raton recién fertilizados,
encontraron una ps primaria de 0.452 (117 machos y 215 hembras),
annque en este caso 1los embriones se obtuvieron mediante
tratamiento superovulatorio 1o cual modifica log niveles
hormonales de las hembras y ., posiblemente, la ps primaria.

Solucidén vaginal a base de suero anti H-Y

Zavoes (1983), utilizd en conejos otro tipo de solucién
vaginal a base de suero anti H-Y (antigefio que g£e expresa en
células con cromosomas sexuales XY y, por tanto, exclusivo del
sexo masculino: pag. 50) con el objeto de eliminar los
espermatozoides Y y ar! desviar la psn en favor del sexo
femenino. De las hembras tratadas nacieron 74.2% de crias del
sexo femenine 1o cual fue estadisticamente significative (p
<0.01) con respecto a los controles. FPor desgracia este método
ne ha mostrado amplia aplicabilidad segun Wachtel {(1984}.



2.4 EFECTO3 DADUS POR LA ALIMENTACION

En este 1ncisoc se tratan aspectos cualitativos (relacién
potasio~sndio/calcilo-magnesio) y cuantitativos (restriccien de 1a
alimentacién) y su posible influencia en la psn.

Relacién potasio-sodio/calcio~magnesio.

En 1935 Herbst (citado por Labro y Papa, 1984}, al hacer
estudios sobre la funcién de ciertog minerales en ! gusano de
agua Borellia viridis, encontro casualmente que al aumentar las
concentraciones de potasio en el agua de los acuarios, aumentaba
también 1la proporcién de gusanitos de sexo masculino, Lo
contraric se presents al aumentar la concentracién de magnesio si
ge disminuia al mismo tiempo la de potasio.

Estudios postertiores, entre ellos los de Stolkowski (en
vacas) y bDuc {en el humano; citados por Labro y Papa, 1984},
fueron detallando mas la influencia de riertos minerales sobre la
pPEN. Estos autores concluyeron que mas que la cantidad de
minerales en la dieta es 1la vrelacién potasio-sodio/calcio-
magnesio la que a fin de cuentas influye sobre la psn. En el
humano, esta relacié6n es superior a 4 para favorecer el
nacimiento de un vardén e inferior a 2 para la concepcidn de una
nina {(Labro y Papa, 1984,

Mitra vy Chowdhury (1989}, al suplementar la dieta de ratas
con Ca++ y Mg++, aproximadamente 1% dlas antes del apareamiento
{proporcidn Na+K+/Ca++Mg++ = 1}, ohservaron que la psn disminuys
en forma significativa (p <0.05) con respecto a las controles.

Bird vy contreras (1985), obtuvieron resultados contrarios.
Al estudiar l1a psn en ratas sometidas a diferentes niveles de
sal comun {cloruro de sodio) en la dieta, la proporcién de machos
decrecio enrtre mas alro fue el suministro de ésta. La psn en el
grupo de dieta baja en sal (0.8%) fué de 0.~ y en el grupo de
dieta alta en sal {4%) fue de 0.39.

En Ing dns estndins anteriores no hubo diferencia
estadisticamente significativa en ~1 tamano de las camadas entre
ios grupos experimentales o entre estos y los grupos control, con
=28to s8e descarta que la diferencia en la psn haya F£ido causada
por mayor mortalidad embrionaria en algino da los sexos.

urra posibilidad, enronces, #s que ia variaciaon en los
minerales afecran direcra o 1ndivacramente la ps primaria.
Boler 1citado per bard y contreras, 1%&86). concluye gue una dieta
aira en sadio proveca un amblente uferino mas hnstil por lo tanto
nabrA mas hueves fertilizadoes por espermatozeides X que por
espermatozoides Y, pues esros fltimos son mas fragiles.
stoalkowski et Al (ei1tades por Mitra y cowdhury, 19893), concluyen



que la variacidn en ia ps primaria se debe a camhios en el
microambiente ovaricoe que provoguen modificaciones Sexo
selectivas en el ovocito.

Gliceril fosforilcolina diesterasa {(GPC diesterasa), relacién
NatK+/Ca++Mg++ ¥y Su influéncia sonre la psh. Mann ¥ Wnite

{citados por Mitra y Chowdhury,. 1989), sugleren que la enzima
glicerylfosforilcolina diesterasa (GPC diesterasa) puede jugar un
rol muy importante en el metabolismo de los espermatozoides, el
producto final de eu arciédn enzimatica {(glicerofosfato} es
oxidado por los espermatozoides permitiendo un incremento en el
aprovechamiento de oxigeno. Mitra y Chowdhury (19&9), proponen

ademds que existe diferente motilidad entre espermatozoides X e
Y v que la GPC diesterasa aumenta esta diferencia favoreciendo al
los espermatozoidesY. En este estudio , encontraron que existio
varlacioén en la secrecion de esta enzima previa a la concepcién
en las ratas del grupo experimental {(suplementadas con Ca++Mg++)
y que las madres con camadas de psn baja (mayor namereo de
henmbras) exhibleron baja actividad de esta enzima (figura 3).

5 Grupo Control
Relacisn Na-¥/Ca-tg = 2.3

Grupo Suplementado

Relacién Na-K/Ca-"g = }

Proporcidn Sexual Secundaria

n n i L L '}
400 800 200 16007000 2400 2800

Actividad de la GPC diesterasa
Imicrogrance de coline por
al g flufdo uterino)
Figura 3. Actividad de la GPC diesterasa uterina. relacien
sodio-potasio/calcio magnesio de la dieta y psn.
Tomado de Mitra y Chowhury (1989).
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Perspectivas practicas del método.

El método aqul Ppropuegto tiene, entre otras, dos
caracteristicas que resaltan a la vista:

~ los minerales que Se suplementan y la relacidn entre ellos

Y,

- el tiempo que se requiere suplementar la dista antes del
momento  de apareamliento para que sa modifique la ps. En
las ratas 1a supliementaciébn de minerales debe darse por 1-
2 semanas (kird y contreras, 1986; Mitra y Chowdhury,
1489), en el humanc se requiere un minimo de 2 1/2
meges (Labro y Papa, 1984) antes del apareamjento.

Independientemente de si la ps (primaria y/o secundaria) se ve
afectada por los niveles de minerales en la dieta, es necesario
considerar aqui otros efectos que 1las varlaciones en la
suplementacion mineral pueden ejercer, sobre todo pensandc en
animales en produccién en los cuales las exigencias antricionales
son muy alras.

Limitantes de 1a suplementacion de mineraies para controlar 1a
80 . seguramenté en los animales de interés zootécnico como
vaca, oveja, cabra, cerda, etc.. el tiempo requerido de
suplementacion de minerales para que el método sea efectivo seria
de varias semanas o meses, Aunque los que estan a favor de este
metodo subrayan que e€s mas jimportante la relacién Na+K+/Ca++Mg++
que su cantidad en la dieta, es5 dificil creer que, por muy bien
planeada que sea esta suplementacién, no se verd afectada 1la
preduccisén o inclusive la salud del animal. Sobre todo cuando la
necesidad de modificar el suministro de estos minerales sea por
un tiempo prelongado. Por ejemplo, tomando en cuenta que en 1la
industria lechera se recomienda inseminar a las vacas 60-90 dias
postparto. el régimen se lniciaria a los 0-60 dlas postparto (si
suplementamos por 1-2 meses). En esta etapa la vaca esta
amamantando al becerre y, para el momento al que llegue a su
pico  de produccisn lActea, llevara varias semanas con 1la nueva
dieta. La c¢erda, cuya gestacidén dura poce menos de 4 meses Yy
que 8¢ puede cargar a escasos 20-30 dias postparto, estaria
scmetida a esta dieta durante el final de la gestacién Yy/o
durante la mayor parte de la lactancia. stolkowski ({citado por
Bird y Contreras, 1986), reporta raquirismo Yy menor tamano de la
camada en la descendencia de raras sometidas a dietas carentes de
factores necesarios para 1a ahsorcién de calcio.

A continuacién se mencionan posibilidades de toxicidad o
deficiencia caracteristicas de estos minerales en las que se
podria 1ncidir si no se hhace un calculo cuidadoso de su
suplementacidn. Ademds., se mencionan algunas caracteristicas de
la fisiologia de estos minerales. Queda en manos de
investigadores y especialistas en nutricién el dilucidar que tan
factible serfa utilizar éste método para controiar la pseh (en
caso de mostrar su efectividad) en animales productivos.
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- Sodio: iJunto c¢on el cloro y potasio, tiene funciones
importantes en mantener la presidén osmética, el equilibrio Acido-
base, el traAnsito Oe nutrientes hacia las €¥iulas, la contraccien
muscuiar y el metabollsmo del agua (Campbeli y Lasley, 1985 .
Ademas 8e sape que el S0Qlo es secretado en teche en granaes
cantigades. Por otro tado, su deticiencia Pproduce talta ae
apetito, apetrito depravaao, ("eStA demosStrado que en €} ganaqao
lechero §010 exXlste apetirto por el §0dioc ¥ Ninguno por otro
minerati™; Escobosa, 1887), disminuye 1a proauccion 1actea
({Arpiza, 1987; Escoposa, 1987). Los signos ae toxicidad del $04io
son: alarreas, tremor muscutar Yy otros.

- Potasio: Su CONSUMO en Proporcidn alta interriere con la
apsorcion de magnesio tATmza, 1987 Escopasa, 1987, La
deticiencia proeauce pProplemas cararacos (campnheli Y Lasley,
1585) .

- Magnesio: Bu deficiencla proauce tetanla de los pastos,
convulsiones, OplstOTONos, erc. (Campbell y Lasley., 1985).

-~ Cailclo: ge secreta en Leche en grandes cantiqades, Ccuanao
1a defriciencla es Cronica se agotah 1las reservas daei esqueleto
blandé (craneo, veéertebras, mandipulas, costillas) especlalmente
aurante la prenez (paresis del parto) y lactancia (Campeli vy
Lasiey, 1985).

Por s1 ruera poco, Escopoza (1987), anade una varlable mas que
nay que controlar, e4{ agua, Y dice:... "e1 agua es una ruente
importante Yy trecuentemente suhestimada ae mineraies. Pueae
ingiuir declglvamenrte sobre (08 minerales Trequeriaos en el
suplemento Y sobre la disponibiildad ploiogica de t0s8 minerales
ae fa racien”.

En cetinitiva, s1 este método tlene alguna aplicanilidad en
ia explotacion de ganado productivo, no serad tracit haltar la
solucién o soiuciones para cada caso en particular.

Restriccion de la alimentacion.

Mitra y Chowdhury (1989, en su estudio c¢on ratas, Yy
Meickle y Drickamer (1986), utilizando ratones, aj restringir
ligeramente ia aiimentacion dias antes del apareamiento
programaac opservaron etectos muy simllares al propuestoe con ia
Bupiementacidn e Ca++ y Mg++. La PpB rue signiticativamente
menor en lag camadas de Nempras sometldas a la subalimentacion.
La restriccion en estos casos CONB1ST1O en Privar a L08 roedores
ae  alimento #n aias alternos |los dlas que Se 1es  SUMIR1Stro
alimento 1o consumieron ad lipitum}.

En eL estunio ae Mitra y Chowdhury (1989), en e1 que
alternativamente se midid La activiaag de ja GPC dlesterasa ael
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fluido uterino, el grupo de hembras con alimentacién restringida
mostréd diminucién en la actividad de esta enzima al igual que las
hembras en el grupo suplementado con Ca++ y Mg++ (mencionado
anteriormente), siempre y cuando no tuvieran mae de 7 dfas Dbajo
el regimen de restriccion. En cambio. cuando la subalimentacioén
se prolongé hasta 21 dias, se abolid el decremento en la
actividad de la enzima restaurdndose la normalidad.

Previamente. Meickle y Drickamer (1986). hablan observado
que cuandoc a un grupo de ratas se le restringia ligeramente la
alimentacion, comenzando 7 dlas antes de la fecha programada de
apareamiento, la psan s8i variaba (disminuyendo}. Pero en un
grupc alterno, en el que la restriccion se inici¢ 14 dias antes
de la fecha de apareamiento las camadas presentaron psn sin
diferencia con respecto al grupo control. Estos autores,
sugieren que en si el efecto de restringir la dieta genera un
estrées, el cual puede influir en la fisiologia reproductiva al
afectar el eje pituitaria-adrenocortico—-gonadal, haciendo variar
la ps, Asi, las hembras sometidas al régimen mas prolongado
tendrian tiempo para “adaptarse” antes del apareamiento,
elimindndose el "efecto estrégs”.

Casi cualquier nivel de estrés en el animal. incrementa la
produccion de ACTH. esta a su vez incrementa la secrecién de
glucocorticoides (los principales son cortisol y corticosterona).
En el hombre, cerdo y perro, predomina la secrecion de cortisol
Y. en conejos, ratas y ratones la de corticosterona (Mc Donald
y Pineda., 1989). Kamel y Kubajak (1987). encontraron que la
corticosterona inhibe la secrecion de LH en cultivos de células
de pituitaria de rata tanto directa como indirectamente
(disminuye e! efecto estimulador de los estrdgenos sobre la
gecrecién de LH y aumenta el efecto inhihibitorio de la
testostercna). Suponiendo que fuera correcta Ja hipotesis de
James (1986), en la que los niveles altos de LH favorecen el
nacimiento de hembras. el estrés producido por la restriccion en
la alimentacién no explicaria la menor ps.

Otra posibilidad es el decremento en la actividad de la GFC
diesterasa observado en el estudio de Mitra y Chowhury (1989)

En la figura 3 gse observa la relacidn entre los niveles de GPC
diesterasa uterina y la psn.



CAPITULO IIX

METODOS PARA SEXAR B L ESPERMA
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IXI METCODOS PARA SEXAR EL ESPERMA

3.1 INTRODUCCION

Como es plen c€onoclao, 1a Glferenclacion sexua: esta
geterminada geneticamente por Los cromosomas sexuales X y Y (en
la mayoria ae ios mamiteros; Pinket et al., 1982a). Las nempras
poseen  ceiuias somaticas homogaméticas XX y 108 machos
neterogamericas XY. POr tante, 1as nempras Proaucen gametos con
cromosoma sexuai X unicamente y, en camplo, 10S MAacnos proaucen

gametos de 2 tipos (tanto X como ¥) en iguales proporciones. Es
por €sto que Se alce que el sexo de ia descendencia depende del
macho, concrectamente, ael cromesoma sexual que porta ey

espermatozolde recunaante |Burdoyne, 1987; Page et al., 1987).
Depado a estas diterencias geneticas cuairitativas ¥y
cuantitativas entre ampas poplLaciones ae éspermatozoldes, se ha
especulado mucho sopre 1as aitérenclas poteficlales morroiodgicas,
{tamanho, peso, rorma), t1siolégicas (motilldaa, Supervivencia,
resistencla al medio, exXpresion génica, etrc.) Y/0 tlslcoquimicas
(cargas eiéctricas, antigenos e superticie, etc.) cuya aeteccion
Y Comprensién pracisas PEermitTIran creadr métoqaos contiabies para

seleccionar eL  SeXo ae 1A asscendencla por meaio Qe
tratamientos especiricos ael semen (Amann, 1989; Gleahili, 1983,
1988; Pinkel, et aL., 1982; Pratt et al., 1987). Iguaimente
Permitir&n crear metoqos que aynuen a evaluar la etectlvidad de
108 anteriores, Los fracasos, tan comunes en el pasado,
parecian rearirmar ey razonamiento gque Beatty (citaao  por
Giednili, 1983) comenta: “... la Naturaleza, hablendoc pasado por

todo el problema de lograr cierta proporcionalidad entre los
Sexos es 1mpropabie que haya dado alterentes tenotipos a 1io0s
espermatozoldes portadores de jos cromosomas ¥ o Y, con el
Pellgro ae gue tluctuaclones amblentales rortuitas atectasen a un
tipno de espermarozoldes mAS gque ai otro. lo gque provocaria
LIUNTUAac1oNes 1NCONTtrolables en ta proporcion .

La reatiqag es que Tecnlcas reclentes {Amann, 1989; Jonnson
et al., 1989; PinKel et ai., 1%52) nan lograuo getectar algunas
de estas Qlrerenclas POT 1O que e5 pronanlie que a oorte plazo se
creen meroads <on  certeza  ¢ercAana al 100y y, por tanre,
universaimente aceptaaos. La erecrtiviqdaa de estas tecnlicas esta
qada  por que Fe nan aerectaqe  qalrerenclas  pequenisimas  entre
ampos grupas Qe espermatozoldes Y mas aun  por proqueir
“gradientes mlcroamplentales" ge magnitua tay que 1nriuyen
especiricament® sopre ajguna O ajlgunas de eSTAS Qlrerencias, coOsa
que seria muy airicll que Se Qlera ae rorma narural. AUn anora, y
a pesar ae 1as tecnicas., O meJjor alcno. Qe Sus creaderes, capria
C1TAr nuevamente A Eeatty {1%74): “"No parece naber al presente
alguna Ttecnica que Qe un grado supstancial ae CONTrol ae  ia
Proporcion Qe 105 Sexos raclimente repecibie en numerosos
lLaporatorios. Hatlazgos POS1T1VOS esTtaalsticamente
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SIGNICICATIVGS  nan £100 Ppubpiicancs perc no  tooos 105 ae
resuitads nhegativo, 1NIIUYyenao ae e£5ra  mansra (& l1iteratura
munoiagt,

congiaaraciones economicas n  ia experimentacion y en ia
practica. Para que aiguno dae 108 MATONOS del FBXAN0 sspermatico
recina amplia acepracion qepe MOSTrar su eractividad en varios
BXPATIMENLOS ¥ CON @YACUIAQOS Provenlentes ae Alrerentes macnos.
Un minimo e 59 emDT1ones © ANIMaies NACLAOS aenen CONSlaerarse
para (a evaiiacilon ae) semen Trataqec Yy un  numero 1iguai Qqepe
titiiizarse pAara e\ grupo control. Segun  Amann (1%8%), en un
experimento laeai se renarian que Utlilzar 6 eyacuiaacos (3
eXpRrimentaies Yy 3 CONTroies) oe cada Wnc de 5 TOros y tievar a
capo airededqor e 6000 INSEMINACIONSS para oORTENer 1NIOrMacion
Conrianie Qe (0H empriones O CrioSs NAC1ANS TARTo para #1  grupo
CONtros MOmO Para €1 experimentalt.

ExpPerimentos come 5 Menclonado arripa suponen una inversion
impresionante que sO10 Tlene <aso lievar a cape Bl se estima  que
a4 la larga reqituara en un peneticlo  economiCoc lAportante.
Taylor et al. (1%88), de la Universluada ae Texas, nicieron una
svaiuacién de ita pPosiPie Intiufncia gque ejerceria un método  100%
etectivo, $in aumente del COSCO a8l semen, ey vafor neto
promeaio por tinidad ge semen en % Toros Hoistein estuydlados  se
incrementsd de 3.4) oolares a 13.43 doiares y ce 20.58 aolares a
48.76 ooifares cuando ei precio por lLitro de leche era de ¢.13 ¥y
9.23 a6lares, respectivamente. En la actualigad el obtener semen
100% enriqueciao es UtOplCo, péro Se plensa que pronto se lograra
une ae  un 8% «e pureza. En este mismo estudioe, 1os autores
CONCLUYRTON Qque 10S granjeros pueaen pagar 5.81 y 16.91 aolares
mas por unidad de semen z0% eNrigueciao COn i8S Preacios por Litro
de tecne antes 1nd1Caqns.

En Méexicon e. precioc al pubhiLico ade (as qO0sis ae inseminacion
de empresas puplicas y privaqas para o1 segunao semestre de 1930,
rue d@ uNOS CLRANIOS Miles nasta mas ae 100,000 pesos (Inlestra y
RicoO, 1989). Cortes (1990), hiZo una proyeccison sobre el costo
de proguccien de dosis de 1nseminacion utilizando semen de  toros
importados Y rue ae $5,243., Con los rangos en precio y con el
ool 1 44] de proguccion, seguramente 1o Janaceros nacionaies
progrian arroncar S1in mayores proplemas un aiza en el precia  por
qaes1s ae 1NRSEMINAC1ON Siempre y Cuandao se les asegure un ©o% o
MAS de AX1TO en CORTrelAT 1A PSN (e S ganaac Con Semen §exaano dae
tertiiidaqa aceprahie.

ParAmetros en 1nseminacion artiticial con semen no sexaqoc. EL
indice de prenéc es un parametro muy importante para evaiuar Lla
caildad  rertilizaonra ael semen. For desgracia existen Mmuchos

tactores 1indépendisntes aqe 1a calidad semihai que en conjunto
ntiuyen sgopre 21  Indice de prepfe?, <como: ia habilidaa del
tecnien  PAra manejar €l semen Y el lugar deohde ¢ 4éposite, el
mOMEeNnto  0é 14 1nfeMiRACien dentra del periode tertil, Antervalo
partos & Primer s#8rvicls, ete,  Ofros  ractores, hasta cierto
punte.  aepennlentes  ae 1a4 calioan det sAmen  son: namero de
SRYVINLIAE  pOr  CONGARMION,  COnCantracien Oaiuiar ae  La  0osis
INSeMINANA Y esPacie animal.
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En la practica, en estapios lLecheros 21 1npaice ae prerez ael
nato estd 1nrimamente relaclionaqo con el numero ae §erviclos  por
concepclen, este a sU Vez Qepenae en gran parte ael tamano ael
hato ¥y del intervalo entre partos. En  términos generales es8
aceptaple un indice de prenez dei 50 at 80% con 1.4, 1.8 y 2.2
Serviclos por CONCepcelén para hatos chicos (promeaic = 100),
medianos (promedio = 500) Yy dgranaes (> 1000 vientres) con un
intervaio entre partos ae 92, 60 Yy 45 daias, respectivamente

(Pérez, comunicacion personal}.

varios de io5 metoQos que aqul Se exXponen, rueron 1ideados
originalmente para 1ncrementar la motlliidaq y 1a caridad en
generat ael semen e personas supteérciles, Ei1 opjetivo tinai ae
la separacion de espermatozoldes €5 €1 utiiizar estAas Técnicas
para lLa 1nseminacion en torma comerclal. FPor tanto, €5 requisite
inaispensanle que el esperma se recupere en porcentaje,
concentracion Yy Motllldaa aeseaples despues del tratamiente. De
ta misma manera, el inailce ae prenez <con semen seXado debe
presentar los M1SMOS 1ndilces ae rerciilgaa gque ei  Semen no
sexado. Por ejempio, eh L ganado DOVINO, 10S parametros promeailo
que guaraan las Qos1s (e 1nseminaclion proaucidaas por diterentes
companias nacionales son: motiligaa, >65%; concenctracion, 1z
millones ae espermatozoldes; ¥y no mAS del 10% ae espermarozolaes
anormates (Iniestra y Kico, 1989;.

Ciasiticacion de 105 m@méetodoS para gexar eL semen. se nan
aescrito variocs mMeroaos para sexar el esperma. f£n este trabpajo
se clasltican segun la cuallaaad Qqe 108 espermatozolaes que
pretenaen explotar para su separacion. rero, como toaa
clasiricacion, adolece ae un Gerecro: no se puede nacer una
divisidn tajante (Y Menos con marerial D1i16gico) de CORCRPLOS
relacionaaos entre si. AiQunos as i0S CONCepros ocupan ras ae un
111gar Qeptro Qe 1a CLasiricaclon o atgunos ae 105 metoans se
combinal entre S1 y S€ pueden utiiizar para explLortar mas ce una
caracreristica.

Las cualigaanes espermaticas, base Qe ia €¢lasiricacion que se
tomaron, sont

- Caracteristicas supertriclales H ancigenos, cargas
alsctricas, mortologla, etc. Algunos ae 10s mernqos dque pratenaen
explotar alguna ae 1as CAracteristicas senaradqas son: separacion
inmunoldgica, €1ectrororesis, tinclones alterenclales.

= Caracteristicas 1nternas: peso, aensiaad, motiiigaq, etc.
ALQunos de L0S MeTOOOS S0N: separacion en graaientes ne aipumina,
separaclon, cromatogratia en columna, separacion por
centritugacion en graaientes ae aensiqaa (continua [+]
alscontinua}), separaclon de riujo.

La erectividad de estos metoaos aeheé corroporarse a su vez
Por medlo ae Ttecnl1cas alternas (CAT10TIpO, cl1tometria as rijo,
etc,) 0 Al Nacimienrto 0f L0S Crins. N Quaa A# i1a etectlvioaa Aae
aigunas qe estAs técnicas alternas (v. gr. tincion ael cromosoma
Y <en quinacrina) para 10entiricar LAs ponlaciones a8
espermatozolges enriquecinas [+] nn  por 10 gne a 1a8
espermatozoldes §¢ 1es liamars X- o Y-putarivos cuanao se  naya
Ur1112a00 atquna ae esTas como medln ae COMpropacinn,
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3.2 SELECCION DE ESPERMATOZ0IDES MEDIANTE LA DETECCION DE
CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE SUPERPICIE

Separacién inmunoidégica ae espermatozoides
{deteccién ae anctigeno H-Y)

El antigeno nistocompatibitidaa ¥ {(H-Y} es conslderaqo macho
especitico y puede ser laentiricado seroiogicamente 1in ViTro
(Koo, 1981; wachtel, 1975a, 1984; Wiberg, 1987). Ha s1q0
localizado en 1a reglon DPOSterlor de la cabeza y en la region
medla del tlagelo en espermatozoldes del raton, numano, carnero y
povino (Amann, 1989; Bradley, 1989; braaiey et at., 1987; Iyer st
at, 1989; sarkar et at., 1984).

En teJido testilcuidr 56 na i0callzado €n 1a membrana ae
celulas ae Sertoll Y en cltoplasma ae celulas de Leydlg, tampbien
en celulas columnares de epildidimo (Iyer et ai., 1989).

Las pruepas 1lnmunoi6dlcas utlllzaaas MAS COmtnmente para su
getecclon  50n: 1nmunoriuorescencla lndirecta (IFI;  Bradley et

al., 1987; Hinriscnen-Kohane et al., 1965; Iyer et at., 19897,
enzima-inmunoensayo (ELISA; Bradley et ai., 1987 Iyeér et ai.,
1989, citotoxiciqad ceiuliar {Gotanerg et al., 1971,
Mm1Crocitotoxicidad (lyer et ai., 1989 Y pruepas

inmunchistoquimicas (Bradley, et al., 1987; Lyer et ai., 1989;.
Los espermatozoiaes como LlOFf demas T1pos celulares presentan gran
cantiaaqg aqe antigenos en su superricie por (o que se nace
necegarlia ta yrililzaclion Qe ANTICULIPOS menocionales con €1 tin
ae aumentar (a especiriciaaa  qe ilas pruenas {Hinricnsen~Kohane
et al., 1885).

Pensanao en que 1a presencia aqe este antigeno macnpo
especirico sea proaucto de 1a expresion geéenica hnaplolqae en
espermatozolnes portaaores del cromosoma sexuai Y, s intento ia
uT1i12acién conjunta qe Suero antl H-Y Yy complemento (Pprueba
C1toroxica) para €ilminar la mayor Partce (e 1os espermatozolaes

que presenten esTte antlgeno en sU memprana  cejular. As1l, e1
esperma restante quedaria Eenrigueciao en e5permatozoldes con
cromosoma sexuar X (Goiaperg et ai., 1971). Este esperma

resuitante Serviria para aesviar 1a psn  en ravor ae tas nemoras,
All (citaqo por Eraaley, 1988) mediante la tecnica de IFI, en lra
cual no se utillza ei Comptemento, puao disringuir aos
pepLaclones ae espermatozioaes (H-Y positivos y H=Y negativos) en
proporeilen aproximada ae 50:50 10 que concueraa Con 1a  N1potesis
sopre e1 anrigeno H-Y como macho especirico.

Hay razones teoricas para creer que ei antigeno H-Y esta
presente en proporciones simlilares tanto en espermatozoiaes Y
com® en 105 X (Amann, 1989). ESto puede aeberse a: que (os
eSpermatozolass en generai Cohserven parte d2 ta mempDrana ae  Las
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ceilllas menos direrenclacas y Aaiploldes que les aleron orilgen
(Golaperg et at, 197i}; a que antigeno presente en 1 mealo tlas
celulas 0f Sertoll secrecah este antigeno a 1a luzZ ae LOS TUDULOS
seminireros: Braaley, 198%) sea aasorpiao en 1a memprana
plasmatlca de 10s espermatozoldes; o pleén, al paso a2 RNAm o
proteinas de espermatlaa a espermatioa a Traves ae LOS puentes
CltopLasSmMAT1cOS que 1a§ conectan {pag. 75; Braun et at., 1959) .
En capitulos POSEEriores £€ anonaara SoOpre la especlrlclidaaa © no
Qe este antigeno <COmo mMAcNO especitlco, la  proaucclon ae
antisuero H-Y ¥y las Pruepas utillzadas para su aeteccioén (pags.
49-57} .,

A contihuacién se hace uha bhreve resena ae atgunos ae 108
trapajos que 5€ Nan rL£ailzaqao intentanao separar el esperma en 2
poniaciones mediante la Geteccclon ae este antigeno,

Golanerg (1971), en un estudlo con esperma e ratom, utiLlzo
una pruepa citotoxica con el OpJeto Qf eiiminar a los
espermatozoldes H-Y+., LAas celnlas danagas Las evaluc meaiante 1a
Tinelon  SUpravital de tripan azui (en la que s€ tinen sojlamente
celulas muercas). En no pocas ocasiones &e tineron un numero qe
celulas superior at 501 . Encontré tamnplén que existe qiterente
Buceptibliliaaa del esperma ai antisuero H-Y segun la cepa de
ratones de 1a que Se optuvo €41 eyacuiaac evalunaao. Estos
haitazgos ponen en duna ia £speciticidad de este antigenc como
exclLus1ivo ae ceinjas con cromosoma sexnalyY.

2avos (1963;, estualianan un tipo g2 tratamiento vaginal,

1ncunsd el esperma €n un medio con antisuere H-Y y trata  con
goluciones vagqinaies (a nase ae estce antisuero) a conelas
previamente a s 1nseminacion. Despues e una nora qe incupacion
aisminuye ta motiilaan gel esperma trataqo en  un  28.5%. Este
resultaao conicidle con la requeclon an €1 porcenrajle ne  machos
naclaos (=29.8%) ae las hempras tratagas previamente a siu
1N§em1nacion en Comparaclon COn 10§ MACNOS Naclaos ae Las nempras
control. £En ei primer caso la ps rue de 0.258 y en e1 grupo
controi la ps tue qge 9.556. Estadisticamente nabianac ei inaice
ae prenéz y ei tamanoc de la camada ae l1as hembras tratadas no
variaron COmMparanos con ios PAraAmMEtIros ODTAN1ANS GON 1as nempras
apareagas naturaimente, EStOo 1nalca que La VAriaclon ne la ps no
se depld a qllerenclas Qe mMOrtaildaqa en LOS emDriones en ampos
grupos.

Al (1987}, llevo a cabo 1A SPPAracidon qe 1las 2 popilaclones
ae espermatozoldes meaiante un Separaqor epular Activado por
Firuorescencia { FACS, por SuUs s1glas en 1ngles)., Los

espermatozoldes pPrimero s€ incubparon en anctisuero H-Y vy, despuss
ae un lavaao, los marco con un conjugaao ae anticusarpo Yy
colorante tinorescentre {este gsgunao anricuarpo va airigiao
contra el Primerc) Y por titimo 10s8 somerio & La separacian.
Despues an 1a separacion ia rasa ne Lt0s aspermatozolae

putativos imarcados) Tue ae; 24:76, 1£:38 b4
La tasa de tos espermatozoldes X putarivos para
asos mismos animaies tue ge: 74: 24, 65 Yy
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respectivamente, Este metroac (FACS), separa relativamente pocas
€éji1as  per minurto ademas de que Atecra La  v1ianlaiaaa de  ias
cealuias por 1o due no Se pueden reallzar desarios ae 1Nseminacion
(Braaley, 1988;.

Bradley (1988), reporta la separaclén de espermatozoldes
qurante 5U Paso en una columna a base de camas de Serarasa-eéMB  y
anti-IgG (e rata. LOS espermatozoldes Primero se 1ncupan en
antisuero H-Y y, posteriorments a in iavaao, Se Nacen pasar por
ta coiumna de Serarcsa. Los espermatozoldes no rijanss en  esta
columna se npacen pasar mediante lavados BUCes1vVOS hasta que ya no
se observan  mas espermatozotaes aL microscopio. Los
espermatozoldes t1jades especificamente (Y Puratlvos) son eiuldes
ai anaglr un exceso Gf Suero No 1NMine. AMPas Lracclones  tueron
tenidas con un conjugado de 150T10Clanato de tiUOTesC#1na + AnNti-
1gG de rata y evaluados al microscoplo. Del 70 aL %0% de los
espermatozoilqes no fljados especificamente en la <olumpa no
mostraron tiuorescencia (H-Y negativos) y, alrededor del 80% Qe

108 fr1jados especiticamente S1 {a mostraron (H-Y positivos). En
este exXperimento £610 fue Tracuperaqoc un hajo porcentaje del
volumen espArmatico originat, Actemas 108 eSPATMATOZO10RS

recuperados mostraron baja viapiliaaa,

Zavos {cl1tago por Amann 19893, utiiizo una coiumna
inmunoriitraqaera con anticuerpos monoclonaies antl H-Y con el
anjero de que 1os sspermatozoldes Y guedaran ti)os en «sta y asi
el semen recuperaqo estaria enriqueciqo en espermatocolaes X. De
198 empriones oOptenlaos Con semen procesado ae 6 tOres, pudo
sexar 127 mediante cariortipo Yy ae esros #1 Al % rueron hempbras.

Atingite teaos estos métodos han demostrado 1a exl1stencia de 2
pobiaciones de espermatozoides &N refacilon a La presencia ael
antigeno H-Y en B1l  Superricile, es hecesario  compropar que
reaimente corresponaan ios H-Y negartives y Los H-Y pasitivoes a
108  espermatozoldes X y ¥, respectivamente. Ademas, a excepoldn
Qe los experimentos de Zavos cltados anteriormente, todos los
méetodos mencionados arriba tienen que vencer serlas
contrarledaqes antes de hallar aplicabilidan en ta reproaucecion
animai Y tos de Zavos Tiene que moSCtrar Sl erectividad en  orros
1aporarorios y con ntras especiles animales.

21



Electrotoresis de tlujo libre
{detecc1én ae cargas de superticie}

La etectrotoresis es Un método que sirve para separar
MOLAcULas (50MEr1das 4 Un CAMPo £L4cCrico Y dentro ae un  sistema
que permita e} tin)o) de acuerac a La carga neta + o6 -
que presenten a un pH dado.

Gleahili (19#8), sefala que No hay razén a priori para
pensar que Llos espermatozolnss X &4 Y dirieran en cargas de

superricie. Ann asy, en un campo eleCcTricCO algunos
aspermatozolfes Se mueven hacla €4 a4nodo Yy orLros naclila el
catoao' ‘., La velocldad de migracion ae 10s espermatozolaes

nacia alguno de LOF Campos electricos aepende ae la aensidaa  de
carga eitectrica en sU superricile (Kaneko et al., 1%84).

En esta tecnhlca, &l esperma ¥y la solucién en La que nada
tiuyen perpenaicularmente A UN CAMDPO elacrricn par o qie 1A
separaclon geperia esrar aada (en Caso ae gque este metodo no
inmovllizarA a 1os espermatozoldes) tanto por diterencias dae
motilidad como por qiterencias ae carga (Amann, 1989).

Kanero T atf (1984), PN un estudlo en ei que lavaron esperma
fumano para eifiminar et Pplasma semina{, (o sometleron a
electrotoressis ae riu)o a pH 7.4 dentro Qe una camara en ta que
pueden ser recolectadas nasta 20 diterentes tracciones. Ei
destino e tos PSpermatozoldes depenae dae la intluencia que el
campo  e(&ctrico #J)R2rce snpre £110s. POr medio @e monitoreo con
cAmAra fe viaeo Yy anallsis COMPNTArizaao registraron 2 plcos  ae
migracion, amnpos diriglancs nacla ei anodo, Despues aelt
tratamiento tineron Los espermatoZoldes con quilnacrina (colorante
nuclear que tinhe “especiticamente” al cromosoma ¥, COnocido como
COrpusculo tluorescente o corpusculo-F). Encontraron que l1os
espermatozolqes que migraron mas raplac nacla €L Anodo no  se
tineron en apsoiutco (X-putativos) y los del segunao plco se
tiferon =2n  un 83-8%% (Y-puratrivos); los espermatozolaes de  la
muestra ccontroil Se Tineron en wun 46-4”8%, En  este estudlo
concluyeron que (oS espermatozoldes X-putatlvos presentaron  una
carga neta negartiva mayor gue los Y putativos, Yy que esta carga
se depe, aparentemente, a diterente contenido en Acldo S1A11co en
1a mempbrana plasmatica. ESta nipdtesls la pbasan #n la opservacion
ae que 1a M1Igraclon hacia €1 anodo de ampas poplaciones Yy 1a
migracion Qlrerenciat entre eJlias dlSMINUYO e muestras ae
#Sperma trataaas con sialiaasa.

£ngelamnn er al. t1YAA), opPTuvVieron regultancs compietamente
QISTINTOS, en RSte CASN LOS ASEPETMAtozoldes que Se  tineron con
gulnacrina (Y-prutatives, £0%) rueron 1Os que M1graron mas Traplao
NAC1a 21 aneno. LAS Iraccilones (e eSPArmATOZOLAeS MAS cerca dael
CATOAO tueron casi 100% X-putativos (tigura 4). Evaiuaron tampien
21 conteniaoo e AcCiOo S1a11CO en €1 plasma Seminat Yy en  ia
MEMOrANA PLASMATICA dA ASPArMALOZOLAES Y SNCONETATON que este es

[¥]
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3 ¥ 5 veces mayor, respectivamente, que et presente en plrasma
sanguinen. £stos autores Citan a Schlliing T al. que ai nrilizar
el esperma aqe animales QoMesTICOS pPATA  lnseminacion  Tratado
mediante este mAtodo, ORPLUVIATGH Lina PBN mWas8 alta ai turiiizar Los
espermatozoides que migraron nacia el Anode y mayor namere aqe
hempras con 10s espermatozolides gque migraron nacia el chtouo.

X~putatives
-
saperik Corpésculo-r
Q Y-mitativos @
»n "
©f I
¥
z L] = Frocror e

Fiqura 4. Migracion dqe espermatozoiaes X # Y en un campo
electrico (ver tevtoj. Tomadne e Engeimann et
ar.,, 1988y .



3.3 SELECCION DE ESPERMATOZOIDES MEDIANTE CARACTERISTICAS
DIFERENCIALES INTERNAS

Separacion en Gradientes de Albumina

En 1973 tue patentaca una de 1as técnicas MAS CONOMidas en
el rcampe 4ae la separaclon espermatica. Ericsson et al. (1973),
lograron alsiar rracclones ricas en espermatozoldes Y al  colocar
fgperma NUmMano Sopre Columnas Qe albumina serica hovina con ha)os
contenidaos dae sait.

La pase de ta separacién £s la motilidaa progresiva Y ila
aparenrtemente mayor nabilicad de 108 espermatozoides Y para
atravezar la 1nterrase entre tiuldaos de direrente daenslidad. Los
esparmatozolqes as 134 Iracclon recuperada pPresentan moriliaaa
progresiva ¥y velocidad aitas (Beernink y Ericsson, 1982,
Ericsson et al., 1973; Quintivan et ai., 1982). Ademas de
selecclonar 108 espermatozoldes ¥, #1 esperma trataac esta libre
ae espermatozolides nNo Metliles, de espermatozoldes de mortroiogia
anermal Y de materiail contaminante {ceélulas germinales, rédiutas
epitellates, Aetritus, material particulade, etc.).

Los espermaroznices, principimente ios Y, migran hacia ta
cojumna ae albumina en 1 hora. Toao o1 experimento qura de 3 a 5
horas assdae ia recolecc1on del semen (DmMOWsSK1 at al., 1979;
Glednitl, 1988). La 1aentiqad de 106§ eSpermatozolaes en CHARLO  a
que cromosoma sSexuai portan tue #vailada medalante ia rincion ae
quinacrina en ia mayoria ne Tranajos que reportan PXLTO

ut1112anac esta tecnica (Ericsson, et ai., 1973; DMOWsKI &t  ai.,
1979; Quiniivan et ai.. 1982; Corson et ai., 1944). Esta tincien

soiamente tine e1 cromosoma Y e humanos y de algunos primates
POr i0 que no puede S#r UT1i1Zado #n anilmales domestlcos, aungue
OLros altores arirman [0 centrario {0gawa et ai., 1988: Sidnu et
al.., 1988a,b).

Lns pasos generaiss que COrresponden al matoao haslco de  un
paso (Ericssen er oai, 1%?3}) som:

- D111 #1 #YAculado en proporcien 1:1 en solucién Tyrade ¥y
se centrizinga X 1S MInULos a 4000 r.p.m.

- s rACUPSTA 21 DOTON Ae  esparmatozoldes  y  son
r25USpenalnos en solucisn Tyrode a razon e 100 mi1lones/0.1 mL y
§8 2VAINA SU MOT111AA0, Yy mortologia.

s 38 011MYeN 1S BSPRTrMATOZOolaes a concentracian  rinal  de
e miiloness/o.Sm en sorucion Tyroage,

- =» prepara lLa columna Qe Aalbamina en una plpeta rasteur
capliar, @.9m1 a pH 7.4~7.h. LA concentracion puede ser de 3 a



- S8 cupre esta columna con ia aftleuota de 0.5mi  antes
senaitada.

- Se remueve 13 traccion superior despuas de 1 hora y se
evaltan por separado.

La traccidén superior siempre mostrara espermatozoldes de
motllidad y morroiogla deticientes y al contrario para ios
espermatozoldes que penetraron en la columna de albumina.

Este meétodo se puede modlricar realizando mas de 1 paso (2 o
3. Para esto, se recupera la rraccion interior, se centrituga,
Se eiilmina el sobrenadante y redirluyen los espermatozoides (misma
concentranisdn  y vaoiumen)., Esta alicuota 2 se coloca sobhre una
nueva columna de alhuimina de Mayor densidad que la del paso 1 ¥y
lo mismo para e€i tercer paso. Cada paso 5e realiza en un lapso
de 1 hora.

utra varlanre del metodao dite se puyede utjilizar =25 el de I
paso en columna de albumina con dlterentes densldades. pPor
ejempio, una cojiuymna cuyas concentraciones gean 10, 15 y 25% de
0.3ml ¢/u ¥y aecrecilenad en densiaad ae arriba-abajo. El método de
3 pasos 3 densidades parece ser ei que meJor tuncionpa (Beernink y
Ericsson, 1982; Beernink et al., 1988; Ericsson et al., 1973},

Ef #&xito en el eriguecimiento Qe esperma Y mediante este
méetodo puede ser superior ai 75% (Beernink y Ericsson, 1982;
Beernink et al., 1948; Corson et al., 1984:; Ericsson et ait.,
1973; Quinlivan et al., 1982). La motilidad se ve generalmente
mejoraada (aun en eStudlos €n 105 que Se reporta tracaso en fa
separacisn), siendo comin que sea superior al 90% (Beernink y
Ericsson, 1982; cCorson et al, 1984; Ericsson et atl., 1973; wWhite
et al., 1984; Zavos, 1985).

En animaies dOoméstlcos eXlsten pocas investlgaclones en las
que se naya lntentado Utlilzar i procedimiento. En uno de los
POCOF Ttrapa)os que §e reporta exito en animales, White et al.
(1984)., medlante un metodo aigo direrente al arripa expuesto.
optuvieron un 75% de macho§ nacldos (N=25) al 1nseminar a ovejas
con semen onteniac de la porcién interior de la columna  i6m1)
POST centritugacion. Estos autores ntilizaron tamhisn 1a porcion
superior (2 m:) con  la 1qea de que estaria  enrigquecian  en
espermarozoldes X, aeSpues ae centritugarlia y resuspender et
sedimlento, 1nseminaronR a ias hempras. Nacieron un 63.3% ae
hempras (n=:22). Los 1ndlces de tertilidad tueron dei 58.1 y 47.7%
para 1as traccilones 1interior y superior, respectivamente. 2Zavos
{1985), no optnve resnitaacs posiTivas utilizando la técnica de
Ericssan et al. (1973), en la separacilon ae espermatozoldes de
Tone3o.

Univiendo a 103  esTUd1os en  humanos, duinlivan et ai
(1932), encontraren que el grade de separaciéh en mues
IMNAIVIMIALRS MeITrana 11NA varlacisan consideranle, 1o gue  ayp
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en parte 108 resuitador contradictorios pubilcades en diterentes
reportes, Tampien en 10 Treterente A La cantiqaq ae
espermatozoldes rTecuperaroes los resultades son muy varliaples,
aesde 1-5% hasta 44% ae recyperacion.

Varios autores ponen €n duqga la etectiviqgad de esta tecnica
en ia separacidn de ios espermatozoldes en dos poblaciones sSexXo
alstintivas. PPro, debido a Lo contundenre de 10s resultados
obTeni1aos en Numerosos CANLIOS de 1NSeminacion humana en los  que
se utiliza el método de separacisn espermatica medlante columnas
de albumina donde la psn na Si1do alta {>75%; Beernink y Ericsson,
1982; Beernink et al., 1989), varios autores, 1inciuyenado a 1Los
detractores ce i3 técnlca, especulan sopre otras posiples trormas
de accion. Por ejemplo, S1 la etectiviaad de e#ste método se basa
mAs Dlen en alterar diterenciaimente la capacidaa tertiiilzadora
de ampas poplaclones espermAticas Y no en #£1 enriquecimiento en
espermatozoldes Y. Schenck y Amann (1987}, demostraron que la
alpumina sérica disminuye la capaciaad tertilizadora en et 18 a
24% de Los espermatozoldes al activar prematuramente ia reaccién
acrosomal, aungue no determinaron s$1  hubo diterencia entre
poplaciones X o Y. Snetties (1987), senala que La 1inseminacion
artiticial periovulatoria {con este CTlpo de sSemen) podria
resultar en una migracion diterencial entre espermatozoides X y Y
Yya que en pruebas 1n ViLro £ ha VisSTo que 10s espermatozolaes Y
nadan mAs raApido en moco cervical periovoultaorio.

Tincién Qe Quihacrina, ?espec¢itica para crofosoma Y7 Existe la
duca sopre s1 la tincisn de quinactina s Htil para identiricar
el cromosoma Y humano {Thomsen y Niebuhr, 1936}, daejando
incierta la etectivigad de Los matoaos para separar
espeArmatozoiaes que utlllzaren Asta  tincidn Ccomo medi1o as

comprobpacion. La especiticlaoad a2 La qUINACrina  (como  tincién
para cromosoma Yi na s14o evaluada con CACNICAS  d8  mayor
aceptacion, Por e3jemplo, al reallzZar ei cariotipo de empriones

nipridos producidos mediante 1a terrilizacion de  ovoriros  de
namster denutados CON e€sperma sexado por gradlentes de alpumina,
Branaritf et al. (1986) y Ueda Yy Yanaglmachi (1987). no
encontraron una Pps alta camo §e espararia s1  en retidaa el
eSPeIMA  estuviera enpriqueclao con espermarvozolaes Y. ANN  mas
COnflstentes sSon LOS hallazgos optenidos mealante citometria ae
tiujo, que como se expllica posteriormente {pag. 36, 97-100), mide
l& cantidaa de DNA celular en torma pastante Pprecisa. Las
diterencias porcentuales en 1a canriaan ae DNA (3100 o)
espermatozolides X y Y en animales Aomesricos Y £ NUMAno es aei 3
al 4.5% (Garnper et al., 1983; Pinkel et al 1982a}). Meaiante
esta  tTACnlcAa no £€ eNCONtId ANT1QUeCIMiSNto alguno el sSemen
havino trataqo con ese rin iPinkei er al., 198%),

McDponough (1887} senala que Ta —EnFCIan riuerescanre et
cromogoma ¥ pueae ser pequena ¢ nNo SHISTANLe BN AlgNNos pappres &
neclusive, algunas mu)eres prieaen presentar sAre1tes
fluorescentes y Centromeras I iUOrescantes. Ademas, #n  VAT10S
trabajos no se na V1sTo SUTIQUECINIANTG fde  1nR  eSperMATOZO1AeSs
COrpasculo-F positivos post-fraramiento (Amann, 1989; Gleanily,
1968; Ueaa y Yanagimacnhi, 1987}).
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Aunque ei panorama para el tuturo de esta téecnica en el
Area de produccién animai es Ssombrio, sU utllizacien en
reproauecidn  numana dista mucho de ser desechada. En el sector
pecuarieo ge necesita ta reailzacién de mayor investlgacioén para
conocer su valia y aplicapilidaaq.

Cromatogratia en columnas de setadex

Al contrario del métado anterior, con esta tacnhica se
praetende ei ajislabiliento de espermatozolides X. En resumen, &ge
deposita 1 a 2 Mt de semen tresco sobre uha coiumna de 1.08 X 12
cm e gel de Setadex. Para tiitrar el seman se anade soluciédn de
Locke a una remperatura de 22-23 grados centigrados. Se
aesarnan 165 Primercs 3-4 ml y se recolectan tracciohes as | mi.
La maxima concentracidén se optiene &N (O0S Primerns nueve tubos
recuperangose un 35% de espermatozoldes {Quiniivan et al., 1982).
La motiilaaa mejora  supstanclatmente Yy 1 porcentale de
espermatozolaes corprigonin=F negatrives (X- pirarivos; se
1ncrementa Alrecedor ae un 23% [(Corson &t ai., 1%W3: Corson @t
at., 1984; Quinlivan et ai.. 1982},

Adimoeija (citaao por Gleanill (988), An un estudid> de 8
anos con parejas voluntarias, optuva un 100% as ex1to, ae 48
Partos Racieron 45 ninas. e entrada suena 1mpresionante pero La
reatiqad <5 que A1 ASTUQLO 10 1nlclaron 269 parejas. Tan ayira
aesercion no permite tomar COmO Qerinlitivos estos resiitados.

Fernannaez et ai.{194pa), <rgumentanco daiterentes peso y
velonlaad entre  1os espermatozoldes X e Y, lograron separar
sSubpoplaciones enriguecinas en espermatozoldes Y y subpoplaciones
enrigqueclaas en espermatozZoides X utiiizando semen bovino. EI
procesn de separacion, dicen, se ileva a cabo al einir el semen a
fraves e una roiumna de setadex a nnpa velocidaa 1gual A la
veloriaad media de oS espermatonzalaes a  temperatnra  constante
134.5 graaos ¢entigraacs)., aonae 1os e5pPArMATNIN1dRS son
Arrastrados A dlrerente velocidaa. La veiocigad promeain de
MIgracion de (as SSPermarozoldss Lue medida Al MOmMento de evaiuar
1a catiaada del eyaculano y, despPués ae procesaqe, a rada una de
tas traccionng recolecraqas. seguan estos autores los
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espermatozoldes recogilans #h Las Primeras traccaiones son 108 X
mennr velocldad) Y 105 recogians en ias uitimas traccienes son
los Y. $e 1nseminaron hembras para veriticar la etectividaa dae
ia separacion sequn la psn. La psn obtenida con el semen X-
putativo tuede 0,38% (n = 3%) y la psn al utilizar ef semen Y-
putativo tue de 0.778 (n = 9). La psn naturat (0.52) la
determinarcn a PAartir ae millies de registros fne la Facuitad de
Cienclas Vereriparias ae la UBA (Argentina}. En este estudio fa
concentraci1dn espPeTIMATICA de 1as QOS1S e 1nseminacilon tie de 30
miliones y @1 procentaje de prentz a la primera inseminacion tue
e 68.1% para el semen X-putativo y ae 28.9% para ei sSemen Y-
putativo. Deb1ao al Hajo numero de opservaciones para los 2
tipos de semen {39 y 9 criasy, hicieren una prueba masiva
{Fernanadez ev al.. 1986b) en la que se obtuvieron 198 crias
conciluyendo que la propanllidaa de error tue de P >0.001 (nho
reportan resultaqos qe este segunao estudiol.

Aunque (a ifiteratura cita trabajos con 76 a 95% de exite en
lLa separacion de espermatozoldes X por cromatodratia en coiumnas
de sephadex, Beckett et al. {(1989), no nallaron diterencia
fi1gnificativa alguna en ia proporcion es espermatozoides X entre
el semen trataao Yy el no tratade., Estos autores sexaron el
esperma pre y post-tratamiento por 3 medios: tincioén ae
quinacrina, carlotipe e nibridizacion deil DNA; siendo las dos

titimas técnicas muy contiables.

Centritugacion en gradientes de densigad de Percoll

?Que  es et Percoll? El Percoll es un gl ae sillce modiricado
cuyas particutas estaAn recublerras con pollviniipirrolidona
{Kaneko et al, 1983; Mc Ciure et ai., 1989} la cual parece
conteririe propleaades inertes por 1o gque el semen recuperado
Puede utllizarse 51N riesgns de proAucir CPACClONAS LNTlamarorias
en #1 tracto reproductor temeninc {(Pilckering et aj., 19891,
Depido a  Ser poco V1SCOS0, Permits La sedimentacian e  las
cé&luylas aan a veiocldacdes de centritigacidHn bajas (300 X gy,
Adem&s, con el Percoli, se pueden nacer soluciones ae densidaa de
hasta 1.13 g/ml sin el 1neremento 42 1A Presion osmotica {Pertott
€1tago por Kaneko 8t ai., }9861. ESTas CAracterist1cas  reaundan
en U pajo  namero as  celn|as  dqananas., La aensidaa  ae
seaimentacion ae eQullipbrio en 2! esperma hnmano s ne 1,11 A
1.12 (Kaneko er al, ¢1tados por Kaneko of al,. l98K) y parece ger
qie es menor ta densldaa de los Y (Forster et al.. 19&3).

34



Al igual que las térNlaas  anteriromenre  mMenclonadas. 1a
cenrritugaclion en gra:eéntss e Percoll rue creana ariglnajmence
pPara meJorar (a catidan del £AMeN de pacientes con propilemas e
terviliaaa, El semen onrtenido pasfratamliento  esta  tipre  de
componentes anormales © 1iregulares y e [1nroecitos. Las
poblaciones pAacrerianas A1sSMInNysn en torma 1mportante gquedando
s0i0  CRpAs nNn  parsgenas  acoptrotanles  con PDAaCrerl1osTAt1lCcoS.,
TAamMDIeN €& 2J1MINA LA mayor payrts ae! DIASMA §eminal. Ademas, en
las tracciones 02 mAyor Aaensidan ne bPercoll (K]1-90%)] se recupera
22% de 1a concentracion orlgina: o ivi e !ns  espermatozolaes
mOtiies ¥ con mejor tertillidaan que los controtes (Forster et af.,
1983; Iizuka =t al., 1488, -

e plensa que At somerer A  los espermarnzolaes a
centritugacion, La parta mAs pesada ge (oS mlsmos mirara en
direceisn  ceptriruga (Rhemrev et ail., 1988). kn un medio con

direrentes denslgaqes {de MeNor a mayor y de arripa abaja) LOS
espermatozolaes X Senimentarian mAs rapido (Kaneko et at., 1987).

En el eSTUAlo ae Kaneko =t A1 (19A7), uTiiizaron una sojucien ae
Nycodenz (en |a que ia Sedimentacién ae Ins  eSPeImatozoldes  es
simllar a la gue Se presenta en soluciones ae bercoll) ¥

concluyaron qie Ademis 4@ 13 QeNSinAad, C©lerras TATACteristlcas de
sSuperricie (pPoSlniementse Cargas ejectricas) 1lnriuyen tampién en
la veloclaaa e sedimentaclon de 10§ esSpermatozclaes. Mediante
este metono Sf  prectende la obtencilén ae  tracciones  ricas  en
espermatoznlaes X.

En reracién At Sexado espermatico S§e nan hecho pocas
1nvestigaciones utlllzanaa este métedo. Kaneko et al. (1983),
trataron semen humano y obrtuvieran un 73% de espermatozoldes v-
PUtAt1vOE A partir de 14 ¢Apa ae menor densidad i(<1.06 g/ml) ¥y en
la traccicdn mAs  densa t21.01 gsmid detectaron un  27.4% de
AspArmatnzolaes  corpusciio~F pesitivos o, A1chs de otra manera,
72.6% aes espermatozoldes X-putativos. Iizuxa et al. (1983),
utilizaron 2 teenicas, para mejorar la  tertiliaqag de semen
numano: en 1a primera, €©On tuha capa de énsidad unica, obrtuvieron
©na psn as 0.214 tn = 3%}: medrante 13 segunda tecnica, en  la
qUae Uutlilzarnn esrratos 2 glrerentes aensidades, reglstraron una
pPsSN e V.30 (n = 10}. UPratl (ci1rano por Amann, 1989), no ohtuvo
resilracrns positivos. Al svaluar la separarion ae aesprmatozoldes
por citometria de tiuje 1a ps tue de 49:51.

Iwasakl et al (19=%), SEXAUON PO’ medlios cltogenéticos a BAN
eNDU1ON®S ODTENIANS A FATTIT O° rerri1iizaclon in ViTro ©Oon  Semen
separango por el merono ae Percoll, <Conciuyerecn que asta técnica
no  S1TVe DATA 1A SePATAC1OHn ae espermatozoldes X » Y ge  bovino,
al menos con el meroao Qe eilcs utllilzaron.

Tecnica. LNS  pAasos  generates ae  1a centritugacien An
graftientes e aAensiaan a2 Percoil son:

- %@ prepara ynAa soluc1on madre de Percoll! ai 90% y a partir
a2 @sTa £  Preparan Sonclones ae  diterentes  aensidades. £y
nMmern ae soluclones (1 @ 12] y sSus densigades Son variablies.




- Las densinades de diterentes diiuciones de FPercoli son:
1.06, 1.07, 1.08, 1.09, 1.10 y 1.1l para {as soluciones cuya
concentracion de Percot: sean 43, 953, 60, &&, 15y 84%,
respectivamente. 5e depositan en rorma de densldad decreciente
en un tupo de centriruga empezando por la de mayor densiaad
(rigura III.2; Kaneko et al., 1983). La densidaad de cada capa s¢
COmMpPruebpa meglante ia Centritugacilen simMultaAnea de Lubos controg
a Llos que se anaden marcaqores cde aensldaa colereaaos junto  con
tas soluciones ae Percoli.

- Se centrifiuga a ¢00-A00 g por 15 minutns Y se recupera tas
Iracciones deseadas, las MAs densas.

ESte merodo parece Tener mucho future en  &i campo ae
reproauccion  hAumana. Aun cuande nNo S1rva para sexar el esperma,
Se puede empleAar para aumentar 1a tertilidad del semen util:izado
en inseminacién artiticial. Deblaoc a gue et entoque en
reproquccién animal es a1stinto (los animales ae paja tertilldad
SON lnaeseables) y a4 gque no Se nan ohbtrenido resultados ravorabies
en el Sexado, parece airicii que este mMéTodo Sea Qe utilidaa en
e1 sector pecuario.

Citometria y separacion de tiujo

El desarroiloc de esta técnica para €L Sexado €Spermatico se
na dqadn enteramente en la decada de lLos A0s. Actuatmente ia
citometria ae riu)o (CF) & mOSTrado ser muy etrsctiva para evaiuar
metodos de Separacion ael esperma (Pinkei et at., 1985) y sa10 en
torma muy Treclente se nan onhtentao resuitanos practicos
prometeqores por medio de ciltometria y separacion de riujo (CSF:
Jonnson et al., 1989: Morel! et al., 1988).

La CF se caracteriza por aetarminar ta proporcion cde DNA
celular. Esto se logra midlendn la tluorescencia emltlda por el
nacieo celular {teniqo con alghtn rilorocromo; Mdespuss a2  Ser
exitado por un raye laser, La tiuorescencia emirida s
proporcional & la masa nuUclear (Pinke! eT al.. 19821 . En los
animaies ACMAST1C0OS  1AS AlIETr2iClas =0 MARA NUE(&Ar  enrre  Los
egpermatozoldes X @ Y Son afL Orden A8 .5 3 4,3% (PInke| er ar,.

1982; Garner et al., 1983; Gieaniit, i9m),
La separacion qe l0os espermarnzoines, mialennn PRTAS
diterencias, tue fograQaa primerao por Pinketg 2T ad.. 19%2),

estudiando ai  raten Microrhs oregonl  (puresa asl  20-RS%p ¥
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Jonnson et al. (19A2), en estuailos con £ninchilla taniger (pureza
ae %5%). A decir verdad. en estos 2stUdlos Se hizo separacion de
nuclLeos mas que ae célllas depldo a que, Para una meJjor tinciédn
el nucieo, Los eSpermatozoldes tueron sometidos a dilgestion
proteoiitica fa cual provoca fescondensaclon nuclear pero tamblén
péraiaa de memnrana y ciltoplasma celulares. Por supuesto, estos
métodos no permiten la posterior utiiilzacién del esperma para  la
inseminacion, bor eilo, sSe mOdlricaron las tACnicas Qe
Preparacion y tincion espermaticas (Jonnson et al., 1987p) y 8e
COMPrond JAa CAPacidan Qe £STOS NNCLe0S para descondensarse Yy
rormar el pronuclec masciilne despuss de la tertilizacion 1n
ViTreo de ovocltos de hamster denudaaes {(Johnson y cCiarke, 1988).
Moreil et al. {(1%A8), comprobaron la capacidad rertilizadora de
1058  espermatozoides separadns por CSFP al 1inseminar vacas vy
conejos coh Seméen tratado de las respectivas espedies. En este
¢aso, las tracciones enriquecidas en espermatozoides X tueron tas
6nicas que Mostraron aiguna desviaclon de La psn. Johnson et al.
{1989}, separaron espermartoznldes 1ntactos meadiante un citometro
Y Sseparanor de tittJo moditicado (Jonnson Yy Pinkel, 1986} .
opruvierosn tracclones Con pureza ne ®e Yy Rl% para espermatoioldes
X a Y respecrivamente. Utilizaron esrtas fracciones en
1RRAMINAA1GN  arririclal, la PpPsh a8 ias camagas dae Cconejas
1Nseminaqaas con Seman anriguecloc en espermatoroldes X rue de 94%
¥ lLa pEn ae 1as camadas de conejas 1nfeminanag con el enriquecido
en  esperma Y tue e R1%. A manera dae coOntrel, inseminaron otras
nempras con e} gemen resuitante de la Tecomblnacien ae  1Ag
tracciones X e Y en 1guales proporclones, 1a pen €n estos CASOS
fue de v.47. En 1a rigura 5 Se muestira un esquema del Cltometro
Y Separador ae riuile,

Aungue en 10s eSTLUNIO0S Geé Morelt 2t at. (1988) o en Los dae
Jonnson et Ai. (198Y9), L0S CTrios RAcldos dge hembras 1nseminadas
con semen Of este r1po NO Presentaron maltormaclones  Ccongenitas,
a5 Tr1esgoso  contiarse de  @ie en  un  ruturo £stas  tinclones
nucleares no Provocaran mutaclones gendtlcas nalo uUn  sistema
donge Ssefa  ComMun  la 1NSemMlnaclen con §emen  separaao  por esta
tecnica (Moreli et ai., 19sy).

Johnson et al. (1949), senala varias desventajas de asta
tecnlca, y son:

- LA cantldan e espermatonzoldes que pueden ser separados
pPor uniaad de riempo €S muy limitaaa (alrededor de 350,000/hr}).
Esra  elimina las posipililidaaes aef utililzar 1aCSF  para producir
Seman  COMErclAal  PAatdé  la 1nseminacien  Artiriclal  de  especies
QOMRET1CAS.

- Parece naper mayor morcalldad emprionaria al 1inseminar
con  seMen Separado Por esta TeCn1Cca Y Se cree que se debe a la
Presencia del tiuorocromo en al DNA.

- £l cAsro del aparartn es muy ajte (250,000 aolares para
juaay

hepirac at fHture pronretednr e esta tecnica en el sexado
espermatico, #n el capitulo 5 se dan en adetalle 10s pormenores de
13 mlsma.

37



Corriente

de flujo
]
T e .
—— :
Juorescency
o g ),
Detector

Detector

o*
fulso Carg AQOT o
Conputadorn
Alto
Placas de * Voltaje
D 1 Diekette
esvio

°€“\
\ Tubos

Colectores

Figura 5. Citometro y Separador ae Flulo. Tomado ae Jonnson et
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METODOS PARA SEXAR EMBRIONES

4.1 INTRODUCCION

Bl sexato smprionArio s Ra intentado en varias tormas como
BON: an&lilsis C1tologico del cOrpliiscuio de Harr o 1aentiticaclon
ae lLog cromosomas sexuaies, cuanriricacion ae dlIerenclas
metabolicas, cuantiticaacion ae Las direrentes tasas ae
crecimiento, daeteccion ae antigenos especiricos Y ia
1dentiticaclon de secuencias genicas especitricas.

Antes de enptrar de lleno en el  terreno del sexaje
embrionarin, parece Pertinente Nacer un  preve resumen sonre
aspectos (e anaromia Y risioiogla dei desarrollic del embrién

preimplrantado, can e1 t1n de recoraar tTArminos senciilos no
comnnmente manejaaos. Ignaimente se mencionaran algunos
Parsmetros sobre transptante emprionario Y netodos

complementarios que lo enriguecen. De esta manera, queda sentada
1na pase sopre A cual poder entender Yy evalllar mAF tielimente los
resultaqos que se nan obtenicao mediantes las tecnilacas para sexar
embriones.

Generalidades sobre anatomia y risloleogia (expresién genica) det
embrison.

LOS  Termines que Se uT1ll1zan para nescripir ras  diterentes
etapas de (esarroito Gel eMPr1lON §& DAGfan en aatos mortoloegicos
principalmente. A contlnuacién se aescribe el desarrotlo det
embrion Dpovino ¥y en el cuaaro (V,l se compara con €1 desarroilo
embrionaric en otras esgpecles. Las primeras etapas se <Clasitican
segun el NBMero celular, Asl se dice que el embrion s de uha
cétula (Con pronnclecs MAsSCcULlINoO ¥y temenino) Yy hasta ie  cetulas.
A pPartir ae esTa 2Tapa Se 1le a8 €1 NOMPre ae morula por semej)ar
un racimo ae uvas‘'’. El contorno plastomerico es aelineanie
hasta que atcanzan un ntmero aproximado de 3z celulas momento en
21 4qua se qa ta compActacidn, la cual. antecede a la tormacion
ae A  ¢avidgad (pilastocele) inlclo de la etapa de pilastocisto
tBetteriage y Flechon. 1988) . La etapa ae blastocClsto -1
diviae en temprano, med1o y taradlo 1100 a 140 ce&lutas
aproximaaamente), plastocisto en eclos1dn (momento en el que
gesecona 1a zona peltcida: 200 celulas aprox.} y blastocasto

2n e1nangacion 1000 celulas aprox.)., aespues ne to cual sigue  1a
impranracien o rijacinn (Batreringe Yy Fiechon, 1988
SKUZYSZOWSKA Yy smorag, 1989), En 1A rigura &K, S& MmUeStran

esquemas ae 1A mortologia Yy namero celular emhrionarias en Sus
alIerentes  etapas.
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La risiologia det emprién va camplando segun SU  desarrollo.
En 1as primeras dlvlislones la maquinaria metabollca #s casl por
completo de origen materno (Betteridge y Flechon, 198k). En el
raton una nuena parte del RNAm materno esté disponibie para la
traguccion en la etapa de Dblastacisto, este wmaterial e
1ncorporado durante La ovogepesls (Hatez, 1989). =1 s cCultliva a
1os empriones en un medlo con Actinomicina [ (lphibiaor de
transcripcion, sintesls de KENA), no se bioquea la Segmentacion,
pero s1 al medlo ae cultive se le anaae Puromicina |innipiqaor  de
la sintesls proteica, tradiuccion) no nay segmentacion (Halinsky,
1982). La proauccion de RNA hetsrogeneo nuciear (RNANn) Yy de
RNAr se da en la etapa de 2 ceélulas en ractones Y capras, 4
celulas en puercos y numanos, # celulas en POVINOS Y 16 celulas
en ovinos. LOS requerlmientos metapnilcos Tamplen varian, por
ejemplo, cuanda el susctrato principal es 1a giucosa. los
empriones hovinos de 10 células continwan su  desarroilo a
diterencia ae Jlos empriones ae 16 <cejulas. Es importante
considerar esto para la elaporacion de LoS medios de cultivo
{Betteridge y Fiechon, 1988).

Cuadro II. “"Anatomia“ del embrion (preimplantacién} en diterentes

especies.
Premorula> Morutla=mx Biastocisto Especie
temprann tardio elongaao
s ckjular 1-16 15-32 106 140 1000 bovino
118 ovino
f-1b 40 72 raton
1-12 12-80 Hh0 humano
Edad ael 0=4 3-6 H-12 13 povino
embrion 0-3 3-5 5-7 equino
talas post 0-3 3I=56 5=1 11 suino
estro) =*» 0-2 3 conejo
0=-2 3-4 Bt numano
0=3 i-6 A=l 11 ovino
Entraca 3-3 172 hovino
alL utero 4-5 equine
{aias post 2 suino
estro)x* =~ 2 conejo
- Premorula, del dia 0 nasta e} 1n1C10 ae la marula,

il MOrula, 1n¢iuye mérula temprana y moruia compacta,
*=* Dia 0 = dia ael estro,
*xex LA entrada al ngero varia ©n Los animaies Superoaviianos, Al
menos en la vaca en La que este Sse Adelanta | nia (o] mAagR con
Tespecto a 1los no superovulados (Hawk et al.. 198¢4),

Adaptado de Avery y Shmiat (1989), Harez (l198Y%) y Mc Donala
¥ Plneda (1939).
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Transterencia embrionaria y téchicas complementarias

rara 1a trapgre=rencla emprionparia se conjuntan wun gran
namero de técnicas y varias de eltas Sirven para mejorar su
eficlencia. Aigunos de 105 ractores que atectan esta eticiencla y
que tiepen que ver con meTOOOS que se menclonan posteriormente,
sSon: calidaa 2! embrién, erapa aAf desarroclioc del embrién, matodo
de geaclonamiento, nUmerce ae aPmi-empryos Lransteriaas, etc.

Doon dospuis Diot despuds
det avio det estre
o 7 . Mérute

\ R soratade

Figura 6. Las direrentes etapas
emprionarias y su numerc
ceiular (hovino}. Tomaac =

qe Hatez (1989). S

AN
PRERI no'e
W 7 thlulo

RN }”fﬁEWEX!muuuw
'Q@" i # 7 o~ elonsn
S siio ; exst

El parametro que s# urllizara como hase de comparacién para
Log 'esiitAdns reportados en Los trapa)os de sexado emhriohario,
es aqusi que £& oDT12he mearante una téenica ae  transrerencila
embrionaria traaicional*' (rigura 7} en la que se transtieren
empPriones completos, COR zZona pelwclaa (ZP) 1ntacta, en etapa de
moéruia o DnLlastocisto tempranoc y transter10os en tresco por la
tacniCca no  qulrdrglca. En DOVINOS el incice de  prenéz en  1a
Transterencia  emprionaria no quirurgica dehe nsliar entre 506 y
65%, Aundgue la teécni1ca quirargica presenta mejores inaices ae
prenez (7%-a0%; Henschen, 1988}, no se considera Como pPArametrro
pase ya que la mayoria ae los trabajos a 10s que se hace
reterencla en ARTA revision. utilizaron la ténica de

o
)

rransterencia no quirurgica. Tamplen en  pequencs rumiantes
PArece naper mejores indices (e prenez con empriones transteridos
quirnrgicamente tan-15%) que con ¥-13 transteridos no

quirnrgicamente (40%; Kraemer, 1989).

qrras variaples dque Se consideran 1mportanres en la
Transrerencla emPrionaria son:

- La rantiaaa e embriones recolectacos mediante
supevovniacion, El namere de embrioness optenidos por el metode
e superovuiacion varla segun 1a tecnica, 1la especie Yy 1la
donaqaora. Driancourt et a4. {19&8), ohtuvieron un promedio de ¢
emNrion2s  viaples por hembra en Oovinos. Avery et ai., {(1989%a),
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recojectaron un promedio de 5 embriones ae £~7 aias ae 186 vacas
donaaoras.

- La viabiiidaa de iof ovocltos. La  viapilidad de 10§
OVOC1ltOS superovulados €5 menor que en 1og8 oveaitos ovulados
espontaneamente. En las especles dOmMésT1cas 1Aas anormaildades
cromosomicas Se dan en hala Proporclon en cvulacinnes naturales
{Roperts et @al., 1990), pero mas de la mitaa de 105 embhriones
obtenlduos ~a parctir ae vacas Superoviulacas se negarrolilan
anormaimente (King, 1985). Por ejemplio, en ovinos, el indice de
anormailidades Cromosemicas en embrion optenidos a parrtir de
OvVOC1tos SuUpPerovulades es ael 17% vs 1% cuande se rertiiizaron
ovocltos ovulados naturalmente (King, i1985). En hovinos, el 1%
ae  1os empriones optenlans de ovecltos SUPATOVHLAdos Presentan
anormalidades Cromosomicas (Betteridge y Flachon, 1988).

Catétrer de Foley sn et itero,

-
Cueris
Cuslio  del Stera

Costlo Catérer Hasible  Cénulo
de tres vios
} _Lw-—

J Entrada
para inflar ef
manguito

Luemo
T vterino

Manguito inflable
que selta la
punta del cuemo

Figura 7. TAchlca de Ltranstersncla emprionaria por 81 metoan no
quirnargico. Tomaqo ae Hatez (19&9),
- S1Neroni1zacien entre  donAaaara v recsptora. [ 2 muy

1MPOrtante  1a SINCrONLZACION fe (A TASP (21 C1CL10 SeXIAL  enrre
aonaaoras y receptoras. Lo Rmaximo qine  se  pusas  rolerar ae
asincronia entre donadora y receptora es ae 43 Nrs (RoDerts et
al.. 1990). En general los embriones transteridos a receptoras

en etapas uterinas menes avanzartas son toeranos melor gne a  ia
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inversa (Roberts ot al, 1990). Reclentemente s¢ [P DA dAQO MAS
importancia a la 51ncronia entre (a erapa ae a@esarroiio nef
embrion y l1a rase sexual de la receptora (ASpPron, comunicacion
personat). Pensanao en embriones CrinNpreservaqos (aurante et
tiempo que seal este 5egundo Criterlo parece Ser Mas 16g1co.

- Eaad del emprion. Hay evidenclas de que embrinnes en
etapa de mOrula o Plastoclsto TemMPrano (b-8 dlas) SOn  10S  MAS
viables para fa transrerencia {(sSingh y Hare., 1980: Mousrata,
1980) .

- Reconocimiento materno dae la prenéz., El reconocimiento
maternc de la prenéz Se 4a a 10s 12-13 dias en ovelas y 15-18
dias en vacas (Roperts er al., 1990) por io gue es 1mperative que
ia transterencia se lleve a capo en etapas Previas.

- EmMBriones rrescos vs. empriones congetaans. Los empriones
se pueden transrerir en Iresco 0 Post CONGRlac16n-nescongeLacion.
En general se obtilene mejor 1NA1Ce de Prenez en ia Trransterencia
con embriones en tresco (Britt, 1983; Rowe, 1936). Pero conrorme
se perteccionan 10§ métodos de congelacidn esta dlterencla se
reauce (12% en 1985 vs 7% en 1987; Gray, 1988;.

Figura 8. Secclonamlento emPrioRrario. AJRUptura ae ja zona
peincida (2ZP) y secciopamients ce! emDrion con  micro-
aguja de vidrio. B} y ') Separacion de blastomeros e
introducclon ae uno ne eLlos en una nueva 2P,
Tomaao ae Harez (19&9),

Técnicas complementarias en la transterencia emprionarla.

Seccionamlento emorionarin. Ina ae 1As T&IN1CAS COMP!eMenTArias
€N la tranSrerencla embrlonNaria €S (A DI1Sec 1on ae 10S empriones.
Esta es muy 1mportante ya que ae €sTa manera & pieqs oprener un

44



mayor numero a2 empriohes Por hembra. Ademas, por ser gemelos
144nT1COS Y, POr Tanto, en 105 que practicamente se ha eiiminadqo
la varianltidad genérica, son muy utiies para la 1nvestigacion
(Nagasnima et al., 193%). El seccionamlento emprionario se puede
realizar Ccon hoja metaiica o con microagujas (Sheiton Yy Szell,
1988) como sf muestra en la trigura 8. La adhesion entre
Dlastomeros parece ser en parte calclo aependlente (Betteridge vy
Fiecnon, 1988) por in que sS& tacillita y mejora {a separacion de
blastomeros en  un meqa1o tlpre ae  CAtiones Ca++ Y Mg++
{SKrzyszowska y Smorag, 1989). La etecrividaa de {a transterencia
de embriones blsectados va del 16 al 60%. Los empriones en etapas
mas avanzadas resisten mejor ta maniputacion. Durante este
Proceso exX18Te péraiqa ceiutar, 13-17% en evrapa qae NIASTOCLSTO
tardio {SKrzysz2owska y smorag, 1989).

LOS deml-empryos (POrclonss dae  emNrién  resuitantes gei
seccionamiento) Transreridos Muestran Ser mMenos viables que 108
embriones intactos postdescongelacién (Picara et al., 1985).

Zona pelucidalzp). EL embrion esta re~unlerto per una memnrana
(zoha peluclda) que, entre otras £osas, le sirve age proteccion
contra la 1Nfeccion por miCroorganismos (ASPren, comunicacion
personal). Son contraaictorias las 1nvestigaciones sonre la
aispensapiiidaa (Nagashima et al., 1989; Seike et al., 1989;
williams y Moore, 198) o no aispensapniliaad (Picara et al..
1985; sSnelton y szeil, 19%8x) ae ta ZP. Es m&s, algunos —autores
obtuvieron meJores resuirados al transterir demi-embryos sin 2P
qlie con e11a; esto io acnacan a4 un Menor manejo dae 106 empriones
que no se reintroaucen en ZP {Se1ke et af., 1989)., Parece hapber
mayor unitormiaad as Criterios en cuanto A que La 2P s necesaria
para 1a Ssupervivencia ae empriones en  etapas ae mérula vy

anteriores (Betreriage y Flecnon, 19a&; Nagasnima et at., 1989%;
$elke et al., 1%#9; snelvon y Szeil, L988; Wirllams y Moore,
1988).

otras tecnica El transplante de nucleos (Robi y Stice, 1989);
Smitn y Wiimut, 1990) Yy l1a rransrerencia de genes (Hawk et ai..
1989; Wiimutr et ai., 1990 son Tecnicas cuyo ange esra  creclendo
rapicamentre que, junto a losS MATOAOS anterlores, 1ncrementan 1as
pOsiblllcades reproauctivas y productivas en la cilencla animal.

Se conciuyen esta 1ntroauceion con Ltas sigulentes
aseveraciones de King (1985;.

- S1empre habra c1erro nivel de peérdida emprionaria g1in
1MpOrtar 1as Conaiciones.

~ ENTre mas manejn ae 1os empriones Se reailce, mayor sera
1A peraaa.

- S1empre aumenta ei 1NAlce af prendz al mejorar ia practica
ae  aeualquilera ae fas tecnlcas, Segun Rowe (194n), se necesitan
realizar atreaeaor ae S00 transterencias para conslderar habit a
un recnico en esre proceaimiento.
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4.2 ENZIMAS LIGADOS AL CROMOSOMA X

LOS mamiferos Nemhras rlenen CromosomMas sexuales homologos
XX.  Parte de 1os genes que contlenen sOn eXclusivos (genes
ligados al cromosoma X}, otros genes 1os comparten con el
cromosoma Y de macnos (Simmier et al., 1985) y otros tantos jios

comparten con autosomas (AiLberts et al., 1987; Bondioil et at..
1489)., De 10s genes "2XCIUS1VeSs Aei cromosoma X" se aice que 1Ag§
hembras tienen ei doble gue los machos. Por tanto, 51 la
exXpreslon de esSTOS genes ruera cCOnstante, capria esperar tambien
aople actividad de C1ertos enzimas codlricados por este cromosoma
en cejuias XX con respecto a ceiutlas XY. Para compensar esta
desiguaidad, uno de 1os cromosomas X #Ssta 1nactivo en las céluias
sOmMAt1cas (en mamiteros ae eeX0 temenino: Kratzer y darrtler,

1978) . Anora  pien, aurante la ovogenesis Yy qurante el
crecimiente del avocito, ampbos cromosomas X estan activos
{Epsteln, 1972}, Fn  campio daurante la espermatogenesis el
cromosoma X del macno parece estar inactivo val menos

parclaimente; Japlonka y Lamp, 1988; Litsnytz y Linasley, 1972},
Después de Ja terrilizarcion persiste la inactivacion a9 alguno de
10s  cromosomas X pero al liegar a la etapa ae 8=-1% celulas todo
parece 1nAi1Car gue ampos cromoscomas X (el materno y o1 paterno)
eSTtaN AacT1VOR #N 10S 2mNriones NemPra en €4 bovino y #n el raton
posinlemente desde la erapa de 2 Celulas en la que empleza la
expresion  genica tHateZ, 19R89; Hetteriqae y Flécnon, 1988); por
Lo que, cuintirarivamente napliAnao, en Asta frapa aet aesarroilo
son ploquimlcamente y, tal vet, risiologicaments aiterentes e
108 ERDT1IONES mashos {Epstein 2T at., L1978}, La activiaaa
enzimatica «aescompensada  persiste qurante ia etapa ae mdrura y
DLASTOC1ISTO Cemprance y posinlemente en células ae la masa cejular
interna  aurante el plasrocisto tardio (Lyon, citado por Epsteln
et ai., 1978),

La medicion  de la artiviadad enzimatica na  §1ao  propuesta
para Sexar empriones en bhase a las direrencias senaiadas
ANTAriOrmante. LAaS enzimas ligaaas al cromosoma X cuya actividad
se ha  evaituaaa con  este  rin  son: Hipoxantina guanina
tOSIOr1inosi L transrerasa (HGPRT o HPRT; Epstein et ai.,
1974: Kratzer y Gartier, 1978; MonK y Kathuria, 1977; MonkK y
Hanayside, 1938): alta-galactosicasa {alta-gal; Adler, 1977) y ia
glucosa 6-tostato deshildrogenasa {(G6PD; Rieger, 1984; Tittin et
al., 1990; Williams,1986).

En  iAa Maynria ae efras Casos £ opservéd una dlstribucién
PIMACAL N 1A ACT1vViaad encimatlca de loS empriones sugiriendo
gl £a0a PORLAC1ON Corresponde a UNO @e {0S SeXos.



Hipoxantln guanina tostoribosil transterasa (HPRT).
Epstein et at. (1978) aividleron empriones en ia etapa ae
DIASTOCISLO temprano <¢on el ODJeto de utilllzar una e esas
mitades (aeml-embryo) para sexaria mediante analisls cromosomico,
mientras que 1a otra mitaa §e ur1i126 para medlr ta artiviaad
enzimatica de ia HGPRT. En 3 experimientos, ([0S 0eml-empryos
consilderaaos nempra ai  anallsls Ccromosémica MoOSTraron una
actividaa 1.87, 2.42 y 2.17 veces mayor con respecro a 10§
embriones macho. Fara aescartar que esta daistribucion himonal
se geplera a causas CIrCuNsStanclales mMas que a dl1rerenclas reaies
entre dos poblaclones de emnrlones Se evaluo tampién la actividad
del enzima adenina rostoribosll transrerasa (APRT) coalricaaa por
genes autosomicos (Epstein, 1978%; Monk y Hanayside, 198R8), ae
esta manera 5e puemen evaluar rtampién 1as variaciones
individuales en el metabollsmo embrionario (van Vilet et al.,
1989) . Para 1la enzima HGPRT se observo a1Stripucién  bimodal
cerca de 2 veces mayor ia actividad en empriones hembras

s1encio

que en machos, en camblo, para la APRT no se observé dicha

distripucilen registrandgose una proporcion en la activiaad

hemprasmacho de 1.19 {(Epstein er at.,, 1%973). En apoyo a estas
ia distripucion ae 1a activiaad de la

ohgervaciones se tiene que
enzima HGPRT es unimodal en embdriones menos qesarrollaqos de 8

celtlas o mads desarroliados de plastoclsto tardio, etapas en tas

que uno de Los& cromosomas X eStA 1hactivo (tig. 9).
. N R Mérula
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Actividad de la Enzima HGPRT
‘pac. poc hora por e~eribe”
Figura 9. Medicion de la activiaaa de ta HPRT #n embriones dae
airerentes edaades. Tomaao de Krarzer y Gartler {1978;.

En ta rigura 9, se muestra ia Qisrripucién de La activiaaa
de 1a enzima HGPRT en 3} etapas del GRSATrollo emHriOnario. La
dlstriplicilsn de la actlvidan enzimatica #s claramente pimoqal en
ia etapa de 8-32 ceélulas, pero para ta ertapa ne NLASTOCLSTO
tardlo avanzaao no es evidente, ae hecno, Mmuestra Gistrinucien
unimodal (Kratzer y Gartler, 1978;.

47



Monk y Handysiae (1988), sexaron correctamente 14 (93%) de
15 empriones Ge raton midiendo ia actividad ae esta enzima. ESTOs
autores optuvlieron piastémeros “sencilios”, mediante pipeteo, ae
empriones en etapa de 8 céfulas. A 1os blastémeros sencilios se
ies practico €1 sexale Yy ef resto de cada embrién (7 celujias) se
ut1i1izeé en 1a transterencia emprionaria. En otros estudios
transtirieron 47 empriones fe rareén. 21 sexados y 26 controtes,
con el opjeto Ge Ver sl Alsminula ia viabilidad embrionarla por
et manejo a la piopsia. EL 1nalce de prensz tue del 71 y el 73%,
respectivamente {(S1n Aalterencia estadisticaj. Por este medie, el
di1agnostico  ael sSexo emprionario rue ericiente Yy  rapido
Permitienao la CTransterencla emprionaria Sin  la necesidad aqe
criopreservacioen previa.

Glucosa 6 tostato deshidrogenasa (G6PD;.

La enzima G6PD 1nterviens en el Metapollsmo de la glucosa,
cataliza la OX1dacion de la giucosa-6-tosrato a rostoginconato en
ta c¢nail se llpera el (=1 como <02  (Rieger, 1424); en esta
reaccion. 1hterviene la COentima NicrnTinamida Aaenin Ainncieotidn
tosrato {(NADP) liberAnacse come NADPH+ (Wiliiams, 1986). Rieger
{1984), propone que mediante la meaicion deyl Col  merandiicn  se
Pueden distinguir empriones Nempra e emnriones macho ya que  Los
Primeros aebertan liperar ei daoble ae este metapolito COMPArados
con los segundos.

Wititams (1986}, evaluo la actividad de 1a G6PD en emhbriones
de raton optenlaes 4 alas past-apareamiento, utilizé un  metodo
colorimetrico siendo el sustrato el azui priljante ae cresilo.
€s8te BUSTrato plerae color al Ser reaucido por ia NADPH, ae esta
manera Se pueae avaluar semicuantitativamente LoS niveles ae
G6PD. AL menir 13 colaraclén af 10oS SMNriones ai MICroscoplo 10S
clasiticod en 6 grupos (det 0 at %) rarpitrariam=nte”., A los 2
grupos WAS coloreaaos (3, 4 y 5 con hajos niveles de G6PD) ios
©lAas1ricCO COMO TOrmMacdos por embriones del fexo masculino y a 1os
3  grupos menos coloreaaos (0, 1 y 2 con altos niveies de G6PD)
Como tormados por embricnes del Sexo temenino., Se  transririeron
516 embriones de {O0s Cuales nacleron 181 (343} y de eStos el o©4i%
tue sexaqo <correctamente.  S1 D1en este resuitade se  ve poco
ajentaqor, romando en cuenta grupas por separaao, la eticilencila
2N la Pradicclon del sexo rue Mayor para 10s drupos S§1TUados
nacla  los extremos (0 y 5) fuya actividad de G6PD se considerd
muy aira o muy baja, respectivamente. La eticencla en el sexado
Para  estos  grupos the ae 2ly (n = 16, grupo 0) y io9% (n = 3,
grupa %) pero por aesgracia eSTOSs grupos tamblen mostraron ia
mayor reduccion en viapilidad atripulao a toxicidaa de la pruepa.
Este problema puede ser evitaao §1 5€ practica una Dplopsia ap
eMNT1on  obtenilendo de prererencia solo un blastomero {(MOnK y
Hanaysiae, 1988} a1 cuai se le sexa mientras qite 21 resto del
emprion se urijyiZa para (a transterencla.

Tittin 2T ai, (1990), meAlante uUn meroda SIM1LAY COncluyeron
que 1A activiqaa rejativa Qe esTta enzima (G6PD} en la via pentosa
Tostato no £1rvid para A1agnosticar eif SeXo en empriones hovinos
as 7 olas.
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Alta galactosidasa (alta-gal).

En el estudilo de Adier et al. {1977), el 1ncremento (hasta ae
300 veces) en la actividad de esta enzima Colnclalé con et
incremento Ge la activiaad de la HPRT. Esta alza de actividad tan
evidente suglere que ampbos cromosomas X 5€ eXpPresan en empriones
de ratén a partir de 1a etapa d2 4 céluias y hasta antes dae ta

implantacién.

Una ventaja del sexar los empriones M1d1£ndo ia actividad
enzimatica es que permite a la vez evaluar la viabllidad dé 10§
embriones ya que la actividad de cualquier enzima es retiejo de
la actividad celular totat {Rleger, 1984).

Los errvores y/0 desventa)as en e\ dlagnostico  ael sexo
emprionario meqiante la medicion de fa acriviaaa enzimAtica se
pueden aeper a:

1) Diterencias "1diosIncraticas” en la actividad enzimatica ae
cada emprien (Epstein 2t al., 1978; Monx y Handysiae, 1988; van
Vilet et al., 1989j.

2) No se conoce el MOMENto eXacto ae L1a  Activacien e
1nactivacién daef cromosoma X en nempras (Epstein er ai., 197#:
Hatez, 1987; van Viier et ai., 19a9).

3) Presencia de KNAm ae origen materno. Una  cantiaad
importante del KNAm de origen materno, lncorporann aurante la
ovogénesis, es5TA A1SPON1DiA PAra 1a LrAQuUCC1en en 1A etapa e
blastocisto (Hatez, 1989; van Vilet et ai., 1939).

4) Etectos tTOX1COs de algunos de i{0s Treacrivas o e 10s
metapolltos resultantes, di1sSminuyenae la viaplliaaa ae Los
empriones {(van Viiet et al., 1989; Williams, 1946).

Las aqaesventalas i, 2 ¥ 3 pueden li{evar tacilimente a dar
taisos sexaj)es sobre toQo #n ias zONas COL1NAANtes O0e acriviaaa
enzimatica. Ei ereacto TOX1Co carece de relevancla s§1 la tecnica
e reallza sobre D10PS1AS €MPI1ONAT1As.

La 1nvestigacion en esta area no na gozaao ae pPopulAariaaa
pPor Lo que con tan pocos 1NTentos NOo Seria JUSTO (ARSCATTAriA como
una posibillidaa ae 1mporrancia, aeguramente con el
perteccionamiento de estas tecnicas, algunas &} rToaas las
desventajas podran ser superadas haclenae muy atractiva esta
metoaologlia en el sexano emprionario.
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4.3 SEXAJE EMBRIONARIO MEDIANTE TECNICAS INMUNOLOGICAS
{deteccion del antigeno H-Y)

Que eg 21 3antigeno H«Y y cnal es su tuncien?

Historicamente habplando, Se SOSpechd ae ra exlstencia ael
antigenc H-Y por primera vez gracias a i0s estudios de
transptante de piei en lineas ae ratones Y ratas altamente
consanguineas. En 1955, Eicnwaia y sSiimser (citados por Wachtel,
1984y, ohservaron que las hembras de La cepa C57BL/6 1B6) ae
ratoén recnazapan 105 transplantes de plel provenientes de machos
Y, en campio, Cuando el transplante 1o reaillzaron entre nembras,
entreé MAchoS © ae hembra a macho d# la misma ¢epa, nNo huho tal
recnaze. Se postiulé que el rechazo se aepia a la presencia  del
antigeno HeY (histocompatipllldan-Y) pressnte en ios t9)i10os ae
105 MAachnos pero no e las nembras y a que estas lo aerecran como
eXLrane Creanad reSpuesta I1NMUNe contra i mismo. ESTe Principlo
es en e1 que se pasa la proaucelon ae suere anri  H-Y para  La
detecclon ae celulas Con “tenotipe macno”, en £i €asé gque nos

ocupa, embriones XY (Anaarson, 19R7; wachtel, 13984). Depido a
que et antigenn H-Y e detectd en Las pruepas dae transplantes de
piel, mencionanas  arripa, Se ie £Onoce como antigeno de
Ttransplante {detecrtaao por inmunidad  cetular, medilada por

tantocitoas T). Tampién Se ha detectado Un antigens por 1nmuntidad
humoral {mealada por {inrealitos B} Y se le na ilamado antigeno
mascuilno detectagec seroiogicament# {(SDM  por  sus  Siglas en
ngies). A declr veraana, el TRCRAazZo Af 1nJertos se aa tanto Ppeor
inmunifaa celntar  como por i1nmunidad humorai (vijila et al.,
1988) . Actualimente £X15te conrroversia sobre 81 SEI—I aos
antigenos ailrerentes o Sl €5 el M1SmO (Kooman t al., 1989;

cattanach, 19%7) pero, io que s1 se conoce, es que comparten
antigenicidad cruzaga atta {Anaerson, 19387; Booman et al., 198%;
Wachtel, 1984},

Filogensticamente nablando, se dice gque este antigeno na s1do
attamente conservaao, de tal manera que puede ser detectadao en
108 animaies Qe SexXa Nererogamerico de practicamente toqas 1as

especles (Avery er al,, 1989p; wWacntel, l97%a). Entre 1cs
mamlteres na S1do daetectado en 105 MACNOS DOVINOS, <Aaninos,
caprines, equifios, ©! Numano Yy el Cerao, entre otros; €n aves,

esta Presente  en  l1ag nNempras ya que estas sOL el 8€X0
heterocigotlico ZW y a Su antigeno se le conoce coma H-W, ei cuat
presenta antigeniciaad criurzaaa con el H-Y {Wachtei, 1984),

ESta persisrencla a traves de la evoluclén suglere un  rol
vital @ae este  antigeno en !a CONServacion ae las especles
tWachtet, 1975%a) y es Propuesto como €i 1nauctor Primario de ia
Q1TeTeNC1ACION  fexual de la gonada (testcicular en mamiteros Y
OVAT1CA  en aves) ApOyAndose en 1a hipotesls de que el antigeno
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H~Y es pProaucto aei gen codiricante el ractor de determinacion
testiacutar (TDF, por sus Siglas en 1nglés; wWachteli, 1975p1) . En
acuerdo con esta hipdtesls estan 105 estullos en  Jos gue CAlulas
ovaricas de la rata tueron inducldas a organizar estIucturas
testiculares (V. gr., tubylos Semlniteros) al ser expuesrtas ai
antigeno H-Y, etecto que se ve bBloqueaqo al anacir antlcuerpos
monoclonales dlrigiaos conrra ese  antigeno  jMitler Yy Urban
c1taqos por Wacntel, 1954).

Por el conftrario, MclLaren =2t at. (1984}, reporta ia
direrenclacion  sexual mascuiihna de Tratones que carecen  qei
antigeno H-Y Yy, Rurgoyne et al. (1986}, senatan tAalia en 1a
egpermatogénestis e 4stos ratones. Burgoyne (lY%88), reparta cque
1ag caltilas de Sertoll (1NA1SPensanies Af La ASPArmatogeAnesils)
S1empre presentan cromosomas sexuales XY en quimeras de ratones
XX-XY a ditrerencila ae otros T1pos cejutares del tresticuia como
las cetulas ae Leydlg en las que hay tanto cienas cefulares XX
como clonas de celulas XY. Simpson et al. {1987}, detectaron por
tAcnicas Qe hiprialzacioén ael DNA, que el gene que coditica para
€1 antigeno H-Y y o)l que codltica para TDF son distintns y 5e
10Call1zZan en porclones diltrerentes det cromosoma Y, al menos en ef
numano., ESro sugiere que el antigeno H-Y es consecuencia y no
causa Primaria de i{a diferenclacidn sexual, S1endo 1mportante,
tal vez, S610 para 2tapas pPosteriores ae la misma.

Anora Dlen, lo que §1 £5 sS#gUro Yy de 1ntersas para eL seXajle ae
embriones, #S ia amplia AlLfUF1ON e esTe antigeno en el  reino
animat . Esto permite utll1ZAar anricuerpos as rata o raton para
igentiricar células XY ae otras especiles (Wachtel, 1984).

Detecc1én del antigeno H~Y en embriones

Existen mauiriptes eJjempios de [AaS variacliones en ia
expresion geénica entre Clpos celulares y @n las alrerentes etapas
cronologicas y t1s1010glcas en  un Mm1sSmo T1po  celular. La
expresioén de antigenos de superricle (Villa et al., 1988), en
este CAS0 €N AMDriohes. NO €8 La excepcidh.  La  maduracien y
dlrerenciacion ael DIASTOCISTO TeSHITA &N CAmnl0§ en (a Superricie
trotogermlica Atterandose, entre orras Gnsas, la expresion qe
antigenos tisutares (Betteriage y Flecnon, 1988). Para et
antigeno H-Y se na geterminado dque i1a meJor etapa para gerecrarto
por mAtodos seroidglcos es a PArtir ae ta tase de 3 celnias  y
hasta el DiaStocC1Sro tempranc s1iendo  DPracricamente  Nula  su
detecc16n en etapas previas y, aungue todavia se expresa 2n etapa
de Diastocisto rardio, es menns ariclente Su qeteccian  {Kreo v
Goldpberg, 1975; White et ai., 1983; White ot al., 1937). ER 1a
tase de hiastocisto enh expansien &1 Aanrigene H-Y nAa sidaa
getectaad en la mASA CAINIAr 1NTerna poro Ne en &)  Troroplasto.
Se piensa que s un MeCANISMO A8 ANTOAPTAT2cT1al 2: enIrISn para
evitar que la nemnra gie 10 gesrta, 1o 1recnanse pot ser &) AnALOOD
de un alolnjerte  (White ern ai., 1987).
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Tacni1cas CI1TOTOXICAS. l.os primeros metoqos de deteccion ael
antlgono H-Y &n emnriones se pasapan e°n pruepas cltoteéxicas (Krco
¥ ooldberg, 1976). En estas pruepas se cultivan embriones en la
AtApa QA MOTNLa o NLASTULIA AN UN MeAlo al gue se Le  ha anadido
suero antl H=-Y. DLespues ae aiginos 1avVanos tpara eiimipnar 1ios
Aant1cuRrpos que ho Se nAalian r1lade a 10§ empriones) se (e  anaae
compiemento ge cuya. AS1, 1aSs CeINIAS qUe Tri1jen antlcuerpos antl
H-Y por presentar este antigeno en su superricie, seran lisaqas
Por el rompiemento. EfTe MATOAO AQeMOSTIo que aproximadamente el
S50% @@ |10S emhriones rueron 115ados 1o que  sugeria  que  los
empriones na arecrados eran XX. Epstein et at. (C1TAJOS par
wacnrel, 1984), conrirmaron 1ag§ SOSPecNAs am Kreo y Golaherg al
Tegilistrar un %z: ae embriones Nembra qaespues ae realizaries el
CATIOTIPN A 10S eMDYIONNAS UG ALRCTAQES Somerides a una prueba
simliar a la anfrerior. Igualmente se qemostréd 1a cerreza as  esta
n1p6res1s al TTransplantar PMDr1ONeS Qe FAaTon no atectacdos (52%) a
nempras pseuaoprenaaas. De un total de 1000 emnriones rratados
sobrevivieron Al rransplante 58 y 4e estos Pl B6% eran hembras
(White et ap.. 19831,

Técnicas de  1hMunOrHorescencla innlrecra. Depinc a gue ta
metodologla Cltofanica SL1Mina £electivAmMANTS a 10§ AmPriones XY,
Se MOAIT1CO UT111Zanao [ECnlcas de InminotjuoresScencia  1nairecta
(IFI) prescindiendo qel compiemento de ta! manera gque na sea
atactado tipo celutar ajguno. De  esta manera, puedan Sser
transpiAntanos, posteriormenre a gu 1aentiricaclon y separacion,
tantoe embriones XX (por lo general H-Y negativos; come leos XY
(por 10 generai H-Y posSitivos), evitanao asi el desperaicio  ae
mareriai bloisglco (White et ai., 1983). Esta tecnica se basa en
la urillizacien ae un Segundo antilcuerpo marcado coh alguna
SUDETANCLA tluorescente, generaimente 1soriocianata ae
riuoresceina (ITC-F) o 1sarioclanaro aes roaamina (ITC-R), que va
q1T1ig1A0 CONTra 108 ANTICUSTrPnS ael antilsuero H-Y. Este segunao
anticuerpo se optiene ane lA 1nmunizaclen de cane)os {Iyer et al.,
184%;, cabras (White =2t al., 1987), 0 aigun otro animal diterente
ael ratén, con Igs ae origen murino. De esta manera, primero se
cultivan I0S empriones en N mMea:o con antisuerc H-Y, se nace un
favado, §# CY11T1Van #n Un Med1o COoh anticuesrpo marcaaoc con ITC-P
&1  ©hlal  Se une especiticamente aji Primer anticuerpa, se tavan
nusvamenrte Yy Par meqlo ael  Mlcroscoplo  de  riuorescencia  se
“Metectan 10Ss emporiones H-Y + 1macnos) y L1os H-Y - (nemnras) para
=11 separarxnn.

La aparicion de 1es anticuerpos monocliohailes han s1qo e
gran 1mportanaia para [as prisnas sarniogioas ya que aumentan  su
especlticiqan & Tal graao que no sOio §° puede aistlngulr entre
Tipos celulares Alterenrés, SINO queé TamPlén son 1daientlticables
1as  erApas G A1IATANCIICLON N UN MIFme TIpa celutar (Vitia et

. luxgg, BHOOMAN 11%4K), IepOrta o1 Sexado aef empriones
novinas e s~ N13as NT1112a0nN0 Anticnelrpos monocionales en La
tarnica ae IFI.  En e5T® ©5TUN10 CLASIrlcaron a los empriones en
i Faregarias:  CLUOTeSCARTES (353%), MO riusrescentes (40%)

1nrermenlns {rorescencia popre, 25%), Por medalo del cariotipo
€6 AeTerminG £1 SeX0 ge estof empriones. Eix 100% Qe 1085 eppricnes
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ae tiuorescencla geterminaple (primeras 2 categorias) rue sexado
correcctamente coma  machos ¥ hembras, raspectivamente. En tos
embriones ciasiticacos COmo de tiuorescencla lntermedia €i sexado
tue incierto.

cuaare ITIL. E{ anrigeno H-Y en el sexadao de empriones de raton.

cepa Etapa Tratamilento Resultado
CH5THL/ B 4.8 y la Citotroxicidaa 50% de (1B1S
ceiuvlas
ICR B CcAalULAS Ciroroxiciaaa 50% lisis
Cariotipo 92% hembras
CS7BL X A 4, B cepulas Citotoxiciaad 87% hembras
Tmpiantariéen
col 4. B celutas Ci1rotoxiciaaa 52% hempras
Cariotipo
Varias cepas &, 16 celulas Ciltotoxiciaaa Ay hembras
NR 8, 16 caiulas Citotoxiaiad 46% 11618
Imptantacion 81% hembras
NR Moruta, Fluorescencia 55% marcadaes
pP1ARTOC1SLO Implanctacion 78% machos

NR = no repaortaao.
(Tomado = wWacnhteli, 1984},

wacntel et at. {1988), sexaron correctamente dei 73 a B82%
de embrionss DOVINOS de n a 7 ailas por lLa tecnica ae TFI ron
anticuerpes moneoclionales. Utllizaron come marcader Iluorescentce
21  CompuesTe  plotina-streptavidlna y detecraron Llos embriones
tifIorescentes por Medio de citometria de tln)o (pag. 97). En este
experimento 1 infice ae prenez rue alto (74%) y seguramente se
ash1a» en  parte a que transplanraron de 2 a 4 emDriones por
receprora. La Tecnica auro apenas 2-3 NOTAs 10 que es compatidie
con 1A fTransrerancl1a de emhriones en tresco''. HNlinguno de los
crids  vresultantes d¢ esteé estitdio Presents anomalias Aaparentes.
Estos aurorss resumen tampian estudlios reatizaqos en 1985 y 1987
BN L0S ile 08 RA AMDT1ONes SAXAN0S POr Medlos 1NmunnNiogicos, el
% LUE SeNAQn correcraments,

En equinos, wooa ef  at. 11984y, sexaron correccamente
menranre  i1a tecnica ae  IFT a1 91y ai 15t ae emoriones
[iNOTescentes Y no riuorescentes, respectivamente.



Rejacion entre velocldad de crecimiento y cuiltivo eh suero anti
H-Y, c¢on el sexo del empriodn. N@ na VvI1sto que [os  emnriones
presentan dilterente tasa de desarrotlo. Avery et ait. {i%ssa, n)
claslticaron a Los embriones en 3 categortas segun jfa rasa ae
aesarrollo que presentaron. Reportan que, ai CArloripo, 10§
embriones tueron 78% macnos en ey grupo fe desarrolio rapiao, %
73% y 89% Qe hempras en 10os grupos de QRSArrolio intermedaln y
tento, respectivamente. Utsum: et al. (r1tades par Avery y
shmidt, 1489), al 1ncubar en un medio con  antisrero H-Y a
embriones de cabra y de vaca en las etapas de marula compacta Yy
D1astoc1Sto  Tempranc, SNCORKraron una espeacile Qe  arresro  ael
aesarroilo en algunos de 10s empriones. De fos enbriones que

continuaron su aesarrollo (DLASTOCLISTLOS) Y que rueron
transrerinos, el B/O0% resnivtaron nemnNras. con eAste mismo
criterio, Avery et ai. (1989p), 1ncuparon embriones ae &6-7 alas

en antisuero H-Y @ base ae antlcuerpos mohocionales. LOs sexaron
por medios cltogenaticos y el 68% e 10§ que contlnuaron su
qesarrolio tueron XX, en camplo LOs de Qesarrollo arrestado
(méruta compacta) el 100% resuito XY. La desventaja e este
estudio es que los empriones deben ser cuitivados por varilas
horas (10-20) por ({6 que Qisminuye |A V1aplilgada de 1as  Mismos
{de & empriones TtransSreridos nacié Solamente una criaj.

Otros metQQos 1NMUNOLAgicos utlilzados para ia dertecclén dae)
antigeno H-Y son el radioinmunosnsayo (RIA; Mecs y Goldberg,
1984) y el enzimoinmunoensayc (ELISA; Booman et al., 1989 .

Es 1mportante observar que para ia reallzacion de cuatquiera
e eftas tecnicas, los embriones aepen esStar AesnUANS, e5 decir,
sin zona Ppeluciaa. Esto es con el tin ge que jos antigenos
queden acceAsibles a 10f anrticusrpos y tambilan para avitar que
eSTOs NLITIMOS S8 unan a 1os AmNricnes en rorma 1nespecirica.

Produccién de suero hiperinmune anti H-Y

La proauccion ae antisueéro H-Y se pasa en la pPsTIMULacIoONn
aet Slstema 1nmune de hembhras (principaimente ratonss, ratas o
conejos ), cOn CcAatulas que eXprasen #sTts aAntlgenoc, por aiguno ae
105 Blgurentes meaios:

a) Transptante repetido dge rejiaos. Golanerg et al, (1971},
ontuvieron el antisuero H-Y Ae 14 sangre Qe nempras  5-14  alas
después el CUArto O qUINTO I'2fNAZO de INJErto A2 plel e manho a
nempra ae ra cepa B& ae ratones. ESte matogn, A qlrerencila  ae
los sigulentes, Se Dpasa en la estimuiaclen ae Ua 1nmunidaa
cetular, Bradtey y Heslop (©1tagdos por braaley er at., 1987},
medltlcaron esta recNnica al hacel una Impiantaciol 1nTraesplanica
ae cAiULAs  SINgANICAS (ch LN iAS BTOVelIeNtss A® ANInales n» ra
misma cepa reniePnan esta romn CArAnrarisrie~a rHna Aalra
CONSANgUIN1Qad) Qe Ppiel ODTRN1ANAO NNA FESPHANTA MAS  FADIAA ¥
pasajera.




b) 1Inmunizacidn con chlutas de macho. Las células utlilzadas en
1a 1nmunizacion se obtlenen mediante ia SUSpANS1ON e 1as mM1smas
en suerc tampon tostatado (PBS, por sus sigias €n i1ngleés) a las
que se anaae algun adyuvante. Las cé ulas empleaaas mas
comunmente son 1as opbtenidas ael Pbazo de algun Macho que
corresponda a la mlSma Cepa gque (as nemhras utliizadas como
proanctroras del ancisuero. En el esquema de 1nmunlzacion es
1mportante TAanto 1a CONCentracion CeiUlAr como e calengario de
inmunizacliones. Pledranita Yy Anaerson 11945}, utitizanao
diterente5 ASHUAMAS ¢P 1NMIN1ZAC1ON Ancontraron que s1 se 1nyecta
una aosls ne 100 miliiones ae c#11las 3 veces a 1a semana aurante
3 semanas, la Proaucclen ae antisuero es bajisima o nula y se
sespecna que se depe a un tendmeno ne toierancia de zZona aita.
Farece ser gque 13 QOS1S Celular MAF erectiva va dae 5 a 50
millones ds células i vez a la sSemana par 3 semanas segulaas de
apllcaclones ae reruerzo caaa 2 semanas (Plearahita y Anaerson,
1985; White et at., 1987).

Otros t1pos ceftulares utlllzados para la 1nmunizacién son:
ceélutas esperm&ticas, <células epilteliales, timocitos, eteC,
Tambi1én E£e pueden empiear cAlitias de otra especle comoe los
espermatozoldes de humano {HinrichSen-kohane et at.,1gdh),

Para cualquler tipo cejular utilizaao ep jas 1nmunizaclones,
es 1mportante nacer una serie ae lavados {(2-3} Qe la Buspension
celular con objeto de eliminar tejldo CONeCtivo O plasma &eminal
{cuando se aAmpleen céjulas espermaticas como 1nmunéganos) ;
lavaqos que se 1ntercalan con Procesos qe centritugacion para
aumentar la pureza y concentracién celiutares.

h.1) Proauccion de anticuerpos monoclionales anti H-Y. Ei

esquema  de hiberihminizacison para  produeir anticuerpos
monocliconales es mas prolongage (9-20 semanas) que £) menc1onaan
arriba. AQemas, aproximagamente 3 dlas antes ae ta tusién, se

aplica un “reruerzo” ae 50 mipliones e callas por via
intravenosa. Despues ae e esquema de hlperinmunizacion, s
tiusionan chlulas esplénicas  provenlentes qae las hembras
niperinmunizadas, Ccon cerulas @e mieioma, De tal suerte que
resuitan un gran numerc (1nclusive nlies) de clonas proauctoras
ge anticuerpos. Posteriormente se I1nvestiga mediante Ppruepas
como IFI, ELISA, etc., cualss de tas cionas proaucen antinuerpa
anti H-Y y de estas se optienen 1Aas que 10§ producen en torma mas
pura (Booman et al., 1969; Hinrischen-Kohane et al., [985; MecK y
Goldberg, 1984; Wachtei et at., 1988;.

Problemas en la produccién de antisuero

Por aesgracla (a respuesti a (as 1NMunlzaciones conrra
antigeno H-Y &5 generaimente pobre {Andaerson, 1987; <nrienron  y
Steal, 13&5; Piearanita y Anaerson, 19A5). ESta Se Asbs a:

aj paja anrigenicidan de esTa moléciura y na)a aensidad e
la mlsma en 1a memprana cejuiar (Koo, 19R1).

n) varianilliidad de respussta 3 1As 1NMUN1ZAC1ORAS @nrre  |os
airerentes animales (principaimenre ratones) Ntilllzagos para 1A
proauccion ne este antlsuero (Plearahlrta y Anderson, [989; Wnire
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CELULA ESPLENIC SINGEKTCA IMGUNIZANTE ANTICUZRPOS  PRODUCIDOS POR
LAS HEWTRAS  TRMUNIZADAS
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Figura 10. Respuesta 1nmune vs. el antigeno H-Y en hembras
INMUN1ZANAS CON CRINLAS SINGAN1CAS ae pazo

ENO BTTEROLOGO CPEAFID TF GFTAR OITEPIT
DL LA WTUBIA A DIFURIZAR

et al., 1983), S6lo un V% de 1os ratones 1nmunizados producen
Suero anti H-Y aceptanie (Koo, 1981).

o) suerno  anri  H-Y “contaminaao’ con autoanticuerpos
airigidns coptra orro tipo de antigenos alterentes ai H-Y (Ohno
et at. citano por Iyer et al., 198%). A pesar ae gue para la
proguccion de este anTisNeFo Se inmunizan Tatones nembras de
cepas aitamente consanguineas con cetulas singéanicas de pazo
tAnnerson, 1987; 1Iyer et al., 1989; Koo, 1981; Piledrahita vy
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mecanlismn, et anrigeno H-Y serla f] analogo ael antigeno virail
r1g., ll. ES por €ii0 que al cuitivar empbriones en antisuero H-Y
8@ veran arectaqaos tamblén algunos empriones hempras,

La rigura tia, muestra como {0 antigenos moalticaqos
estimulan al siStema 1NMUNe PAra la proguccion  de  anticuerpos.
Lo antigenos homodlagos Modlricaqes tlenen antigenlciaad baja o
nula depiae a su similitua Con {0OF antigenos haturales, por
tanto, £6106 AL antigeno heternalogo (Moditicads o NO) 1nAUCITA una
respuesta inmune ae 1mportancia. En 1a tigura 11 A.l se muestra
ta qiterencla en apsorclen 02t anrisuero H=Y jver pPosteriormente)
pPor celulas emnrionarias de hempra ¢ ae  macho. fmanao el
antisuero es ansarpiao por  ceulas ne nempra algunos
auroanticuerpos y poco n nada ael anrisuern H-Y es apsormide. En
camplo, cuando #1 antisuero H-Y es apsorpiae  por  céjulas  ae
macno, Aademas de 105 aULOANT1cUErpPOS aPSOrniaos por ceiuias de
nempra, es apsorpido Tampien todo o casl todo el anticuerpo anti
H-Y. En las inrecciones viraies (tig. 11R), el tintocito 7T
cooperador reconoCe como AXtrano al Antigeho viral y, ae 1iqual
manera, a toaa la rcejula esrimilance a  aiterentes cienas  de
l1intocitos B para ta proaucclion Ne AnNricuerpns (refpussta 1nmune
numorall. De 1a misma manera que en &i; eJPMPLO antericr, 1a
respu=sta 1nmune estaria  airigida PpPrincipaimenre  conrra el
antigeno exogeno (en esra CASO @)} antigeno virai) pero tamplen
napnra proauccien ae antoanticuerpos.

Una comprobaclon indirecta d? esta nipotesis es {a dismintucioén
de la activiaaa aePit antisuero durante las pruenas de
espacitlicidad ae:i mMismo. A coantifltacioén  se mencionan  estas
pruepas de espaciticiaaa.

Evaluacion de 1a especiticladad del antisuero para
detectar el antigeno macho (H-Y}.

PAra conocer 1a 2speclticidad del anrisuerc que  se  quilere
Utllizar para sexar embriones, S toman alicnotas ael sueroc y se
apaden porT  SepParado a un medqio an Al gue  Se  AETen  cuitrivanao
cetntas., Kreo v osoldaoara (1976 HNT1i12aron régnias Fpienicas e
marpn a8 tA ¢cepPaA Be, C2i01a8 eERLS CAS de RemDbTA ae 1a  misma
aepa Y medla CAntroi 181n cAN1AR) comn ansorpenres aef
Antisuero H-Y, para aespuas desariario en Ciuitivos de ”mDriones a
ins  que  se 15 ARAQe complemento, & esperabpa que  a  mayor
2EPAC1Ile-laal del suero, mayeor S$oria 1a absarcisn a2 Anr1cuerpos
H~Y en el cultivo de celulas espPlénicas de macho, bata © nuia en
el <Cultlvo ae calinlas ae Nempra y Nulo en el Control. De La
mismai manera, ia canticdaa a2 eMNr1ONes arectadas al resariar 1os
antisusres postapsorcldn  S<ria paja ¢ nuta para  ita  alicuota
ansornpitca  en céiulas ae mACHO Y cercana o 1gual al conhtrol para
14 Aajirunra apsorbiaa en 1as Ccelulas as aempra.  Laos  resuitaaos
qQue anTUV1Aran S8 MUASTran #n &y cuaare IV,

Los  resultaqos mostraqos en 21 cuadro IV no aejan iugar a
auaa ge que el suero tue apsorplio pPreferenrement? por antigenos
Proplos  ae cefulias mascubinas. ESTe cuadaro indica  también  que



eX15t1G clerta Aansorcioen dae anticuerpos en 10s  empriocnes  XX.
Esta apsorclon pueae Oeperss a: 1a presencla an el antlsuero de
autoanticuerpns “contaminantes”; a antlgenicidad cruzada entre el
antigenn H-Y Yy Otros antigenos de SUPArticle o; a la Ppresencia
del antigeno H-Y en aigunos empriones XX.

Cuadro IV. Apsorcian ae antisuera H-Y.

SUERQ EMBRIONES AFECTADDS
Ccontrol 53%
ApsOornico en calulas ae macho 0%
AbSOTrD1Ae en cefnlas dae nempbra 46,

Moditicado de Kreo y Goldberqg (1976).

variantes de esta tecnilca  inciuysn 14 ansnrcian del
antisuero con oftros tlpos celulares (lyer ot al., 19839}, prueba
de ¢ltotoxicldad ne !spermatozoldes en ja cial §e utiliza atguna
tincion vital para canocer #1 numero de espermatozoides
atrectados par el antisuero en uh medio ai que Tamplén se ie
anadio complemenro de cuyo (Pledrahnita y Anderson, 1985;
Goldberg, 1971). La apsorcién se reaiilza comunmente a 4 4grados
centigracor aurante <0 min.

Anteriormente se MANCiond que el  antisueroc produciao en
ratones puere xer utrillzZaco en el fexale de emprianes de otras
especies. En estos casos LA apsorelon  aebe  nacerse con
L11NToC1tos de nemhras ae #5a 25PeCcle CON eL tln e  remover
anticuerpos que Se unan a los embriones por ei Necno de no ser ae
origen murine 4queaando en el antisuero anticuerpos contra el
antigeno H-~Y en torma casil exclusiva (Anaerson, 1887) . Ootra
manera de evaluar 1a especlticidaa Qe esta antisuero es la
meni1cidén e 108 niveles ae ATP en &! medilo resuitante de una
pruepa ciroritica de #spermalozolars ya que son 1nalcativos ae la
proporelén e reiulas arectaaas (Tung, ciraqo por Piedrahita vy
Aandgerson, 1%45) .

para rinaiizar, A manera ae Tresumen Se inciuye a
conrinuacidn 13 metodologia A grosso modo apiicada en e1  sexado
ANDI1ONALLO fh LA ¢speC18 BOVINA Y Medlantes la técnica de IFL.

Preparacion Qe: anrisuero:
A) untenclon ge las relllas INMUNOgenas. Suspension ae  celuias
eSPlenicas, lavaao y centrirugacioen.

D) Inmuriza~iones a ratones pempra. Concentracion ceiutar:25-35 X
10 eliNiAs. Calenaarlo de 1NMUN1ZAclen: uUna vez a la semana por
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tre8 semanas Yy pOSLAriormante 1lnyecclones de reruerzo  ocAada 2
semanas.

C) Uptencioen de 250-400 mMiCrolltros de sangre (por corcte ae  cola
© POr puncién retreorbirtarial. Las sangrias (maAXimo una vez Al
mes) se hacen 7-10 dalas después de completar el periodo 1nicial
de 1nyecciones o 7~10 dias qespués de la 1nyeccion de Teruerzo
prexima pasada.

a) Evaluacien del antisuero medlante fa apsorclon dei misme  en
[1nrocitos de vara seguilaa ae pruebhas ge cilfotoxicidad en esperma
o embriones y/o la mediclen de 108 niveles ae ATP (White et al.,
1987; Piedrahita y Anderson, 19&5).

Colecclon emprionaria:

a} superovulacien de las hembras qonagoras. (uarenta mg de FSH
(ams1s total) aiviqida en 8 inyeccion una caca doce nporas y en
051§ QeCreclent®s: QOS INYACC1ONRS aef & mg o1 primer dla, 2 ae 6
myg el seguindo Aia, dos de 4 Mg el tercerc y aos ae 2 mg al cuarto
aia. Este tratamlento aa mejores resuitados S1 Se apllca entre
105 atas 9 y 14 del ciclo, Para aestrulr et cuerpo iuteo se
Adepen anaair 25 mg de prostaglanaina F-2 alta at tercer dla de
inicliado ei tratamiento ae FSH (Zareco, 1990). EL estro se
presenta 48-72 horas despues de la 1nyeccian ae ta prostagianaina
¥ 1as ovutaclones 24-4f horas post=estro,

b) kecoleccion de empriones. LA COLPCC16R RO qulrnrgica se  nace
a 105 6-8 dias post-estro, LoS embriones estardan en etapa de
mérula o ae biastocisto tardio (Whate et al., 1987).

“¢ultivo" emprionariec
a) Los embriones se cultlvan en medlo de Ham F-10 (HF-10) con 10%
{V/V) ae suero ahti H-Y murino durante 90 min.

b} Después ae un lavaae se cuLtivan en medlo HF-10 al que &p le
anaaroe  10% (V/V) a8 suero anti IgGé murine marcace con  ITCeF
(Booman, 1984; Piedrahita y Anaerson, 198%; Wnite et al., 1987)
aurante 80 min. Yy se vueiven a lavar para eifiminar ia
tinorescencla no especitica.

Evaillacion ge 1a fluorescencia

La evaluacion ae la tlUnresScencia s$e pace a Wn aumenro qe 290X
¢nff  milerosScopla 1nvertido de contraste de tases equipaao  para
fagta rin, LOS embriones se clasltican como H-Y positivos 8610 §1
5@ oDServan Areas de tINOreSCPRCIA 1NLensa L0CAL11Zana 0 Qe tOorma

granuiar (Wnite et ai., 1987;.

Comgronacxon

La COompropaclon £e pueds nhaceér por anailsls cromosamico de 108
embriones O pOr Transterencla ae 1os embriones y #1 regisrro de)
SRXO al nacimiento.
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4.4 SEXAJE EMBRIONARIO POR ANALISIS CROMOSOMICO O CITOGENETICO
(cariotipo)

El sexado de emhrinnes medlante €1 anallsis Cromosemico se

puede realizar por dos procedlmlentos: OhServacion ael corpusculo
de Barr (el cual corresponae al cromosoma X 1nactivo) o
analizanao el cariotipo. La primera qe estas dos racnicas,
Aungque raplda y Senciila, No puede lievarse a cabo en La mayorta
de 1as especles qomesticas debldo a que el aspecto granular dael
citoplasma diticulta enormemente la 1q@entiticacion e dicho
COrpHusculo. Ademas, en especies Como ta hovina, £1 corpusculo no
es vlsihle en las etapas en las que el embrion s transteribie
(K1ng, 1984; Wintenberger-Torres y Popescu, 1980).
En cuanto al cariotipo, S1 Se pusde realizar en las especies
aomésticas Yy, de hecho, tiene una certeza casl del 1003 en 1la
mayoria de los casos (King, 1984, Leibo y Rali, 1990; Pticara et
al., 1985; van Viiet et al. 1989). Aiternativamente al sexado de
108 empriones, el cariotipo permite detectar aberracciones
cromosomicas  pudiénnose desechar de esta  manera agquellos
empriones que 1as presenten {(Picara et at., 148s) vy, en
ingenierta genetica, permite  detectar a Los emnriones
transgenicos (Leibo y Rall, 1990}. En esta secclon se procedera a
dar generalidades sobre esgta técniCa analizando sus ventajas y
desventajas en €. sexado de empriones y en 1 apendlce {pag. 92-
97) se ahonaara sobre las tecnicas de bandeo.

cariotipo como medlo para sexar embriones

Ef cariotipo se pusde aerlnlr como €1 ~STUAlO WA&f humero,
MOTroingla y caracteristicas tinunrlaies de 10S Cromoscomas qe  un
indiviquo cualqulera.

Premisas y pasos Para 1a reailzacion e n carioripo, Existen
Clertas Premisas generales para (A realilzac1én de Un  Cariotipo
sea cual Sea 1a Tecn1ca af hanaso. ENtTe ©STas se rtiene: () 108

cromosomas £e dehben obSArvar rorzosamente en la metatase o  en
tages cercanas a éesta por lo gque &4 TeJI1a0 o Las  relulas
ut111Zaqas deperan estar AN LAse aA renlicaclon ¢ MItAasis (konne,
1989; Yoshizawa 21 aL., [990); <) oX1ste upa  corretacion muy
alta entre el numero ae cAIRIAS y/0 @1 1narce Mltollics Qe e5tas y
el numerc 0o mMALArases AlSPONiDIAS PAra f! anallsls Ccromosomico
{Plcara et al., 1985; Singh y Hare, 1980; Wintenperger-Torres vy
Popescit, 1980 ; 3} no todas las merarases ONServanas en  HnA
laminlila T1enen 1A Suril«1enre callqaq para Ser raomanas eh cusnta
en ! alagnoestico singn y HAre, |49k Ynsnizawa wr o3y fasay;
4} eSte procedimlento dana a las celujas pPor Lo gie, para (oS
emDrioNeAsS a Lransterir, £ Nace NecaAsarlo ta LOMA (1A 1tha D1cpsSia.
De esras pPremisas Se pueds 1NLerir que [OS SMHriones en  LAas
etapas ldeales para SU Transrerencla {(MOrHIA TAYala ¥ DIASTOCISTA
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temprano; singn y Hare, 1940) presentaran granaes ditrilcuitades en
CUuanto ai numero ae celillas "diSpPonibies“ para el cariotipo a
partir de 4na Dbinpsia. Pero nhien, antes de analizar las
ventajas y lasg qesvenrajas de estas Tecnicas §e Qara, a manera de
resumen, un  posquelo general de cuailes son 105 Ppasos dque se
s§1guen en ta preparacion de las células para realizaries el
Cariotipo:

1} Se obtiene [a muestra, que en en este cCaso corresponde a
celulas de una Plopsia af empTioNn.

2) Se pueae 0 No nacer CUiT1vo celutar (varios dias) en  un
medio que contenga alguna Ssupstanaia mitogena como 1a
titohemagiutinina., Por supuesto, §1 se lleva a caho este segundo
paso, en el Ssexaqo de empbriones se procedera tampbien a la
congelacion asl  resto el emhridn que  Se  uUtilizarhA  para  la
transterencia.

3} Previo anaiisis del numero de céluias en cultivo, se
anade a estas una substancia gque “arreste” Las celuias en M1TOBLS
como la colcnicina o la colcemida.

4) Provocar que jas ceéjlulas se hinpchen ttilizando una
SOLUC1ON  hipoténica con €1 fin e que LoS cromeosomas Se  Separen

entre &1, f2 r1Jan ras aejunlas <con metanoi-&cido acetico. Y,
por ultimo, &Se tinen y se abservan al microscopio (King, 1984%;
Ronne, 1989; Picara et ai., 1985, van Viier et a)., 1939).

Cuadro V, Caracterisricas moOrrologicas de 10§ CTOMOSOMAS
fexuales en diterentes espeRCles (OMESTICAS.

Especie Numero Morrologia
Cromosamico cromosoma X Cromosoma Y
BOs taurus 60 Largo pequeno
submetacentrico metacentrico
Bos 1naicus & Largo Pequeno
submetacentrico acrocentrico
Ovis aries 54 Largo MUy pequeno
acrocentrico metacentrico
Capra nircus no Largo Muy pequeno
acrocentrico metacentrico

tcon prazo corto
muy pedqueno)

S1'E SCrOTra an Tamano meaio Pequeno
metacentrico metacentrico
L] Tamano meaio Pequeno
sunmetacéntrico acrocentrico
Tomano ae King, (198341,
Lns  ~romosomas  sexuales rlenen morrologla variaaa en lias

airerentes 2spaCles Pero ann ASi SOn [AClIMente 1dentiticapies en
cAda espec1ié come indica el cuadro V (King, 1984)}. En el povino,
por ejempio, 1as cromosSomas sexnales ¥ =on {0S mAS grandes y son
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muy tAclies df d1ETINGUIT Ya que SON (NS UN1COS metaceéntrices o
sUDmMetaceéntricos, M1entras que Los autosomas SON acrocentricos.
En cuanto al cromosoma Y en &} BOS TAurus es metacéntrico y en el
Bos 1lndicus es acrocentrico (King, 1984; Leipo y Rall, 1990;
Picard et al., 198%).

La geteccion qe 2 cromosomas X o uno Y se considera

suriclente para e} gi1agndstica (Pircara et al, 1985) o tambien e}
hatiazgo aet cromosoma Y sin examinar ios X {Yosnizawa g} al.,
1989D) .

Variables emprionarias en el sexado por cariotipo. Toda

Tecnica presenta clertas variahles la mayoria de las cuales se
intentan Controlar para aumentar 1a veraclq@ad ai interprerar 1os
resuitados. Las variaptes que se mane)an con respecto ai sexale
citogenetiro en empriones, de las cuales depefnide en gran parte el
&X1TO O Iracaso de ia técnica y que tienen que ver con et namero
ceélular, son: edaq del emhbrion, viabilidad ael embrion, namero
de ceélutas en fa plopsia y numero de cejuias en Tepiicacion

{indice mirtorico) (Singn vy Hare, 1980; Picara et aL., 1985;
Witenperger-Torres y Popescu, 1980; van Viiet et ai., l984).
Edad del embrion De las varlables antes mMeNncionadas tai vez

Ta eaad del embrion sea la MAS 1mportante ya que de esta dependen
en gran parte ia mayoria de 1as otras. Por ejempio, 1os embriones
de 6-7 dilas (estro = dia 0) son los mas viabiles para la
transterencia tanta pordque sOn 1os que melor indice de prenez
presentan {Singh vy Hare, l4980) como porque sOn 105 Oe mayor
Supervivencia en cultivoe o ®n el Procesn e congelacien=

descongeiacien {Picara et ai., 1985; singn y Hare, 1980), en
comparacion con empriones de 1Z-15 dias {(en etapa de DlasLoCisSto
tarato). Ademas, eL reCONOCIMIENnto Qe ta gestacion se  lleva a

capo en los dlas 15-16 en povinos (Roperts et at.. 1990}, por 1io
que 1a transrerencla aepe [acerse en etapaAs previas.

Parece ser qie |a toma de 13 hlopsla Atecta el desarrolio
e lOS emprianes e pOVINOG & Menos que Se Lleve a cabo en etapas
antericres a 105 13 dias, es mas, €1 cultivo de embriones en
etapas avanzadas de dlterencilacisn {hirastocisto taraio) diriculta
SU  pOSterint AeSarroilo ya qus ef medio de culTivo no atcanza a
satisracer 108 TrequerimiAntas NUTTITIVOS (e eS5TO08  enhrienes

tWintennerger-Torres y Popescu, 1980).
Ngm_e)_'g ce u_lar s ln(ﬂC“;' mthL\cg. Como S Vv1ioa ai 1nicio de
fSLY ca >, tos embriones en etapa ae maruia tienen

aproximacamente lu-ni CéLU1AS Y en etapa de blastoClsto  temprano
cuentan con cerca e 100 cepulas (Betteriage, 1988), por 1o que,
en £l caso de qie se bisecren estos embriones (utilizando una de
las mitades para e1 andils1s C¢romosomico y la otra mitada para la
transterencia) ge contaria con un maximo de 8 a 50 cetulas para
ANAL1ZAT A MENAs que &8 RAga cUITIvo Cejular. Mousrara et al.
1C1TAGOE por =1ngn y Hare, 1980), CON D1OPS1As de soiamenté 7-10
CeLNias  af  empriones de s-7 A1&§ 10QrAron seXAar ajy 6% ae 105
AMNT1ONAS 10 QUe supone un indlce M1tOTico muy alto (superloer ag
1%%) para poder encontrar maAs de una meratase por faminilla,
Picara et aj. (193%), sexaron un 5K2.5% de empriones (n=§}
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nDisectaans (25-50 cetutas y 1.5-3.2 tiguras mAatarasicas) Yy
Ycshizawa eT al. { 198%a y 1990), lograron sexar el 78.5 ¥ 72% de
empriones ~de ratén de tan Solo una céfula {(n = 499 y 189,
respectivamente).

En contraste, Singh y Hare (1980), sélo lograron sexar al 33%
de empriones de 6-7 dias obteniendo biopsias de 15=-17
ceiulas; Yoshizawa et al. (1989n), sexaron el 27.2 y oL 50% ae
empbriones Ccaprinos en etapas de morula y hDLastoclsto; Murray er
al. (1986), optuvienon riguras metatdsicas aceptaptes aei 20% de
empriones (n=290), en la etapa 0 moruta dieron mejores
resultados que 1los empriones cde B8-16 ceéluias. Wintenperger-
Torres y Popescu (1980}, lograron sexar al 60% de empriones de 13
aias con blopslas de 130 a 400 ceiulas a partir de ceéiulas dei
Troctopiasto (1710 a 1/3 del emprion) con indice mitotico del 4% ¥
5 a 16 metatases por laminlila. En e{ Wit1mo ejemplo es notorla
13 ventaja en cuanto al ntmero de cetuias por plopsia pero tiene
cOmO desventaja que los embriones de esta edad {12-15% dias) son
poco viables para el cultivo o la congelaclon por 1o que se hace
necesaria una técnica muy Tapida a partir de su recoieccidon para
poder tTransierirlos en “tresco” despu#s de sexados (King, 1984;
van Vilet et ai., 1989%), técnica que en la actualidad requiere de
un minimo de 5 nhrs para sexar 12-15 empbriones por 2
citogenetistas expertos (King, 1984). LOS resultados en 1ios
direrentes estudlos parecen lhdicar que tamblén ia especie, la
Tecnica y o0 sus ejecutantes, Tlenen QU ver en iLa etecrividad del
s2Xado por medios citogenaricos.

De 1o d1ChRo en €1 PpArrato anterior se daesprende la
1MpPOTtancia qe{ nUmero de ceélutas y del indice mItoOTlco de @stas.
s5ingh y Hare (1980), compararon (0s 1ndices mRMITOT1CoS de
embriones en etapa de morula de Ctres especies diterentes
enitivados con 50 ng/mi de rcoicemina Ppor 4-6  horas, 108
resultacos se ODEEIrvVan en e! cuaaro VI.

Cuadro V1. Indices MitOT1CoS df embriones en ifa etapa de moruta
de tas especies povina, lepédrida y murina.

Especie No. embriones Fromedio ae Promedin ael
cefulas por Inaice MiTALLICO
enprinn

Bovino 3% 50.2 8.9

Cone)o 53 44,3 12.1

Raton z3 39.17 1.5

Modiricadn de Singh y Hare (1980),

Det cnaare VI, 56 deauce e con ARTE NHMATG CRINIAT (2 3=%s
CELNLAs) e indlce mitorlco /,%-12.1), §° Nnrenaria un maximo Qe
2.5 mMeTarases por emprion D1SACLAAC par o que  Se  pecesitaria
mucna Ssuerte para que amnhas mMeTATrases tueran e suriciente
caildad para el analisis.

Ya se menclone que 10S enpriones qae k-7 alas  pueden
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congelarse por 10 que se resuelve, ai menos parclaimente, el
prontema del Dajo nuamero ae metarases anailzables mealante ey
cultivo de Las ceiuias de la pilopsla el tiempo necesario (3-1i0
dilas © mAB) para que aumente la poplacién ceiular a un  numero
aeseabie (>100 celulas) asegurandose asi ia obtenclén de una o
mas metatases por laminllia Yy embrion aun en los casos de 1ndice
mitético pajo  (<5%). se dlce que el pronlema estad resuelto
parciaimente ya que el indice ae prenaz aisminuye
signiticatlvamente en empriones conNgelados en COmMparaclion con ios
transteridcs en “rresco"., Por ejemplo, Picard et al. (1985),
reportaron tan s010 un 23.1% de naclmlentos de 2& embriones de 7
dlas blgectagdos, sexadaos Yy congelados slendo que af axito en 1a
transterencia de 105 embriones Nisectados, SeXados Y transteriaos
en "tresco" tue ael 50%.

S8 puede Conciuir que:

- Las etapas de morula o bpilastoclsto temprano, aunque Las
MAE viahles para ia transterencla, tienen la daesventaja ae poseer
un bajo numern ae Celulas para ia plopsia. For 1o que se hace
1ndispensaible ja congelacion del emprién a transterir y el
cuiltivo e cAluias de 1a Dlopsla Ppara aumenrar su nNmero.
Asegurando asl, una cantlaaa aeseable de metarases analizapbles
por iaminilla y esmbrién (Pircard et aL., 1985; singn y Hare,
1980; van Vilet et al., 1989},

= Les smnriones oe [2-15 aias rienen un numero Jdeseapls  dae
CALNIAS para €1 sexadn por CAarioripo (alrededor d2 1300) pero en
esta etapa los resuitaqo$ e l1a transterennia emprinnarla
{supervivencia posSt-descongelacidn e indilce de cancepcion;) son
mAS pDien pobres (Wintennerger-Torres y Popescu, 1980).

- Los métogos c1toldglcos  SOn anSTAsos por 1o que ja
utlliizaclon Qe esL06 MALONOS CltoladglCcos con r1nes comerciales es
poco  alentadora. Pera la certeza que se obtiene con esras
tecnicas (cercana  al 100%), 1o hacen un metodo 1ldoneo an  la
AVAIUAC1I0N (e orras teenlCAS TANION Dara el SAXAOC AMNTIONAario
COomoO PpAara el SsexaGo I esperma o para orros tines (King, 1984;
van Viiet et al. 1989).

- La etectividAad en la realizacien del cariotipo es varlianie
Y depende ae la especile, dae A théonica ampleara y/o ae 1A
hahilidaa ae 105 tecnicos,



SEXAJE EMBRIONARIO MEDIANTE HIBRIDIZACION DEL DNA
(sonaas de DNA Y-especiticas)

Al 1gual que en er anailsis citogenatico sstualaac
anteriormentce, ésta metoaotogta (hinriaizacién dei DNA) dana ef
material pilolégico a utitlzar por Io que es 1ndispensapie
realizar la tecnica sobre ceéiulas de una bilopsia. Ahora Dbien,
tiene la ventala de que sSe neceslta un bajo numern de ceéluias
{10~-20; Leonard et at., 1987; ya que se requlere una 1intima
canticaa ae [INA para realizar la pruepa, no es necesario que
estas celulas estén en mitosls (Se puede reailzar igualmente con
nncleocs 1Nterrasicos © en Aivislon; Bondioll er ai., 1989; Muller
et al., 1987); van Viiet et ai., 1989; West al., 1987} Yy se
puede reailzar en un corto tiempo (30 horas; Leonard et ai.,
1987). Ademas, s1 se combina ésta técnica con 1a d= reacclén de
polimerasa en cadena (PCR, por sus s51g!as en i1ngiés) el sexada
pueQe reailzarse an Nn tlempo tan corfte como i Noras y conl menor
cantiqaad ae DNA (Herr et al., ls90a).

La hibridilzarlan con sonaas DNA Y-especlitlcas para ef1 sexado
eMPTIONArlo CONS1Sre en: 1) agerectar Secuenclas nucientiaicas en
el cromosoma Y que sean excliusivas del mlsmo, eSto €5, que No Se
encuentren normalmente £n ningin orro cromosoma (ya sea el X o©
algun autosoma) , Z2) SINTeT1zZAr estas &ecUPnClas { sonaas}
marcAndoias radioartivamente (Bonaloiil et al., l9&9) o por meaio
ae  ColOrantes de reaccieon enzimatlea (Kirzenpaum et al., 19%90;
Leonarda et at., 1%87;, 3 realizar ta nibridizaclén de  estas
sonaas con material genetiro problema (DRA ae celLas
emprionArias) y, por mnirimo, 43 ieer e1 TresuitAado. Por
SUPUESTO, F! IASTO QRL PINCION ué NO SA INCINYR eN ta hDlopsia se
utiliza PAra TTrANSIEOri1ric a una receprora despuss de  Saper el
A1AGNESTICN QR SeRO.

La optencidn d2 1as Secuenclas hucisotlidicas daei  genoma
cejutar ast como 1as  téecnlcas ae  hibridlzacion ae: DNA se
explicaran en qaetalie najn e4| 1nciso e  frecnoiogia ae DNA
recampinants, aqui S610 §2 MANC10DAN algunas caracteristicas de
ASCOS MATOAOS CON 21 rln Q° que quede clara !a reterencla que a
contlpuacion Se hace SODTe (0S trapajos ae Sexa)e ae  emhriones
meqlante N1bridizacien aep DNA.

como se menciond Arrina, LaAs SondAas ae DNA son porcilones de
DNA sintetizadas artiriciaimente. S1 para (a sintesls de estas
Sectonelas se uf1i1zan nucliestidos marcadaes, estas sondaas pueden
AyNaar a aaraertARr (a4 Pressncila & INCLi51ve  La cantidaa  de
FOrclon®s nomrOojJcgas a  esta daentro 0 un DNA  probtema. FEsta
CAPATIAAN e 1A scpaa Qe aetectar sis fecuyencias  homdiogas  se
fepe A ras  caracteristicas (e complementaridad de bases que
prasentan 10§ aclaos npuclelcns, ESto es que, en 21 acldo
eRA1ITIDONUCLRICO  pPOr RJemplo, UNa timlna siempre Se apareara



con una adenina y una guanina con uha cltosina. De esta manera
una cafgena de [INA s§e aparPara cop otra cadena a2 DNA  conn tanta
ariniqad y establllaa como compiementaridad Presente 1 secuencla
de bases. A la uni¢n ae estas Aos cadenas, ia cafena npatural y ia
sintética (raaiactiva), es lo gue se na aaao  en 1tamar
nibriaizacién dei DNA. Una variante de esta teécnica o5 el
realizarla sopre celillas en 1ntertase o, S1 Se requlere, celulas
en metatrase r1jadas a 1una iaminiita Y s5e te conoce como
hibridizacidn ih situ. Esto eiimipa la Necesidad ae extraer el
material genatico de (a ceél111a AanemAS Qe permitir 1a iocatizarlieén
espaclail ¢e La(s) Secuelncla(s} nomologats) ae La sonda dentro
de los cromosomas {Pinkel et al., 1986},

La lectura el TresuULTadn en &1 cafo A& que Se utillicen
sOnanas Tragloactivas §e nace axponlendo ei materiai propiema a
pelicuia auteradaiograrica (Alberts et ai., 1987 y 1989). En el
caso de que la fsonaa se marqule  Coh  algun cojiorante de
reacclon enzimAtica 1a lectura se logra ampliricando ta ~senal
por medlo de técnicas inmunocitoquimicas (Kirzenpaum et al.,
1990; Leonard et al., 1987; Weler et al., 1990).

origenes del sexado embrionario mediante hibridizacion del DNA

La tecnologia del sexado medlante nhibridizacion derive ae
10s estudlos encaminagos a ia btisqueaa del gen responsable as  la
determinacion Sexual, a saber el TDF (van Viletr ot aj. 1989),
cuya 10callzacién S1empre $e ha sOSPecnado en el cromosoma Y ten
el capitulo V se mencilonan interesantes desc¢ubrimientos
recientes sobre este gen y s\ roi en la aeterminacioen sexwal}. En
la actuaiidad, a diterencia de) cromnsoma X, Sf COnoren pocos
genes del cromosoma Y. FEn humanos se  conocen: #1  gen que
coditica  para el TDF (Page et al. 1957; sSimpson et ai., 1987),
el que coditica para et antxqedo H-Y, el que coaltica para el
antigeno 12E7 (presente en lintocitoes T leucemicos, genes para
dos Poilpéptlaas ae tuncion gesconocldaa y, poslblemente, genes
1NVOlucrados en ita espermatogénesis y et tamano ae 10s qlentes
{van Viiet et al., 1989). Tooos estas genes eSTAN Locallzaaos en
regiones Qucromaticas del pbrazo corrn ael cromosoma Y (Ypl Yy en
la regléon proximai del brazo LAargoe (YqQ} excluyenac at Centromero.
Por logica, entre mas genes se jogren Secitenclar e€n €L cromosoma
Y, mas genes excluslvos de este Cromosoma y sus sNNaas
correspondlentes podran ser aescublerrtas.

Se han 1@entirlcado Y CiONAado SeCusnclas Y-especltlcas aef

humano, del ratén, de! povino Yy ael ovino, En =i  humano ia
mayoria de 1as sSonnas oDTeNn1dqas corresponaen  a ia zona
eucromatica del cromosoma Y tvan Viier et ai., 198%) come 1as
sondas Y-190 (secuencia repetitiva; Muiler et ar., 19%7) y la 49t
{secuéncia  senciija; Vergnaua et al.. 19:4), En el bhovipo se
conecen, entre orrag., ias SOnAas PbSA Ese.n, ES8 ttonas
Secuenclas repetitivas: Hkonaiali er ag., 1989, 1a BC 1.2

T, 1%90) ¥y 1A BRY4 tHerr

{gecuencia repetitiva; Kirzenhaum el al
tHerr er al.. 199¢a).

et at., 1990p); ael ovino, ta OY1l,
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Utiliidad qe lag secuencias (unlcas Y repetitivas) en la
nibridizacisn del DNA con rines ge dlagnostico sexuai. La
mayoria de las secuenclas o genes ¢ontenidos en el DNA  celular
estaAn presentes como Seclenclas Unicas (sencilias) o con aigunas
pocas Coplas  poY genomA naploide, €1 demas DNA corresponde a
secuencias que tilenen cientos 0 milies de copras (Alberts, et aj.,
1987) Yy pueten tener nomelogla el Cromosomas nNo  homb1ioges
(Bondi011 er al., 1%RY; van Viiet et ai., 1989, West et al,
1987) . Las secuyenclas unicas O Qe pocas COplas en €1 genoma, son
generailmente exclU&Ivas de un par CromosSomico, por Tanto, mAs
especiticas (que 1as gecunenclas repetitivas (van Viiet et al,
1989; Vergnaud et ai., i984). Atn asy, s casl 1ndispansable
utitizar SecCuenclas altamente reperitivas para el sexado de
empriones mMedlante TACHlcas de nNipricizaclén ya que en 1 caso ae
ias gecuenclas WN1cas es airicil interpretar 10s resultados
depido a la dépll respuesta gue se ohtlene y a que se necesita
mayor cantidad de DNA (Y ae cAali1}lag) para las secuencias fdnicas
en comparacion comn las secuenclas (e mlleg e COplas en ai genoma
(Muiier er at., 19387; Vergnaua et ai., 1984). De necno, la
MAYOTr1a Qe {as SNNaas comerclales UT1412AQAS en #1  SexXado ae
emNT1OoNES Se ONTUVIETrNAn a partir ae ¥q dque Tontiene  sgecuencias
ne exciusivas aeji cromosoma Y (van Viier et ai., 1989 .

LOS Primeros Trapalos encaminadns a hacer =1 sexado prenatal
por medio de recnlcas de nipridizaclon se nicleron en nnmanons.
Ehtre ofros tenemos los de:

- GoBden er al. (1982, que MAgnasricaron correctamente el
sexo de 13 tetos a partir de plopsia de vellosidades corionicas
utillizandn una soNNa Localizada en YG de 3.4 Kllopases (xb}.

= NVevgpaua 27 ai, 11984), nicileron f1 GlAagnostico daAl  SEeXo
ae 12 retos UL1112and6 come tuenre de DNA Ceillas del trotoblasto
a partir de DI1OPS1a placentaria. BN @STé eSTudlo se trapajs  <on
aos rondas  Y-especiticas una ae 1as cuales corresponde a UNA
repetitivo {songa Pl) Yy la otra (8onda 49tf) a DNA de secuencila
anica, ampas en 1a porcion Yq. La cantidad ae DNA utilizada tue
de 3 microgramos Y el tlempo de realizacilén tue de 2 dias. Ei DNA
S8 ONTUVAH MeAlANTe ARLYACT1ONNeS repetldas Conh Tenal/cloTotorme.

= West er at. (1987). SexXaren 7 empriones, ta mayoria de 2 a
A Cceiulas medlante 1a tecnica de hipridizacion 1n situ. Et
alagnésrtico  requirio de 4-8 dias (3-7 de exXposicion Qe Las
auroradiagrarias) .

BN LOS  animaies AoMAST1CcOS esTas Tacnicas se  han  utilizado
apenNAs recientemente.

- Leonara et al. 11837y, urilizaron una sonda Y-especiftica
povina  ae 600 copias aproximadamente (van Vilet et al., 1989}
MArc~Aaqa  con ploatina.  Optuvieron pPlopslas de  10-20  celulas a
DATrTIr Oef roioblasro de empriones ae 7=8 diAs y 1as rijaron A
1AMIN1L 145 Ppara reatizal la NIDr10G1ZACION in S1tu. Opbtuvieron
MEAIANTe  ASTA rACN1CA una certeza e 9% % con  respacto a 1oO§
PADT10MNRS SEeXAdns pero solo pudieran sexar 8% de 150 biopsilas
[I-RE 2N
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- Bonaloll et ai. (1989}, 1dentifricaron Yy aislaron tres
SecCuenclas reperirivas e hovino Y-especliticas, de 1as cuaies
obtuvieron lasgs sondas ES5, ES8 y la BS6.0 ae aproximaqamente
2600, 80O Yy 20 copias, regpectivamente. La reallzacion aqet
dlagnastico medlante esta tecnica tes tomo 8 alas {1 aia para
extraccion ¥ prenipridizacieon, 1 dia para hipridizacion y & dias

e exposlclon a fa pelicuia radlosensibie). Por (o que se nace
indaispensanlie la Ccongelacion ge 10s embriones que se utilizaran
en 1a transterencia. En el experimento | de 101 D1OpE1as

emprionarias lograron $Sexar 91 embriones {(90%), transtirieron 87
ohteniendo un inaice ae prenez del 40% y ae estos, 34 de 35 tetos
(97%) se sexaron correctramente. En un segunao experimento, de 111
efpriones transteridos post sexado y descongelacian, cuyc indice
de prenegz tue 41%, nacieron 37 DREATTOR Vivos ef in0% ae» laos
cuates tue de) sexo diagnosticadn.

- Em un estuaio, Kirzenpaum et al. (19%0) intentaron sexar
empriones povinos tanto POT LA Tecnica de hibridizacion 10 situ
como con ayuda de 1a técnlca de PCR. Por menlo de  nipridizacien
1Nl S1TU SPXArON DIOPS1as {10-20 cefulas) ae empriones Hovinos en
Atapa ae biastocisto (7 atasy. UrilizAron :a sonaa BC 1.2 de
2000 COP1lAas (marcaaa can  blotihal, sexaron correctamentce
(corrohorandao ei N1agndsrico por anAllsls cltogenetico} 18 de 19
muestras. Previamente al sexaqo emMDrilonavlio y, Para cConocer los
limites de resolucién aes la técnica, “diagnosticaron” el sexo
{conoci1ao) ae  animales AGULITOS (vacas y toras) opservando ios
CTOMOSOMAS Sexuaies de SUS 11INLOCITOS. El #5% de (05 11ntocitos
de oOrigen machc presentd reacclén positiva a  ia  sonda Y-
especirlca al 1gual que el A% e 05 LINIoCitos de orlgen hemnra.
CONCLUYeron qGue o1 5% de 10oS$ [1NLocltos de nriden macho no  se
marcaron aepldao a ractores risioiogilcas de ias ceiulas
(conaensacion  excesiva qel material genetlico deplac a La ectapa
celular en ta que se encueitran} o deN1ao a uUNa ARSNATUTAllzZaclon
insuticiente aey DNA. LOS 1INtocitas de origen hembra gue se
MArcaron tus atrrioudo A una precipiracisn no especitica. En  tos
egrudios pretiminares con la técnica a2 PCR concliuyeron dgue se
requiere de 10 a 40 ceinias {50-200 pg ae DNA) pAra ampilticar la
secuencla asseada.

Poilmerasa de reacclén en cadena {PCR).

Aunqiue 1a técnica ae PCR, mencionada arripa, no es
Nibriaifacion  sine cionacisn ael DNA, se 1nciuyen aqut algunos
TYapajos que utillrTan este merodo ya que derivan de tecnoiogla
arin. Ue necho, cuanao las tecnlcas ge hilbridilzacion se
complementan con jia de PCR, la reaccidn €5 mAs intensa, rapida Yy
especiticra mejorande en mucno las posibilldades de d1agnostico.

g£sta recnica riene CcOmMo  principal caracreristica el
ampLltiCAr 1en torma automatlzada) ia secuencla ae DNA deseada,
ann secuencias  unicas (Kogan et aL., ©itaacs por Hanayside et
ai., 1989). Esto qulere declir que, Ppor medio de Treacciones
enzimaticas controladas, Se puede sintetizar y muitlpitcar mlles
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vy hasta millones de veces, una secuencla de DNA probiema en unas
cuantas horas (Alberts et al., 1889),

Algunos de 19S5 trabajos e SeXado embrionario en Los que se
ha utilizado la técnica de PCR como parte de ta metodnloglia de
hibriaizacion dei UNA son:

- Hanayside et al. (1989), sexaron correctamente el 100% ae

embriones ¢e humano mortoléglcamente normales (n = 154,
Utiilzaron una sonda repetitiva de 3,400pb amptiricaaa por PCR.
Bt sexo se conrirmé mediante anaiisis cirogenstico. La

reajiizacion de ia teécnica requirié un tiempo de 5 hrs.

- Un grupo de 1nvestigadores ae ta Universiaad de Canberra
(Austrialia) encapezados por Herr, han estado trabajando
recléentemente sexando empriones de ovinos {(Herr et al, 19%90a),
povines (Herr et ai, 1990C) Y, para COmMpropar lLa errctividad de
1a Ppruepa, tamblén sexaron L1Ntocltos @e  DPOVINOs adultos de
varias razas Yy cruzas ({Herr et al, 1990n). Para sexar (o8
empriones ovinos primerc 1os dilvidieron obteniende de 3-5
“secclones emprionarias” de cada une (empriones en  etapa ae
morula o plastocisto). De 56 secciones sexadas solamente 2, caaa
una de direrentes embrion, no correspondid ai giagnésrico sexual
ae sus “gemejas", £1 seXado se lievo a cabo en tan séto 3 horas.
Ei tragmento de DNA clonaqo en #sta pruepha tue una rraccidn de
124 pares de Dases (phb) especltico 42 oviho Yy <conocido  como
OYil.1l. El sexado Oe empriones bovinos, reatlzado en ei campo,
di¢é por refultardo el sexado corracto de 11 de 12 embriones cuya
compropacién se hizo al nacimliento ae 10S DRCAITOS,

La tecnoiogia cde PCR tlene entre otras caracteristicas, una
sepsibllidad 1mpresionante {(al grado de podaer wutilizar un
espermatozolae como tuente del DNA pronlema). ESto es una ventaja
y una desventaja al mismo tiempo ya que se pueden contaminar
taciimente los reactivos {Handisyde at al., 1939). En detinitiva
e Tecnologia ae amplisima apilcacion actuaimente, No 8010 en el
sexaao embrionario. En el 1nciso sonre tecnoiogia dei DNA
recombinante (pags 101-1l1) se adaran mas decalles sobre esta
técnica,
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Para

terminar
manera ae colorario,

€On 10 reterente at sexado
en el cuadro VII se ihdican algunos de

resultados obrenldos con estas técnicas.

Cuaaro VII.

Matodo

Enzimas
X-i1gadas

Antigeno
H-Y

Analisis
Cromosemico

Sonnas Y-
especiticas

NR =
mp =
ESH =

Sexado
métodos de

Embrien
en
etapa

morgia  a
prastocisto
H cAl111a8

AR a lA
cegntas

4 caiunlas a
biastocisto
moruia

Nk

8 celnulas A

nfastocisto
sciosionaao
ESM tresco

-~ congetado

primer
trimestre
moruia
moruia
NiABTOCLETO
ec10s10naqo

no reparradn,
muy pajo.
AmRbrIones secclohados Yy

Numero
ae
enbriones

516

71

101
150

cong=lacién aescongetacion.

Tomado ae van Viiet et ai.

(1989).
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& indice de prenéz
sexado emprionario.

Ericiencia Inaice

ael sexado de
{%) prenez
54 35
93 71
a5 mn
87 NR
B8& R7
a5 63
81 NR
68 33
60 60
60 23
100 -
76 44
57 NR
85 NR

subpsecuente,

embrionario,

Yy a
los

en cuatro

Especie

ratan
ratoen
novino
bovino
hovino
ovino
suino

bovino

bavino
bovino

numano
bovino

bovino
povino

transreriaos #n tresco © post-
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V- POSIBILIDADES FUTURAS PARA INFLUIR EN LA PROPORCION SEXUAL DE
LA DESCENDENCIA

5.1 INTRODUCCION

La razen de ser del Sexo €5 1a variacion genica entre 108§
1Nd1viduos para su meJor acaptacion al medlo y para la evoiucion
Yy conservacion de 1as especies. Para elio, €5 necesario que los
animales tanto de UuUno COmO de OLICG SEeX0 Pproduzcan gametos
tertiktes. Los métodos expuestos en capltulos anteriores proponen
la manipulacian de 1a proporcion sexuaji al nacimiento {psn) en
rorma nasta clertc punto ajena a (a tisiologla Treproductiva vy,
mas concretamente, gametogénica, de (o5 progenitores. Toaos
25to8 metodos tlenen en comun que para nacer variar la psn (en
caso ae ser etectivos) slempre sé reqdtleriréd ae aar un

‘tratamiento particularizado'' ya sea a las nembras, gametos © a
embriocnes. Dicho de otra manera, cada rraramiento solo servira
para una copula, un eyaculado O para los embriones que se tengan
en el momento. LAas hipotesis que a continuacisdn se proponen,
pretenden hacer variliar la pPpsn de Una manera mAas raaical vy
permanente intiuyendo princlpalments popre la gametogénesigs en 1
Mmacho por ser el SexXo Neterogamerlico {(en mamiteros}; dae tal
manera que  atlgunos de 108 sementales ut1i11z2ados para l1a
reproaucclion produzcan semen enrigueclido parcial o totaimente en
uno aqe 10os gametos (X o Y). ASi, la psn e Ja dqescencencia  ae
estos animales se€ verla arascticamente manipulaoa.

Los medios dque &€ proponen manipular para crear sementaies
con  estas  caracreristicas  son:  la  sflencion;  disrupcian e
puentes C1lTtOplasmatlcos; TANOMANO df Segregacion (1STOTS1ONAna:
la reversidon sexual; Y la creacion de animales tTansgénicos. A
declr verdad, i1a mayorla de estas n1pnNtesls No PASAn de ser 1deas
LULUClStAs MAS que NipHATesls tormales ya que, A i1a TAcha. nay
carencia tecnoiogica y/o de CONOCIMISNTOosS DHASICOS Ppara poaer
fOrmuiar un protocolo de 1NVEST1gAclon Proplamente alcno,



5.2 SELECCION DE SEMBNTALES PARA LA PSN

En B8u revision, Honenhoken (1981), cita NUmMerosos estudios
en diterentes especies aoméstlcas (bDOVINos, ovinos, Ganinos
§Ulnos Y aves) Y en animales d«e laporatorlo, 4que sugleren
tuertemente la ex1stencla de diterentes psh entre especles,
razas, iineas, cepas o 1ndividuos. Por ejemplo, Fowell et atl.
11979), estudlanao ia psn de i1a descendencia de tOros Holstein
cuyo sSemen rue utilizaao en 1nseminacieén artiticiat, encontraron
variaciones en la psn de 0.3%9 a 0.64 entre la descendencia de los
direrentas sementales.

Una de las posibies razones por ias que se da la aqlferente
psn entre la aescenaencla  ae Qlversos machasS e5 que estos
preoduzcan gametos X o gametos Y en mayer proporcion, En el
humano, Quinlivan et al. (1982), opservaron que el rango en la
propercién e espe?ﬁa?gzoxﬂes Y (tefiitdos c¢on quinacrina) en 28
varones tue de 34 a $73. En los vareones de 10 parejas que tenian
3 o mAs nlnas y ningun nij)o al momento del estudio, DUmowskl et
al. {1979), encontraron que @{ porcentaje e espermatozoides Y
€ra ae 43+- 5%, S1endo estadlETicamente alterente a nivel de
P<0.0Z con respecto a l0S valores ontenlaos con esperma  ae
1ndiviauos normates., En ta mosca de iLa rruta (Droscpniia) Y en
ratones, §e ha opservado uUn reNOmeno conoclac COMG  Segregaclion
A1§tOrs1onaca  en  1a cual 105 MARACNOS pueqen producir un  mayer
porcentaje de  aigune ae  Los gametos (ver dlstorsion de  la
proporecien ae Transmisién, pag f7). Un ren&meno S1milar podria
estarse mManireSTando en estos VArones.

Hohenhoken (1981}, senata dque: En caso ae ser cierta la
variacion genédtica para la proporcion Sexual de la descendencia,
Yy €1 nA parte Qe esSta Variacion es adltlva, Sera ractible la
S£LECCION  dlrecClonat para alterar La psn €n una poplacion. 51
fos genes que intilnyen sopre ia pPsn tlenen €tectos Pleilotropicos
sobre Otros caractreres |0 S1 €505 (ocl estan llgados a genes que
arecran Ntros caracteres), SNTonces ocasionalmente aeperia haber
rAsPUeSTA  COrTe}3c1NNadAa N la psn Al Selecclonar  para  otra
caracteristica’ ‘.
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5.3 DISRUPCION DE LOS PUENTES CITOPLASMATICOS EN LA
ESPERMATOGENESIS

A lo largo de la eSPRrMatocitogénesls y espermiogenesis, 10s
gametos en tormacion €stan Unidos Por Puentes 1lntercelulares o
C1toplasmicos gque se derivan de una c1lroquinesis 1ncompleta.
ESTOS puentes comunilcan alrertamente a Las ¢elulas caon  CALULAS
adyacéntes de tai manera qtie torman una especie e sincltio
({tigura 12).

Los excelentes estualos de Weper y Russell {(1987) y de
Russell et al. (1987} sobre los RVeNtos citologlcos relaclonaaos
con ja tOormacion de loSs puenres Citoplasmaricos, Ppermiten  ver 1o
compie)e qe estas esTtructuras. LOS puentes citOpLASMAt1COS No
son  estructuras estAtlcas cOmo podria pensarse. Las dlmensiones
(iarge y didmetro)} varian constantemente, especlalmente durante
la espermiogénesis. Algunos puentes se torman desde el inicio Yy
persisten durante toda ta espermatogénesis, mientras que otros se
desintegran e, 1nciusive, algunos mas Se torman Aaurante la
mitosls 0 i1a melosis.

e —

(it ) (R

Figira 12.  Comunicacidn ﬂntrp Jas ré1u1a< paer medin ns  puentes
C1lTOPLASMATICOS & 1O 1argn Ae 1a eSpermarOIenesls.
Tomado ae Alberts et ai. (1989).
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gstructura de 108 puentes citopiasmaticos
Como parte 1mportante age la tormaclion y desintagracion de 10s

puentes Cltopiamaricos, InNTerviene una estrucrura &e origen
reticuloendorellal A 1la que Weper y Russell (1987) Ltlamaron
complejos puente-divisorios . S runcien parece ser la de

ARLAP1L1ZAT 105 PHENTES C1TOPLAXNMATIAAS TempPoraimente evitanao su
airupelon  antes de que se rormen puentes nNuevos. (e esta manera
Se MANT1ene la COMUNLFAC1AN eATre (AS €lOnAs durante todo el
Bproceso.

Clertos T1pOS de actina y tubulina  son sintetizaaas
especiticamente aurante 1A espermatagénesils,  indlcandoe una
I'NC1On especlal  del  clroesqileleto  en ceLNlAS  postmelsricas
(Hecnr, 198r). Los rilamentos de actina 1ntervienen en la
tormacion det surco ae segmentaciéan. Mientras que en cejulas
sSomaticas provocan La contracclon de este surcoc a tal graao que
Permite ta separacioén compierTa Yy permanente de las ceiulas hijas.
En la Jgamerogenesls SUCeRe UN AVeNra especlal que detiene la
estranguiacion ae L Surco en un momento daace, permitienda asit la
Persistencia  qe cominNlcAcioén entre LAs ceinias, Parece ser que
unas proteinas llgadura-cruzada con actina estapitizan los
tilamentos de eSsta proteina eVITAnNAN St gesllramiento entre etlos
¥ la separacion de (as celutas {Russell 2t at., 1987}.

Funcion de los puentes citoplasmaticos

purante (a me10R1S 0§ CTrOmMOSomas NOMOL0OGoS SON  Segregados.
e 1a mMisMA manera, 105 ate{ns homologos para un M1SMO  caracter
estarian d1stTibuidans ai azar entre las dilrerentes espermatidas
resulitanao ceiuias nNAaploides genérticamente alstintas. Aunque no
e sabe 1a runcion [=] tunciones exactas ae ios puentes
CltOPlaBEmMATICOR §e pPlensa que A d1tusion ae clertas supstancias
{v.gr. proteinas, RNAmM, etc)] a traves de (oS mismos sea d¢e Suma
importancla para i1a espermartogenesls at asegurar desarrolio
Sincronico de  las clonas'y equivaiencla gamétlca entre 1as
eSpermariass (Aiperts 8t aL., 1987; Braun et al. 198%9).

<on abjero ae ARtSrmiInar 1a existencla o0 no de  altusion de
Proauctos celulares a traves de 105 Ppuenres clLOPLasmAL1CcOS,
Hraun Y ail. {198%), crearon racones transgenicos hemicigotas (et
UNA 1NTroQucl0o esTaA presente en uno de 10s cromosomas homologos
Ce  un par cualquliera, por 1o tanto, aespues ae 1a mMelosis, S80i0
1a M1TACG Qe 1as eSPRIrMAT1aesS portan el transgene}. EL transgene
nt1l11zaaoc tue el mMPl-nGH que corresponde a un  hibrido de la
Protamina I murina {su axXpresidn solo se da durante la tase
POSMAIATICA;  Hecnt &7, AR ¥ 90) y 2L gene e 1A hormona  dael
cracimianto numana. Damnstraron Qe  #1  proaucro ae este
Transgene  estapa GlSTrinnldo por 1gual en rogas Las espermaticas
A PESAl Qe sAr geneticamente dlstintas.
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Hipotesis. El1 cromosoma X porta genes * nousekesping”  isin
traduccion  1iterat} esenciales para la Supervivencia de  toga
ceiuta por codificar para substanclas que I1ntervienen en a#i
metapolisme intermediario. Aungque se dice que el cromosoma X
estA 1nactivo durante ia espermatogénesis, es muy posible gque
algunos de sus genes (entre #1105 105 housekeepingi esSCApen a la
1nactivacion (Janlonka y Lamp, 198#), De no ser por jns puentes
C1TOPlasmATticOs 1la exXpresion génica postmelorica haria ae  las
esperMAt10es celulas tisiologlicamente distintas. Al 1nterrumpir
1a COMUN1CACLlén entre las espeTMmATIdAs, aquelias con  Cromosoma
sexual Y, el cual carece de genes housekesping, tendrlian popre o
nuia  supeIrvivencla. e esta manera ita disrupcion de Los  puentes
intercelulares poaria traverecer la proancelion ae esperma
enriquecido en espermatozoiaes X (Aiberts et aj., 1%87), o , io
que 5 Lo mMismo, Sementaies enya descendencia sea ex¢lusivamente
del sexo temenino.

La d1STUPC1On de LOs puentes clToplasmaticos  puede
intentarse mediante procedimientos genAticos (Mutaciones) o
megiante  tratamientos quimicos altamente especiticos  que
provogquen 1a gesintegracion de los copplie)los PlHente-di1visoerios
Y/o0o 1a disrtunciéon de Las proteinas dque rijan 1os ti1lamentos ae
Acrtina., Dbe esta manera, se compietaria 1a citoquinesis quedanao
tas ceilulas 1ncomunicaaas entre si.

La compleja astructura vy 21 dinamisme  ae tos puenres
c1rtoplasmaticos, COMO muestran i0F estuaios de Weper Y Russell
(1987) y Russell et ai. (1987), nacen diricil creer que ia
Q1STUPC1ON de PSTAS COMUNICACIONAS QUTANTe 1A espPermatogenesls no
atecten dlTecta € InGLlrecTaAMente VAr108 ASPectos 151010gicos de
las celulas germinales hacilenno un cacs de la misma.

5.4 DISTORSION EN LA PROPORCION DE TRANSMISION {TRD)

Ceyca  del 50% & 1a flescendencia de  macnos heterocigotos
para un aleio recesivo cualqulera, geperian mAnlresTar ese
caracter al aparearse @stos COn hemnpras homorigntas pAra #1 mismo
caracter, fenomeno  due no o se presenra en INaIvinuos con
CdisTOrE1AN ael porcantale de rransmistion (TRD, por sus s1graéas  ap
ingles)  TamhlAn cancocida como SAGregacion  A1STorsionaca, fsre
tendmene ha £140 encontraae  en =L raren  y  en Drasophita
melanogaster. TRD parece Ser que §n10 Se MANLE1esTta o0 MACNOS
neteroclgotas y nunca en nempras (Honenboken, 1981),

En 2L cromosoma 17 ae ratones <Se  encuPntra  una  regiom
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1lamaaa complejn t*', 1A cual 1haluye una  variedad de  1oC1
cilyos genes Atectan ei fargo de la cola, 1a supervivencia
emprionaria, la espermatogenesis y la tislologia espermatica, ia
frecuencia e Trecompinacion y la diseminacion de  haplotipos t
particuiares. En el complele t'' exlsten tres tipos de alelos:
T, + ¥y T, y de cada uno ae £110s existen diterentes haplotipos.
Las comblnaciones pPOSIPIRE entre 10S alelas y Sfegun e:  hapiotipo
de caaa alelo, Provocan variaciones graduales en el tenotipo
como: L) los genotlpos heterocigotos Tt y T+ provocan
acortamiento Yy fatta de 1a cola, respectivamente; 2) 105 wmachos
neterocigotas para 2 fiterentes hapirotipos letales
complementarios u homocigotas para un hapiotipo  semijetal, son
esteriles; 3) 108 MACNOS heterocigotas para los genoripos T/t o
+/t heredan fi Napieripo t a mas qael S0% ae s descengencia {TRD;
Hanaei, 1987).

Hay diterentes grados de TRD 10 cual parece deperse por una
parte a ta accion de 3 genes distorsionadores {(Tcd-1, 2 Yy 3) que
intluyen en gistintos grados y en torma aditiva sopre un gen de
respuesta TCr Provocanac una mayolr Cransmision del ateio € en
108 genotipos T/T ¥y +/t (Lyon, citade por Handei 1984). Por ortro
lado, ta TRD #n rarones parere deparse  rambhién a una mayor
capaciaan  tertillzadora qe 105 aespermatozoides con ajeio Tt en
COmMparaclen con aguelins porradores e 10s ajeins T 0 +  (Handey,
1987} . En esta esperle ios genes causantes ael TRD no estan
figages al sexXo POr 10 que no ejercen una 1intluencia marcada
sopre la psn.

En Drosophiia melanogaster tamplén esta presente un tocus
d15TOTs10NAA0r (5d) Y un 1lOcuUs de respuesta {Rsp). En la mosca
de 1a truta, locus aiterentes ae Sa y Rsp, ¥ que tampbien tienen
que ver con TRD, estan ligados al $§exo Yy podemos encontrar
Poblaciones qlhe progucen descendencia ae alguno de los sexos en
rorma preaemainante {Honennazen, 1981). Medlante una
transioracion ael i1ocus Sa Al cromosoma Y en Drosopnila, Lyttie,
{cilrtaao por Hohenpoxen, 1%81). controld exitosamente poblaclones
experimentales ae Lrosopnila. Estos macnos produjeron
descendencla mascullina eXcluslvamente, pProvocango una desviacion
radlcal e la psn a tal grado qué la poblacion se extinguis en 7
generaciones,

Hipdtesis. En caso de 2x1STir animales domésticos Con ilocus que
pProvoquen o) tensmeno TRD o que sean llgados al sexo, serta
ractibje contratar 1a psh en torma permanente por merio de la
SRIecr1on nNe A8Tos AniMaies, $1 esToSs 1OCUS no tueran ligados ai
Sens  COMO  #1 CASG  Ael raron, Sseria  necesarloe  provocar  una
rransiocacloén  al cromosoma Y artiticlaimente, Aun 81 no existe
un tendmeno andlogo en 1o0g animales qomésticos, otra pasipillidad
€58 l1a transterencla ae 2stos genes del ratén a algun animal de
Interss Znorecnlco. La translocacion o la transterenctia de genes
21 animaies SOh TACN1CAS MmUYy recleéntes e 1Lneticilentes (pags. 85~
A1), parricujarmente con los genes TRD que, como ya vimos, tienen
Varios erectfos 1ndeseanies. Por tanto, la areacién de Sementales
con TRD tigada al sexo, en caso de ser tacctihle, requlere de
muicha investigacion.
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ESTA TESIS NG DEBE
SRUR DE LA BIBLIOTECA

5.5 REVERSION SEXUAL

La reversion sexual #n mamiteros, tamblen llamada inversion
sexual o 1ntersexuallidad, es el tenémeno fn €1 Cuair un indiviauo
con cromosomas sexuales para un sexo se desarrolia en mayor (o]
menor drado como del SeX0 Opuesto, Slendo muy trecuentes 1os
1ndividuos que presentan caracterisiticas de ambos Sexos, Por
ejempla, un emprién de mamitero CON Cromosomas sexuales XY que se
desarrolie como hembra y can ovorLeglits como gonadas.

Dei parrato anterior &e desprenden dos Terminos. La
determinacion sexual, que COrresponde al sexo cromosomico y, la
diterenciaclon sexuail, que corresponde al sexo frenotipico. La

diterenclacidn sexual se puede dividir a su vez en diterenciacion
sexual primaria o gonadal y dlfrerenciacién sexual secunaaria o
corporal. Ademas, se puede hablar tamplén de un SeXo normonal y
de un sexo psiquico (McLusky y Nattolin, 19R1; Ortinger , 1989).

Aungue en los mamiteros la reversion sexuai es un evento
patologlco, en  especles mMenos evolucionadas, cCcomo reptijles y
peces, es uUn evento mas bilen Adaptativo. $e sape que en especles
1nteriores la reversion sexual pueds ser completa y relativamente
sencilla de producirse natural o artitricialmenrte por intluencia
ae tactores amblentales T11S1COS {Temperatura) o quimicos
(hormonas} . ENn algunas especles e Jagartl)as y Torrugas, l1a
airterenclacién sexual daepende de 1a temperatura a la que sean
1ncubados los htevos (Bull et al., 1988; Merchanr-Larios et afl.,
1989; Merchant-Larias y Villalpanao, 1990}). Se puede 1nterir,
entonces que, en estas especles, los genes de la dlterenclacien
sexual estAn presentes por 1gual en todns los emMDT10Nes
d16tribuldes en un par o mas de Sus Cromosomas nhomoiogos,
Exceptuando a lof mamiteros placentados, en 1os sistemas de
detarminacion sexual XY/XX la diterenciacidn testicuiar esta daaa
por oS anaregenos y, en ei sistema 2%/2W, la naiterenciacion
OVArica es 1nducifa por ios esrrogenos, En eSTAS especles, 1a
reversion sexual (1nCluslve Completa) pueae  sar inanclaa  con
estas hormonas {Woltr, 1988) vy, su piene decir que l1a
determinacion  Sexuat €5 m&Ss DPlen  amblental que ceromosédmica
(genetica).

En 105 mamiteros placentados (0s esterolaes sexuaies
carecen de etecto en ia gonadogenesls primaria (Woltt, 1988), La
intluencia de 1as normonas sexuaies esteroildaes en La
A1terenclacion Sexual parece Ser Menor entre mMAs evolucionada sea
la especle, s5eQq1endo IMPOITANC1a & fACLAres a2 U1pn genttica. =§
dacir, a la presencia ae genes {AeSCONAC1A0S por anora)
diterentes de los que COOlt1CAN Para las eNzilmas qgue 1ntervienen
en 1a sintesis de andrégenos O esSTrégenos y qne al expresarse
activen {a diterenciacison sexual.
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EStud10s ae 1naividuns con reversisn sexuai en humanos (Page
et ai., 1987; Scnerer et al., 1989) y en ratones (Cattanach,
1987; Eicher, 1988), senalan ei intercambio (translocacion) de
clertas porciones del cromosoma Y al X {en machos XX} o la
pérdida de esas porclones (en hempras XY) coincldiendo con la
nipotesis de gue, en mamiteros, es el! cromosoma Y el que ileva la
intormacisén para ia diterenciacion sexual del macho.

e puede declr gue existen 2 tlpos ae reversidn sexual:

- Aquelia que no aepende de anormallaades geneticas Y que
puede ser completa, tACil e ser inducida natural e}
artificiaimente, {0S 1ndlviauos resultantes puden ser fartiles,
e5  1MPOrtTante como Mecanlsmo 0f adapraclon, Y 5610 se conoce  en
especies 1nreriores.

- Otra en la cual se presenta translocacleén o perdida de
cilertos genes, siempre lncempieta, ios individuos gque resuitan de
elita BONn 1ntertiies o estériies, y, aparentemente, es la unica
que se da en Mamireros {SAlva rarisimas excepclones, ver anajoj.

Para erectos de este trabalo ftamaremas a la primera
reversion sexual runclional o t1slolégica Yy a  la  segunaa
reversion sexual genetica O patolegica.

Partienao de 108 CONCepPtos anteriores, se intuye que  la
reversién £6Xual inducida artificiatmente en animales de interes
ZOOTACN1CO puede 1NCeNtarse por os Mealos: 1) la urilizacion de
supstancias que actlven la dlterencliacién  sexual (reversién
sexual 1pauciaa humoralmentej; y 2) la transterencia de los
genes determinantes del Sexo 4e unn a otrn cromosoma y © su
delec1én (raversion sexual inauclda gendticamente).

Fara 1NTentar una reversion sexual  de cualquler tipe en
animales SUPETLOres, £S5 NECesarlo antes resoiver interrogantes dae
T1PO geneétlco e 1nTArrogantes de tlpo r1s1oidgico, Como: 7€l es
G, mMAS Ppropanlemente, cuales §on Los genes daerterminantes del
sexo, donde 2SCAD LOCAL12300S% dentro de! genoma y cual es  la
relacién enrre er11los?; 7AX1STte un gen Nnico que active todo el
Proreso?; {en  qué momento, denrro del desarrollo embrionario,
comienza |a eXPresién de ese (@s0s) gene (s} ¥y, por tranto, la
Mlferenclacian sexyal?; 7oAl es o cuadles son ios ptOdllC(OB de
ess (€805} gene ($) ¥ a gqueée niva] actla (n)?; ?existe, en 1os
mamitercs una etapa en la gue, aungue ya ge halia 1nlclado la
falrerenclaclon  €eXual, €sCta puena revertirse compleramente sin
consecuencias patologicas?

La reversian BexuAal inguciaa genstjcamente Y 1as
interrogantes MAS i1ntimamente refaclonanas con esta se trataran
asnrtro aesl 1nciso de animales transganicos, A continuacion 13
eXponer 1as niparesi1s 30NTe comoO 1NMAUCIE la reversion sexual por
Fedlos ittmovates.
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Reversion sexual 1lnducida humoralmente

Hipotesis. En 1974, Beatty propohe fa reversion sexual de
embriones XX para crear '~ machos'' en cuya espermatogeénesls solo
gean progucidos espermatozoldes X, asi la descendencia de estos
machos seria siempre del sexo temenino. La reversion Sexual que
Beatty PpPropone es del t1po r1Sl10l691co Yy para logrario se
requiere ae una substancla gque provogque el 1nicio de ia
qiterenciacién sexual mascullna. Como se senaio anteriormente,
parece que (salve Trarisimas excepclones; Love:l-Baage Yy
Robertson, y Freaga et at., citados por Burgoyne, 1988} este tipo
de reversién sexual no Se da en torma natural en especiles
superiores y, por ei momento, es 1mposible de lograrseé a nivel

artitricial.

EL conocimiento exacto de 108 eventos mortoiogicos Yy
blogquimicos que se presentan aurante la diterenciacién sexual son
bAsicos para la busqueda de aquefla(s) substancila(s) que
active(n) este procesc; substancia (S) cuya utilizaclon en etapas
tempranas de la diterenclacién £exual pedria {n} servir para
1nQuclr la Ieversion seXual completa en mamiteros.

Diterencilacilon sexual
El dogma central del aesarrollo sexual €s aquél tormulado

por Jost (c¢itaao por Wilson, 1989), en base & sus estudqlos en

mamiteros y dice; La diterenciacion Sexual oS un procesn
secuenclal, ordenado Yy retativamente directo, El 8eXo
cromosomico {o genatico}, estahieciao al momento ae la
concepcion, dirige 2| desarrollo ya sea Qe 10§ ovarios o de 108
testiculos. $81 se desarroitan los testiculos, sus secreciones

normonales provoran el aesarrollo de caracteristicas sexuales
secundarias mascullnas, ©onoclaas en Cconjunte como  genotipo
Rascllno. 81 un ovarile £e desarroilta, o S1 NINGUNa gonaaa esta
presente, el degsarrollo ahatemico es del tipo terenino’’.

Las arirmaciones de Jost, establecen una 4e las principales
caracteristicas de la alterenclaclon sexual en mamiteros. Esto es
que el Sexo temenino es Constitutlve y €l mascuilnho es 1ngqucrivo,
Es decir, con la secreclien hormonal de la gonada temenina o aun
sin gonada aiguna, el 1nA1viaAuo Se desarrolia come hembra. Por
el contrario, s6lo en el caso de secreclsn hormonal de la  genada
mascuiina el 1hndividuo se qesarrolla como macho al 1nnibir,
estas  secreciones, &1 aesarraoillo qe érganos temeninos.
Curiosamente, en aves y reptiies, entre ofros, &l s58X0  lnductlvo
parece ser el temenino. Es Por esto que traaizlchalmente se na
tomaao a la ai1rerencilaclon gonadal Como ai Primer 1ndiclo A& (la
clave para entepaer) la diterencliaclen &exuai.

Daterenciacion gonagal. Bloquimicamente hanblando, e. praimer
1nd1c10 del Qe se tlene conoclmliento sahre 1A dAlrerenclacion
gonaaal €s ta proauccioén e hormona  antimtileriana  por ias
células ae Sertolii. Poco aespues, Las c&lUiAs ge Leydlg comienzan
a proauclr ta testosterona (Vigler et aiL., 1987; Wiison, 1989;
Wilson et al., 1981). Sienan las célutas de Sertoll celutas
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tipicas de la goénada masculina, el 1nicio dée  la diterenciacion
sexual depe ser buscado en eventos MOrtoleglcos Y biloquimicos
anteriores a ia produccion de ia hormona antimalleriana.

En estudios cltegdenkticos de testiculos de ratones
quiméricos XY/XX, Burgoyne et al. (1988), comprobaron dque lLas
celulas de Sertoli son exclusiVamente XY a diterencia de las
celuias de Leydilg, ceiuias peritubulares y cetulas dei tejido
conectivo, algunas de las cuales presentan cromoscmas Bexuales
XX, Esto sugiere que ademas de ser tipicamente masculinas‘‘’,
1as célujlas de Sertoli son ias primeras o de 1as primeras en
diterenciarse Yy en expresar 108 genes que activan La
diterenciacion sexual {(Burgoyne, 1988).

Los estudios ni18tologlcos de Taketo et al. (1984, 1985},
ponen en seria duda ias atlrmaciones anteriores. Al transplantar
Primordios ovaricos tetales {(gonada 1lnalrerenciada} de ratén a
ratones macnos adultos, el microamplente masculino provoce
reversidn sexuail de la gonada (en algunos casos completa). El
estudlo Nistologico de los ovotestils mostraron 3 zonas tipicas de
diferencilacion: una zona daiterenciada principaiemnte como tejido
ovArico, otra como te)iao testicular ¥ otra de transicién entre
las 2 anteriores. Las células pregranujiosas de la parte ovarica
y las de 3Sertnlil oe ia testlcular parecen #star unidas por
ceélulas 1ntermedias que a Su Vez se originaron de las primeras
(las pregranulosas). De ser asl, ias de Sertoli tampién se abrian
originade de 1as celulas pregranulesas Yy, Por tanto, depen
MOSTrar cromosomas sexuales ¥X al anali1sis citogenstico.

ANn  mas 1mportante, Yy gue dejan en segundo plano las dudas
sobre 51 Las ceélulas de Sertoll son fas primeras en diterenclarse
Y 1as dudas Sohre su ConsStiltucion cromosdémica  sexual, es et
hatlazgo qe que las espermatrogonias nunca $on XX, En los
estudlos de Taketo et ai., (1984), las ovogonias presentes en la
porcion  ovarica de 1los OVOUeSt1s, degeneraban hacia la zona de
transicioén Yy i tejido testicular carecia de espermatogonias. &n
numanos varones XX, tenotipicamente normales, Ppueden presentar
Te5TICUlos Con ceélulas de Sertoll Y ceiulas de Leyaig pero sin
espermatogonia alguna (Paimer et ai., 1989),

ESTOS NallAzgos ponen en jaque la NRipotesis de Beatty ya que
#1 I1n uirimo de 1a d1fRrenclaclon gonaaal 2§ la produccien de
gametos Viaples necesarios para la reproauccilen. Aaemas, indican
que la diterenciacidn gonadal debe ser entendida como
diterenciacion gonadal Qs ceéluias sSomaticas (calulas de  Sertola,
calulas ae Leydig Yy celulas adel parenguima gonadaat) v
diterenciaclion gonadal ae células germinales (Burgoyne, 1988},
Eventos gque, aungue 1intrimamente relaclonaans, tal vez sean
independlentes €n C1le€rtas etapas del desarroilo, por ejemplo;

- Supongamos qué 1as celulas germinales primoraiales hayan
iniciade su  diferenciacion  sexwai durante ta migracien a la
cresta  genltal {Q1YerenclAcion a tal grado minima  que  resiitre

1MpOS1inle cofi las recnl1cas actuales Qetectar taless campias). AL
liegar a 1A cresta genitai estas celulas continuarian con  su
direrenclacion Y, a su ve, promoverian la direrenciaciodon

gonadal somatica. En ciertoc punto de su  diterenciacisen las
celulas germinales podrian alcanzar tal @speClallzacion que 13g



hiciese depenaientes de ceiulas contiguas (como 1as
espermatogonias de las células de Sertoli).

- Otra posibilidad podria ser, que se activaran otros genes
qiie actuen internamefité Y que sean necesarios para que las
cejulas germinaies continven con su diterenciacion 14
especlaliizacion. De esta manera, los paclentes 46 XX machos, con
testiculos blen direrenclados pero s1h espermatogonias, podrian
poseer genes transiocados del cromosoma Y al cromosoma X paterno,
encargados de 1as primeras etapas de la diterencliacien de las
celuias derminales Y/O genes que se encarguen exclusivamente de
1a diterenciacion gonadai somatica. Explicandose asi la
existencia de pacientes coOn Teversién sexuat cuya anica
anormalidad tenotipica sea la carencia de céluias germinales.

El proceso de la diterenciacidn sexual Visto desde Otros Angulos.

otras hipotesls sobre la dlterencliacion sexuai, radicalmente
distintas a los conceptos anteriores, son las reterentes a
tejidqo extragonadal (=] a diterentes tasas e desarroltlo
emprionario como activadores de la diterenciacidn gonadal.

Activacisn de la direrencilaciOn sexual en tejidos extragonaaales.
En  1a tortuga Lepidochelys olivacea, en la que ia determipaclon
§exXual es térmica y no cromosomica, parece ser que el erecto de
la temperatura acttia indirectamente sobre la gonada al activar
previamente algun otro organo © te)ldo {posibiemente de origen
nervioso). Merchant et at. (1989), y Merchant y Vitlatpando
(1990) llegaron a tal conclusian at incupar gonadas
indirerenciadas de esta especle dlvidiénaolas en 2 grupos
someticos a diterentes temperaturas, 28 grados centigrados (grupo
A) y 32 graaos centigrados {grupo B). Temperaturas a las que
normaimente se desarrollan machos Yy hembras, respectivamente.
Justo despties del momento en el que se sape 1inicla la
diterencilacién gonadal en esta especle, 1a temperatura de
incubacion rue invertida {32 grados para er grupo A y 28 dgrados
para el grupo B}. Al anaiizar histoiogicamente las gonadas en
airerenclaclén a qlrerentes 1ntervalcs despues de haper invertido
la temperatura, no encontraron 1ndiclos de reversion sexual. En
cCamplo, CcUanae ias gonadas no tueron ext1Tpadas y se 1ncubaron
como parte ael embridn, en MUChOS de 10S CASOS e presents
reversion sexual después de i1nvertir ta temperatura de cuitivo.
Posiblemente por intiuencia de aigun organo diterente dei gonadal
© Ppor intluencia de ceflulas gonadales somadticas (v.gr. celulas
vasculares O celulas Nerviosas) que hasta ahora no se les haya
dade 1mportancia en la direrenciacion gonadal. En  este segundo
experimento, £l dque Se diera la reversion sexualL o ne de la
gonaqa, parece haper dependiao de ia edad {graqo ae aesarrollo y
diterenciacion) del embrién y ae ja gonaaa al momento de 1nvertir
la temperatura.
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O et &i. (1988), encontraron que el dimortismc sexual en el
marsuplal Macropus eugenii es dqetectanie en estrucecuras
extragonadales (bolsa 2scrotal en el macho y pPrimordlos mamarios
en las hembras) cuando aun no hay diterenciacién mortoidégica o

biloquimica alguna de Las gonadas.

Tagsas de desarrollo embrionario y dimortismo sexual. Bajo esta
hipétesis se analilza al dimortismo sexual como producto de
diterentes tasas de desarrollo (Mittwoch, 198%), tanto entre
los embriones de diterente constitucion cromosomica sexual, como
en los eabriones de especles que carecen de cromosomas sexuales,
En los reptiies en los que el sexo I1nductivo es el temenino, ¥ en
aves, los ovarios son las primeras goénadas en dlterenciarse. At
contrarioc, en mamiteros, cuyo sexo 1lnductivo es el mascullino, 108
Primoraios testicutares son detectables algun tlempo antes que
los primordios ovaAricos en embriones de la misma edad (Merchant-
Laries y Villalpando, 19%90; Merchant-Larlos et al., 1989;
Mittwoch, 1989; Taketo et al., 1984). Es mas, atun en etapas en
las gqQue no es detectable ta diterenciacién gonadal & nivej
mortologico, las gonadas de mayor aesarrolio (pesSsc Yy tamanoj
corresponden a 1as deli Sexo 1nductive (Mittwoch, 1989).

Tsunoda et al. (1985}, estudiando embriones ae ratén, y
Avery et al. (I98%a,b), con embriones de bovino, observaron que
existen diferentes tasas de desarrolilo entre embriones ae la
misma edad. Al clasiticarlos en grupos segnn la veiocldad de
desarroilc descubrieron, al analisls cltogenético, que €l grupo
de desarrollo m&s lento son en st mayoria hembras y lo contrarilo
para el grupo de mas raptdo desarroilo. EStos embriones se
encontraban en etapas de morula temprana a btastocisto tarqto,
que corresponden a etapas dlas (ratones) Yy semanas (bovinos)
previas a la diterenciacién gonadal en estas especies.

Conclusidn. Se puede conciulr que, cronolégicamente
haplando, la busqueda del producte o tactor natural que activa
i1a diterenclacion sexual debe hacerse agesde etapas poco
posteriores a 1a tertillzaclon ¥ ho hasta | momento en gque se
producen los Primeros eventos de la diterenciacion gnnadal. Adn y
cuando este producto o tactor sea encontrade, es muy prohable que
el cromosoma Y del mamitero contenga genes esenclales para la
espermatogeénesls, genes de 108 que a{ parecer carece ot
cromosoma X. Esto complicaria aun maAS la induccion de  la
reversién sexuat runcional en mamireros ai: grado aqe parecer
1mposible encontrar ta solucién.
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5.6 ANIMALES TRANSGENICOS

La transterencla de genes cONsiste en alsliar genes Qe un

animal, ctonartos, moditicarlos en et taporatorio 14
transterirlos a otro animal de ta misma o de dlterente especie
(Land y Witmut, 1987). EL raten, conejo, cerdo, oveja, Y vaca

son 1as principales especles animales en 1as que se ha 1intentado
1& produccién de animales transgénicos, De estas, ei rateh es la
especie en la que mejores resultados se nan obtenido y de la que
mAS se ha aprendido sobre este campo.

Ademas de ser importantisimo material de 1investigacién, hay
Tazones practicas de tipo clinico Yy zoctécnico para ia creacion

de animales transgenicos. Entre las razones clinicas esta la
produccioén tmds econémica Yy ericiente) de substanclas
terapéuticas como la 1nsulina humana y ei tactor IX de la
coagulacioén. Entre tas razones zooteécnicas tenemos 1a

transterencia de genes gque aumenten ia vejoclidad de crecimiento,
la produccion de lana y ta produccisdn de leche o que hagan
variar la composicidn de la leche (Land y Wilmut, 1987; Renard VY
Babinet, 1987; Wilmut et ai., 19%0).

La tecnologia ae transterenclia ae genes gira,
principalmente, alrededor de 10s conocimientos sohre et controi
ae la expresién genica, por 10 gue a continutacién se mencionan
importantes aspectos sobre la misma.

Control de la expresién génica

La evidencia ultima de la expresion de un gene es la
presencia, 1ntra o extracefutar, del producto para ei: que
codirica ese gene. Este proaucto depe presentar aos
caracteristicas: ser de naturaleza proteica {proteina estructural
O enzimatica) Y ser funcional. Para que se Sintetice un
producto de estas caracteristicas la célula realiza una serle de
pasos, cada uno de los cuales es suceptible de ser regulado, Yy
van desde la transcripcidn del DNA a RNA, hasta ita moditicacién
enzimatica de prepreoteinas. En total son 6 PAasas A 1Los que puede
§6r regulaca ia expresion geénica, €L Primero y mAs importante es
el transcripcional (Alberts et ai., 198%).

EX1sten 2 t1pos de secuenclas regutaqoras en 21 DNA  que
intiuyen en cuango Y cuanto Se transcribe de un gene. Esras
1levan {08 nombres genericof ae Eeclenclas promororas y
§ecuencias amplitlicaqoras. Las secuenclas promotoras se tocalizan
a unos cuantos nucleotidos (decenas o centenas) anteriores al
§1t1o donde 1nicia la transcripcidén del gene (extremo 5'). Las
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ampliticadoras, por el contrario, es comuin que ge encuentran a
clentos, miles O inclusive, decenas de milles de bases del gene al
que regujan. Las secuencias ampliticadoras se pueden localizar
tanto anteriormente al extremo $' como después del extremo 3°'
del gene.

Las secuencias reguladoras 5On receptoras de substancias,
generalmente de naturaleza proteica (proteinas reguladoras), gque
en conjunto indican'*® cuanto #§ 10 que se transmite del gene.
Estas secuenclas regulacoras pueden aumentar 1000 o mas veces lo
que se transmitiria del gene al que regulan en caso de que
careciera de estas secuencias.

Una misma secuencia reguladora puede presentar varios
§1t108 de unidn para diterentes tipos de proteinas Teguladoras.
Dependiendo de tas Proteinas reguiadoras unidas a las secuencias
promotora y ampilticadora, una proteina reguladora que recien se
anada puede ejercer etectos completamente contrarios. Gracilas a
esto, pequenisimas variaciones en €l Mmicroamplente permiten ia
diterenciacién ceiular en la etapa embrionaria, y/o la expresion
de genes tejico especiticos en etapas posteriores del qesarrolio
(Alberts et al., 1989).

Produccion de animales transgénicos

¢aracteristicas, utlildad y medios  para transterir lo8
transgenes . Debido & que la magnitud de un transgene depe

guardar ciertas proporciones, las secuencias reguladoras mas
utilizandas para SU creaclén son tas ae tipo  promotor.
Comtnmente, Uun transgene esta LOrmado de un gene y su  promotor,
propilos de ta especle, y de un gene (sin secuenclas reguladoras)
ae lta misma o de otra especle. En otras palabras es un gene
nibrido intra o intersgpecie.

Un transgene 1ntraespecie puede uUtillizarse para que clerta
substancla de etectos deseaples y producida normalmente a bajas
dos15 poOr un organo especitico, sea progucida por otros 6rganos
ademas del natural, aumentando asl la doSis (y el etecto) general
sintetizada Ppor un indiviauo. Un transgene 1nterespecle puede
utilizarse para que una especle sintetice productos de otra
especie (V. ¢gr., 1nsuilpna numana producida en ta gilAnduia mamaria
de la vaca).

Los tranggenes pueden ger transteridos a un animal por tres
procedimientos: microlinyacclon de 108 transgenes a alguno de 1o0s
pronuclecs del Cl1goto; 1ntecclén por retrovirus transgénicos, [+
ai transpiante ¢e celulas pluripotenciaies ae nlastocito
transgeénico a otro emprién (Lana y wWilmut, 1987; Renard Yy
Bapinet, 1987). Otro métodc muy prometedor, s ia utilizaciéen de
espermatozoldes 1incubados con transgenes en solucioén (10s cuales
son apsorhidos por 1as celillas espermaticas) para tertiiizacion
in  vitro {(Lavitrano et at., 1%89}. Este nltimo meétodo atn  no
tTiene acepracidn general ya gque €l #xXito obtenido por 10§
investi1gaaores que 1o reportarcn originaimente, nNo ha podido ser
repetidao por otros 1nvestigadores en atros laboratorics (Brinster
et al, 1989},
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La eticiencla en la creacioén ae animales transgeénicos es muy
paja, del oraen dei 2% en ratones (Renard y Babinet, 1987) y del
1% en animales domésticos {(Wilmut et al., 1989} ; siendo los
princlpales problemas ta integracién del transgene al genoma y la
variabilidaa de expresion de los transgenes ya integrados. Esta
ineticiencia hace de la produccién de animaies transgeénicos un
proceso CosStoso al 1niclo (Primera generacion}. A pesar de
elio, es una tecnologia Qe gran ruturo ya gque sOn caracteres
heredables por 10 que la crianza de las sigulentes camadaas
{generaciones} de animales tLransgenicos podrian no costar mas que
1o que cuesta mantener uha camada no transgenica.

En este trapajo §e menciohan aos posiblildaaes para crear
animales transgenicos cuya descendencia muestre variapllidad
sighiticativa, controtaple Yy heredable de 1a psn: i1a
transrerencia de los genes TRD (pag. 77) o la transterencia del
gene activador de la diterenciacion sexual (reversion sexual
induciaa genéticamente).

Reversion sexual inducida genéticametne

Hay muchas razones para creer que existe una 1nriuencia
basica de tipo genético en lLa determinacidn y diterenclacién
sexuales. La creencia de que el gene que activa este proceso es
el mMmismo gque 1nlcla la airerenciacion testicuiar tiene un  sin
numero ae aaepros {Burgoyne, 1989;Page B8t AaL., 1987).
Tedricamente, al proaucto de este gene se le ha dado en llamar
tactor de «aeterminacion testicular o TPF (per sus siglas en
1ngies). Pero, depiao a gque |AS SeCUEncias gque Se les ha
atribulao el caracter de coqlticar para e TDF (enrre erlas la
Z2FY) no nan convenciao a la comunidaa cilentitica en general
(Crai1g, 19%0; Koopman et al., 1988), Yy a que ex1Sten hlpotesls en
i1as que se atribuye a genes distintos del TDF el papel aqe
iniciaaores de l1a direresnclacién sexual (Mittwoch, 1989), an
este Crabaj)o llamaremos gene activaaor dae 1a alrerenclacion
sexual (gads) al gene (0 genes) cuya eXpresion 1nicia este
procese, De esta manera, evirtAamos encasillar a estas sSecuencias
en una runcion especirica que, ann y cnuandao Sean parte importante
en el proceso de dlterencilacién sexual (como la diterenclacién
testicutar}, pueaen no Sser 1as mismas que 1lnlcien todo et
proceso,

Prodiccian del transgene 1nductor aes ia reversiasn sexial
t1s1016g1ca {(Nipotesis).

Suponlendo que el cromosoma Y Sea e1 portaaor ael gads, la
reversidn sexual podria 1induclrse artiticiaimente al transreriy
esta secliencla a cualquler otra cromnsSoma, ae prererenclia at X.
Para que  la 1nciaencia a2 esta  reversidn  sexual at1sra
ragicalmente dae (a qie $Se proauce epn  torma naturai, s°ria
necesario unir {a nhivel 1ahorartorio) las Secuenclas dael gads (sin
St parte regutadora, gene A} Y algnn otro gene que Conserve sus
secuencilas regulaqoras (gene B) Yy Cuya expresiéon se vea
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tavoreciaa por una substancla normaimente ausente del ambiente
uterino. Asl, los embriones Transglnicos nemnras, podrian Ser
revertidos sexualmente con el simple hecho de 1ncubar a Llos
embriones e€n un mMedio rico en esta substancia {hipotética aun)
Previamente a su transterencla y/o instilanqo esta substancia en
el nrero en un momento ¢lave del desarrolloc embrionario.

Los proplemas y dudas en cuanto a esta hipotesls (ademds de
105 problemas inherentes a la creacison de animales transgenicos)
son:

- No se sape aun cual es &1 gads y e1 momento exXacto &n que
se 1n1c1a  8su  expresidn (Craig, 1990; Koopman EE Ei., 1988;
Palmer et al., 1989; Sneider-Gadicke et al., 1989).

- ES muy posipie que sean indispensaples otros genes,
ademas del gadas, en etapas PoOsteTriOores ael proceso de la
alrerenclacion sexual y/o que atecten la z1sioiogla reproductiva
del animal agulto y que no sean COmpartidos pPor 1gual en ambos
sexos (genes de la espermatogénesis presentes sS0lo en el
cromosoma Y; Burgoyne 1987, 1988; Burgoyne et at., 1986} .

- N1l el sustrato que tavorece 1a expresion del gene asocladc
ai gads, ni1 sus proaucros, aepen ser toxicos para el embrién a
para la hembra.

Cuat es y gonae se localiza ei gads., EL gene TDF es el principal
candidato a ser el gads. En 1987 Page et al., haclendo estudios
de pacientes Qumanos con Pproblemas  ae reversion sexuat,
encontraron una secuencla trecuentemente translocada aei
cromosoma Y aL X © a algun autosoma (en 1os varones XX) o ausente
en e! genoma por qelecion en o1 cromosoma Y (en muleres X¥}.
Esta secuencia tus Llamada 2FY, se& locallza en la porecildn  distat
del praze corto ael cromosoma Y Y Se sospecna que corresponde at
gene TDF. Ademds #sta secuencla coaltlca para una proteina que,
tridimensionalmente, €3 muy S1mllar a algunas de tas proteinas

capaces ae regular la transcripcion ael DNA.

En e{ ratdn se nha detectado una secuencia simiiar con 2
subtracciones tlamadas Zty-1 y 2Zry-2. En esta especile lia
direrencacion sexual comienza alreaedor dei aia 12.5, perc para
el dia 10.9% Ya se puede detectar el RNAm correspondiente a 2Zty-1
{el RNAm corresponaiente a 2ty-2 solo se locajizd en testiculos
ae aduiro Yy esra asoclaao al anrigeno H-Y; Nagamine et al.,
1988} . S8 aescartd que Zty-1 ruera 21! TUF va gue en ratones con
mutacion We en 1Oos que 10§ tesTtlcuios, Por to demas normales,
carecen aqe céiulas germinaies y no expresan el gene Zty-i
{Koopman et ai., 1989). Este Yy OULros nallazgos, han Ppuesto en
duda ta veracidaa ae que ia secuencia ZFY y el gene TDF sean el
mismo. Por ejemplo:

- En 21 cromosoma X fus 1aenritricana una gecuencla (ZFX) muy
Similar a ia 2FY (Page et ai., 1987). Secusncila que no esta
1nciulaa en el proceso Qe 1nactivaclon de este Cromosoma
(Pag. 46; Nchneldesr-Gedicke et al., 1989).

- NO todos 10f pacCilentes CON raversidn sexuat muestran ias
anormatlgaqes cromosomilcas arriba senajadas {(Craig, 1990).
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- LA secuencia ZFY tamblen ha s§1400 encontrada en cromosomas
autosomicos de mamirero (Sinclair et al, 1988), en aves
(mecanismo 22/2W de determinacion sexual; Page et al., 1987) ¥y en
tos reptiles cuyo mecanismo de determinacién sexual es

cromosémico independilente {Bul{ et al., 1988).

Como ya se dijo, aigunas hipdteslis aan al gene TDF un papel
esencial y dairecto en 1a activaclon de la diterenciaclon sexual.
Por el contrario, Mittwoch {1989), le contlere al ZFY un papel
indirecto «@anao g¢gran importancia al desarrollo embrionario en
relacion al tiempo. Es declir, postula que aqueilos emDriones gque
aicancen un determinado daesarrollo en un momento equis, se
diterenciarAn sexualmente como machos y, aquellos que no hatlan
alcanzado tal aesarrolio se desarrollaran como hembras.

Burgoyne (1989), concilia las hipdtesls anteriores. Atribuye
un papei también directo al gene TDF (TDY para Burgoyne) pero a
s5u vez, contlere gran importancia al momento en que s5e actaiva
este gene. De tal manera que, s1 esSte gene s& expresa despues
del momento Optimo, ya no  podra iahibir compietamente el
desarrolio de la gonada temenina, «ando Ppor resultado un
inaividaue sexuaimente anormal. Asi, entre mas tarae se exprese
este gene, mayor podria ser el grado de reversion sexual,

La hipdtesis de Burgoyne (1989), permite sxplicar, al menos
en parte, ia gran gama ae patologlas de la diterenclacion sexual
ar mamiteros, desde indaividuos con detectos minimos cono
nipospadias, hasta La reversion sexual tuncional en ratones XY
hemnras {Lovell-Badge y Robertson, cltados por Burgoyme, 1988),
Asl mismo, permite la Axpllcacion de: porque secuenclas genicas a
ias que se les ha conterido el papel de gads (como fa 2ZFY det
numano), Pueden estar presentes en 1ndividuos cuyo tenotipo
sexual es de nempra.

Una tercera caracteristlica de esta hipédtesis es Lta de
inclulr a ios genes 2ZF del! humano (2ZFX vy 2ZFY) como coautores'!
del 1N1C10 Ge ia d1terenclaclon sexual enp acclon conjunta con  la
secuencila TDY. En pste caso Los genes F acttan,
indirectamente, ai intlulr sobre la velocldad de desarroilo
embrionario {Mittwoch, 1989%9) y se le atribuye a ia secuencia 2ZFY
mayor etecto gue su homdloga ZFX de tal suerte que los 1lndividuos
con  secuencias genicas ZFX + ZFY {(cromosomas sexuales XY) se
desarrollarian mAs rapiao que los 1ndividuos COn d0S Secuenclas
2FX (cromosomas sexuales XX). De esta manera 1os genotipos
normates XY, con genes sexuales'' ZFX + ZFY-TDY, darian un
1Ndividuo <¢oh tenotlpo mascullnoe NOYmal; y ei genotipo normal

X, eon genes sexuales'' 2ZFX + 2FX, darian un tenotipo
temeninoe normai. En camplo, ios 1ndividuos  genéticamente
anormales con genes sexnates'' ZFX + ZFX-TDY (el TDY

transiocaqo del cromoscmaY al X paterno ¢ a aiqun autesoma) no
qarian ei fenetlpo macno normal ya que TDY se activaria
tardiamente gracias a la menor velocidad de desarrollo de estos
embriones.
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Conciusion. Aunque estas hipdtesis son muy interesantes, en
bien de La obletividad cabe aclarar que aun se i1gnora cual es el
gads y se concluye que, hasta no conocer pertectamente los
Recani1smos (genéaticos y t151018gicos) de fa determinacién y
diterenciacién sexuales, todo 1intento en producir reversion
sexuai tuncional con animales transgenicos tendra tantas
posibilidades de &xito como €1 que juega a la loteria.
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A  METODOS COMPLEMENTARIOS

En este apeénalce Se tratardn con mayor Dprotundidad
tecnicas expuestas en caplitulos anterlores ya gue, aeblao a ia
ajta contiabitidad de Los resultados que se obtienen con aliias,
sirven para evaluar a nivel experimental la etectividad de otras
tecnilcas menos contiables peroc mas practicas dentro dej sexado de
esperma y/0 de embriones.

A.l CARIOTIPO (técnicas de pandeo cromosomico),

El carlotipo es €1 estudio, para rines ciinicos o
clentiticos, de cada Uno (e los cromosomas de ifas células de un
indiviauo. Se pasa en la identiticacien y claslticacién ae Llos
m1smos e acuerac a su morrolegia, numero y al patron
CaracterisIico s Tinclan que presenten.

Segun  la localizacion dey cenrromerc a 1o 1Aarge de Los
cromesomas, Se (1¢€ que estoS pueden Ser metacentricos, si el
centromeroc se encilentra a (& mitad del cromosoma y contarme se
aleje hacia alguno de loS eXLIemoS Se Qencminan submetacanrricos,
aCrocentricos o telOCeNtricos i{tigura 13)., A excepcion ae fos
cromosomas metacentricos, uno ae 1os brazos e cada cromosomwa
sera mas corto que e1 oOtro llamadndoseles brazos p y q,
respectivamenta. Ademas de las ditersnclas de tamano y torma
eStAn las dlrerenclas en tincién. Al ser tenidos, Los cromosomas
presentan coloracion en algunos §egmentos en  rorma 1nterrumpiaa
Y caracteristica, por 1o que queaan zonas CGlaras Y oscuras
thandas) 1ptercalanas. LAs zonas que se tinen corresponden a La“
eucromatrina (Kickmore y Sumner 1989). Ex1Sten aiterentes metoqos
ae tincion, asi mlsmo, sON dlrerentes 10s patrones de bandeo para
un  m1smo cromosoma. En la trigura 14 se opserva =1 tilpo de
TiINCL1ON caracteristico dei bandeo G en  Cromosomas ae  humano.
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Esta rigura miestra tambleén que la resoiucién del bandeo es mejor
dqurante la protase tardia {(cromatidas derechas) que durante la
metatase (cromatidas 1zquierdas), Esto se mapitiesta como un
mayor numero de pandas Y Se eXpilca Por que en lLa metatase la
compactacion cromosémica es mayor Y con ello algunas bandas
claras, o algunas bandas oscuras, se unen entre si1 (Blckmore Yy
sumner, 1989; Reonne, 198%; Yunis, 1976),.

a b c d

Figura 13, (Clasirlcaclon de Los cromosomas segun la localizacion
dei centroemero: a, metacentrico; b, Submetacentrico;
¢, acrocentrico; y d, teloceéntrice. Tomado de Hatez
(1987} .

EL cariotipo es de gran ayuaa para ef estudlo citogenetico
tanto a nive| clinico como a hlvel 1nvestigacién. En su 1inclo,
las tecnicas de pandes e emplearon para diterenclar tos
cromosomas ae qlterentes especles (Bickmore y sumner, 1989). S1
complementamos estas técnicas  con estudios estructurales
optendremos tampleén intormacion  de ta supestructura Yy
organizacion cromosomicas {Ronne, 1989}, Cuando se estandariza un
metodo Y se ¢onoce el patrén de Dbandas que debe de préesantar cada
uno Qe 105 cromosomas, Se Puede dlagnosticar con bastante
pPrecision &1 <X1s5te alguna aberracion cromosdmica numérica o
estructural (translocaclédn entre aromosomas, deplecidn de  algtn
segmento, etc).

Tecnicas de handeo. Las técnicas de hbanaeo mMAS comunmente
utilizadas son: panaec G, Q y R {Trent y Thompson, 1987). Las
hanaas Q tinen regilones ricas en A-T ai i1gual que #i panaeo G,
Pero  en este Hlt1MO casc Se deben desnaturallizar 1as Pproteinas
previamente a la tincion.

Ademas, parece ser que las bandas G estan relacionadas con
regiones de DNA de Trepllcacioén tardia, las regiones de
replicacian  temprana son G {-). El bandeo R {reversa o Glemsa
negarivo}, al parecer tine zonas de DNA enriguecidas en G- ya
que  pAara llevar a cabo 1a tecnlca requiere de un pretatramiento
que deshaturaiiza ei DNA rico en A-T (Brickmore y sSumner, 1989).
EX1iSten otras técnicas ae bandeo como €1 pandeo C (para
heterocromatina constitutiva), el bandeo NOR (para regiones
0rganlzadoras aei nucieoio), etc.
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Figura l4. Diterencias en el Numa2ro de Dandas que presentan 1os
eromosomas de numano con la técnica d bpanaeo G
durante 1a meratase medla (cromAtides lzqulerdas) Y la
protase rardiA (CCOMATIOPS aerecnas). Tomano ae yunis
11978} .

La ejecucidén de estas TLACNICAS €S af e5casa dlricuitaa  pero
1a 1nterpretacien es muy laporiesa. Un  récnice experimentraac
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puede tardar 1NnClusive EgeManas en resolver un  caso clinico
airicii. Arortunaaamente, el diagndstico del Sexc mediante 1a
identiticacion de los cromosomas gexuaies al cariotipa no
presenta mayores qaiticuitades y el éxito depende pasicamente de
que ias tiguras mitdTicas sean ae puena calidad.

Metodologlia

ELl tenir los Cromosomas Para estudios citogeneticos en torma
adecuada s0i0 es poslbie 51 se {levan a capo pPasos Previos a ia
tincion proplamente qicna. LOS pasos generates son:

- Cuitivo cejutar en 108 ¢asos que el namero de céluias  de
ia muestra sea escaso (v. gr. pDlopsia empirionariaj.

~ Incubacisn de las células en un Medio que contenga algan
agente arrestador de 1a mitosis.

- Incubacion de las ceillas en un medic hipotdénico.

- Filjacibn de las cCefulas y su Lransterencia 4 una
laminitia, y

- TiRC16n e 1nterpretacién def cariotipo.

Cultivo celular. Deplde a que no siempre se obtiene un
namero suticiente de cAlulas (y menos de una piopsia
ambrionaria), f5 nACesario cultivarias durante varios atas (2~
103 en un medio &f que se (e halla anadido un agente mitdgeno (v.
gr. titohemagiutininaj. ASl, 3 pesar del indice mitodtico {mecia
= 4%}, 26 tactipies obtener un numero suticlente de nacieocs en
metarase para la opservacién de (os cromosomas {pags 63-65). El
meqro gde cultivo es especial para cadga tipo celular, como el de
cnang para cultivo ae celulas de liquido amnisrico (Leibo y Rall,
1420} o© fos menios ae Ham F-10, el medio de Earle Mogiticado
{Ast1azaran, 1984) y el TCM 199 (Park et at., 1989) para cuitive
de embriones.

Arrestadores de! huro mitético. Los mas comanmente
urilizacdos s0n la ¢cotonicina y ta coicemiaa, Los cromosamas  €n
ia mevatase media han alcanzade un aite graao de contraccion
{conaensacidn) Y Cuanqo se utilizan {0s agentes arrestadores de
la mitosis £58 aun mayor (nipercontraccion; Ronne, 1969} . Bl
tiempe e eXPOS1Cién ae [as celuias a Ins  agentes  arrestaqores
gderermina en gran parre e1 grado ge contraccion que presentaran
108 cromosomas, El tiempo de eXPOS1C1lOn requerido al iguai que
ia cantidad del arrestador mitdtico es direrehte para cada tipo
celufar. La cantidad ae coicemiga utii{izada es de 0.§ a L micro-
gramos para {ad mayoria e 1os s1s5temas Cceluiares. Para obtener
Qrafiosomas  poco  coppacrados [1ATgOos Y Qe iganas) en etapas dae
Brofase y promerarase, se ragulete (n riempo ae exposicidn  corto
a una copcenrracilon paja (Ronne, 1989) . En emhriones ae una
celttia, £1 tiempo de eXpPoOSlCci1Oon es & 4 Nrs Yy la concentracion es
de 0.05 micro~gramos/mi {Yosnizawa et al., 1990).



Para reconocer los cromosomas sexuales rapldamente es
preteriple que la tigura mitotica sea arrestada en la etapa de
metatase media en la que los CTOROROMAS han sutrido
nipercompactacioén (cromosomas cortos y gruesos; Leibo y Rall,
1990).

En el Dbovine Llos cromosomas sexuales X Son de los Mas
grandes Y ®meTaCentricos O submetaceéntricos, mientras que los
autosomas s£on toaos acroceéntricos. El cromoesoma Y es pedueno Y
metacentrico en el ng taurus y acrocentrico en e\ Egﬁ indicus
(pags. 62=63; Lelno y Rall 1990; King, 1884}.

Tratasiento hipoténico. En un medio nipoténico las céinlas
absorben liquido y, por tanto, se hicnhan, se desintegra ei huso
MITOLico Y 8 pleraen 1as 1NCerconecclones cromosomales. De esta
manera lOoS Cromosomas S§e Separan entre si hacierao mas tacli sn
identitricacion ai M1CroscopPlo pPost-tincion.

Las sales que se utilizan mAs comunmente en las soluciones
hipoténicas son clorurc de potasio (KCL) y citrato de sodio
(Ronne, 1989), El KCl se usa a una concentracisn de 0.075 M por
un tiempo variaple (30 M1NUutos a varias horas) segun e]1 metodo
(Ronne, 1%89; Trent y Thampsomn, 1%87; Yoshizawa, 1990).

Fi)acién. Para el andli1sls Cromosémico ias celulas se rijan
comunmente €on una Soluclon de metanol:acldo acetico a razén de
3:1. E{f metano! desnaturaliza y coaguta Las protetinas,
mientras gque €l A&c1do acético coagula ias nucioeproteinas y
pProvoca hilnchamlento ceiutar preservandose asi las estructura
¢romosémica Yy la separacion entre cromosomas (Ronne, 1989). La
ti1jacioén a 1o largo de la noche da mejores resultados {Yunis vy
Sanchez citados por Ronne, 1989),

Tincion. Los coiorantes utiiizados para cada tecnica de
pandeo son:

- Gilemsa, Glemsa + Wrignt o Wright-Leisnhman, para el pandeo
G. Antes de tenir jas células, se digieren 1as nucleoproteinas
con tripsina {Ronne, 1989; Trent y Thompson, 1987; Yunis, 1976).

- Glemsa o Naranja de Acriqaina, para pandeo R. Esta trecnica
requlere ae un pretratamiento en el que se 1lncupa la taminilia en
solucian salina caliente {Ronne, 1989; Trent y Thompson, 1987).

= Quinacrina Dinidroclornlarica o Mostaza ae Quinacrina,
para bandeo Q {Trent y Tnompson, 1987).

- Gilemsa cOn preftratamiento d@ nldréxido ae bario (BaioH)2)
para bandeo C (Trent y THompson, 19&7).

- Nitrato de Piata + Glemsa, pPara banaeo NOR {(Trent vy
Thompson, 1987).

EX1sten mMICRAS VAariantes Ppara cada 1INA 08 Las r4cnicas ae
bandeo, 1nciusive  para 0 M1SMO  TAlldo. A continnacion  se
PEQUAMAT1ZA TECN1CA UT1112a0a N @1 LANOTATATLO de Genetica  aet
Instituto Nacional e Perinatoiogia en aonae urilizan tns
colorantes ae Wrignt y Giemsa para el bapdeo G.
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®

Tripaina 35-408° Enjuague Sepguando Engunje
(buffer # 7.0) (buffer pH 7.0)

@,.\

wright 30'* GiemBr 30°° Tercer Enjuague
(sgue destilada
s 7.0)

Figura 15. Esquema de ta teécdnica de bandeo G (Laboratorio aqe
Genética, Instituto Nacional de Perinatologla, Méexico).

@ : G

A.2 CITOMETRIA DE FLUJO ¥ SEPARACION CELULAR

EL aparato ur1i11zaqao en esta teécnica caicula el contenido ge
DNA cetuiar, midienco  la tluorescencla  emitlda por Ccélutas
tenidas con un coloerante nucisear riuoresente y exitasas con  un
rTayo faser. Las c@ilnias son torzadas a riulT una a una at pasar
a Ctraves de un CUDO 1nyecror de £S5Cas0 Qlamerro, después de  to
cudl soh exitadas por ei rayo laser. EL inyector es sometido a un
ViDrador por 1o que ja corriente anp la que tiuyen 1as cAlulas se
inrerrumpe Ccontinuianqo  comoc gotas 1hailviquales algunas  de  jas
cuaies contlenen cetulas y otras no. Inmediarvamente después ae
meqly la riuorescencia emitlad PAr tas celulas et aparate carga
{pPOS1ITivVA © negativamente)} a cada una a9 (as goras que <contengan
atguna cajula. Las gotas casn Por graveaaa y Pasan a través ae un
campo eiAcTrlco, a2 esta manera san atrainas hacia Al cArodo o
harla A1 anodn. H# recolecran 3 rracclonhes, ia gue corresponde  a
las  gotas cargaqas posirivamente y arraidas hacla €1 catodo, ta
MR COrresponae a goras cargaaas negativamente y atraldas hacia
@1 ANOAO, Y LA qUe corresponde a ias gotas gue no contienen Tipo
¢elular afguno y no son gesviadas al pasar por el campo elactrico
frigura 5, pag. 38 Johnson et al., 1987a).
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La adaptacion de esta teécnica para et sexado espermatico ha
tenido gque 1r vVenclende Aalterentes ohsrtaculos entre ellos:

- Ep un principlo Las técnicas de tinclen requirieron dael
uso de enzimas proteolliticas para descondensar el nucleo
espermatico JUNto CON Procesos de tljaclon celutar para asi
poder tenirio en trorma estolquiométrica. El tratamiento
proteolitico elimipa la memprana Yy clftoplasma celulares. Esto
hace 1mposiblie la utilizaciodn del semen tratado en 1nseminacidén
artiticial (Jonnson et al., 1887a). Bajo estos procedimentos la
pureza de las tracclones recolectadas es superior a %03 (Johnson
y Clarke 1988). Con el objeto de dlsmlnuir &1 aano celular Yy
nuclear, las celutas son someridas a sonicacion {onaas
ultrasonoras) por 10 segundes {Jonnson et al., 1987b) lo cual
permite la TINCION del NUCIPO ASPEIMATICO AademAs de que conserva
la capacidag tertillzadora de [0S eSPermartozoldes MICTNINYANTAdOS
{Jonnson ¥y ClLarke, 1983} a pesar de perder la coja.

~ LOS espermatozoldes, & diferencia de la mayoria de 1as
celulas, tienen un nticieo denso, oval, atargade y aplanado por
1o cual la em1s16n de la tiuorescencia puede ser muy variable a
menos que toras 1as ceélulas estan dlrigildas espaclalmente en
torma casl  1dentica. Esto se puede jograr hacilendo tiulr las
células en una corriente. e esta manera se allnean segun su eje
longitudinal aungue Ppersi1ste el problema ade la rotacidn sopre
este ejle {Garner et al., 1983; Pinkel et ai., 1982D} . Este
cbstacuio se Libra §1 106 detectores de tluorescencla se colocan
a 10 largo ael eJe con respecto a ta corriente de ttuje (rigura
15), o moditicanan el tuno lnyector de Tal manera que su oriricio
de salica esteé aplanacde (tigura 17) para que ast la corriente de
tiu)o tenga la apariencla de un 11Stén pProvocande que La mayoria
de 106 NUCleos eSPermAtlcCos en la SUSpension, estén orientados en
#4 mismo plano (Johnson et ai., l987a). ASy, se eliminan ias
direrenclas entre la tiuorescencia emitida por el horaes o por la
cara plana ael pncleo espermAatrico (Johnsnn y Clarke, 1988).
Procesamionte
Electrénico

Tubo
Fotomultiplicador

Flgura l6. C1tometro ae Fluje.
En este modelo, ei MICro&coplo
tilvorescente de epl-1lUMIRACIOHN  Microscopio ae
se entoca sobre la corrente ae Fluorescencis
tiujo. Tomaao e Pinkei et Al.,

11985) . -

Célula en el

Sitio de
adictén N\

(1

flufdo Nuestrs en
Acarreadar Suspenaidn




Jonnson et ai. {198%), sometleron esperma de conejo 1ntacto
{S1n ser sometido a 108 Procesos de protecilsls y tijacidn o atl
de sonicacién) al CS8F. Aunque la orientacidn del nticleo ceiular
dentra de ia corriente de tiu)o no tue tan exacta, Llograron
obtener tracclones de 86 Yy B1% de pureza para 10s espermatozoides
X e Y, respectivamente (pag. 37).

Metodoiogia

A continuacion se describe a grandes razgos €| procedimiento
de preparacién del material nioldégilco {espermatozoildes) para su
igentiticacion Y &eparacién en un CSF, as1 como nierrvas
especlticaciones ae esta técnlca. Hay gue recordar que, en el
cagso de que esta técnica se utllice unicamente para comprobar la
etectividaa de Orros méetodos que pretenden iograr la separacion
de espermatozoldes X e Y, no importa nt ta viapilidad de las
celulas PosT-andilsis N1 SU Separacion en 2 pohiaciones.

Preparacién cetutar

LOS espermateazoldes pueden obtenerse a partir de eplatdime,
de wun eyaculado £#n tresco, de semen criopreservado o© también
postratamiento (cuando Se qulere comprobar la etectividaa de
otras técnlcag; Garner et aj. 1983; Johneon et al., 1987a; Pinkel

er al., 1985). El semen Se extiende en PBS 10 mM, pH 7.2, a una
CONCentraclan de 70 miliones de espermatozolnes por mi, Se lava
2-3 veces en PBS por medlo de centritugacian, para  eliminar el
pPlasma seminal. En este momento se pueqe someter a sonlcacion o
a t13acion  segan  fa recnica a usar (Jonnson et ai., 1987p).
cuanao £2 SOmeLs a SAN1CAC1On eSTo se hace hasta que el 95% ae
108 espermatozoiaes ha PpPeraiao la cola (aproximaadamente 10
segunaos) . PATa la rljaclon se resuspende el patéen celular
resultante de 1a titima centrittigacion en 50 microlitros de PBS ¢
Be rl13ja megiante la adicidn gota a gota de 1 ml ae eranol al 80%
(Jonnson et ai., I987p). Para til)ar semen cCriopreservado Primero
se extlende en citrato de sodio 0.1IM y se lava en DMSO-citrato
de sodio, pH 7.0, en conrentraciones sucesivas de S5, 15, 30 y 50%
{(Garner et ai., 1983,

Tincien

E4 esperma sonlcaqe Se centrifuga y €1 potoen celular se
resuspende en PES y se tinhe con Disbenzimida {Hoecnst 33342). El
esperma tljado se centrituga y resuspende en 500 ml de una
solucién df papaina y Tris=HCl, la aigestisn ge  lleva a cabo
durante 15 minutos y despuls se tinen los nucleos Johnson Bt al.,
1987D) .

OTro§ riuorocromos utillzados para la tinclon son  4'-6-
aiamino~2  reniiinaoi (DAPL) y altioeritritol (DTE). 81 10§
eSpRIMATNZOLAes 56 van a NT111ZAr Para la 1nseminacion artitricial
no se Someten a SOn1CAaclon O a los Procesos de  proteolisis vy
rijacien, Simplemente se TIMNen non alguno e (os colorantes antes
¢1tades (Jonnson ew al., 1989}).
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Figura 17. Tubo a# 1nyecclon Figura !8. Histograma en torma
del cltometro ne tlujo. de curvas Gausflanas que
Obsérvese lo aptanado representan ia rluore-~
gel oriticio de salida. srencia emitida por los
Tomado de Gledhit! nicieos espermaticos.
(1988, Tomado ae Gledaniil {1988).
Especiticaciones el Aparato. El 1nyector de corriente de
tlujo “"Jet-1n=-al1r" {sin fradaucclén literat} es Qe 76 MICroOmMetros
(tig. 17). EIl rayo laser, perpendicuiar a la corriente de tiujo,
exita 1os nucleos y/o ceiulas en Ing ranges e luz ultravioteta
ae 351 a 3od4 nm operanac a 150-200 mW, Los «aetectores ae

fluorescenclia esrén colocados a 0 y a 90 graqaos con respecto al
naz del laser ae ral mMANRra que ia tluorescencia emitida por ta
CAra plana ae (0§ &SPRrmatoo1des 2§ recogilaa por €1 detector O
gradas, mientras ques el adetector S0 grados capta la tiuorescehcla
emitiaga por el borde ae la capeza, Las senhaies s§0Nn  procesacas
POor COompuraqaora € interpretaqas graricamente como hlstogramas 2n
tOoTrma ae survas aussilanas {(rigura 18).

Separacién de cromosomas medlante citometria y separacién de
tiujo.

Los Prin~1plos son 103 mMiSmos que para ta citometria ae
tlujo y separaclon celujar. EL obhrener tracciones ricas en un
cromosoma 1ndiviqual slrve para Gcrear bibilotecas génicas
especiricas ae 2se cromosoma o para hibridizacion directa Y 1a
locaillzacifn ae Clertas §ecuenclas gaentro del cromosoma.

Log t1pna celilaras de NNManc mAs comunmente ur1112ados COmo
ruentse  @s  Cromosomas  son ripropiastos  aiptoiaqes  humanos,
LINfonLastas @ hiBrians  de ¢alnias de hamster Yy humano. La
SEPAracien a8 Cromosomas per esta tecnlca puede atcanzar 90 % de
PUrezZA. LOS Ccromosomas pueqen ser separados A una velociagad ae
riJo  ae 1000 a 2000 cromosomas por segunao (Rartholdl et al.,
1987,
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A.3 TECNOLOGIA DEL DNA RECOMBINANTE (hibridizaclon dei DNA)

Aunque las tecnicas de hipridizacién son las que tinalmente
se utiiizan en ! diagnastico dei sexo, se reguiere de una serlie
de pasos previos en los que intervienen otras técnicas
pertenecientes a la tecnologia del DNA recombinante (de ahi el
tituto de este 1nciso). De hecho, se puede aecir que se |levan a
capo varias Prusbas de nibridizacién antes de la urilizana para
el diagnestico.

Los pasos generales para realizar la hibriaizacisen ael DNA
con rines aef dilagnestlco sexual son:

- Oprenc1on de rragmentos especitlcos del cromosoma Y.

- Sintesis de esos tragmentos (soncdas).

- Hibridizacién ae los misSmos con DNA propiema
(hibridizacion dlagnoestica; van Viiet et al., 1989).

En i1a obtencion Yy SiNtesls ae tragmentos especitlcos def
cromosoma ¥ (van Vilet et ai., 1989) se requiere de:

1} Aisiar ei cromosoma Y por medlo de ciltometria Y
Separacion de riujo 0 a4 Partivt de NIHT1IAOS e cAlUlas somaticas,

2) Crear una Dbibllorfeca o genoteca ae SeciuAnclas ael
cromasoma Y (aspecificas o noj por medio de  la Jdidestidh dei
genoma con enaonucieasas de restriccisn (ver apajo).

3} CI0RAc1on e SeCULNC1AS (8L cromosoma Y.

4} Hibriaizacion ae estAas SecCuenclas €on DNA ae macho y con
DNA de hembra, por separadn, ron el opbleto e 1nentiricar
semencilas que nipridicen Principal o NNLcamenre con ei cromosoma
Y.

S) Ulonar estas  secuenclas  y someterias a aigestion
enzimatica Ppara <J<rear upa Segunaa hibliloteca  ©on  secuencias
especiticas del cromosoma Y.

A} Hibrigrzacién Ae 1As Secienclas especiricas con DNA  ae
marho y <¢on DHA  de nembra, por separaao, con ej opjleto de
aetarminar #1 numaro ae cOPlas dentro cel gencma de caaa uvho  de
108 SexXos.

Las SeCuenclas repetivivas ael cromesema Y en  un  ailto
numeyro qe CApPIAS (V. gr. 2000}, es ftrecnenpte que presenten copias

noamaLsgas (e menpnr nNmeroa) en anroasemas o mcinsive  An e
Cromasoma X. Por rantq presentes tanro RN Macnos como en
nempras., Dn esSTas SecuenciLas se dice que sa encuentran

enrl1queciqas  en el genoma mAcho antes gque ser secuenclas
especiricas de macho.
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3e puede declr gue eXxisten Lres técnicas pAsicas que es
Preci1eo llevar a cabo para reallzar 1os pasns Menclonacos arripa,
¥ son: 1) l1la digestion enzimatica del DNA medlanrte endonucleasas
de regtriccién y su secuencilacién (ai menos en parte); 2) 1a
clonacioén de secuencias de DNA; Yy, 3) la hibridizacién aet DNA.

BRNZIMAS O BNDONUCLRASAS DE RESTRICCION

Para opbtener 1a secuencliacién de cualquier porcidn del genoma
s€ han utiiizado una serie de enzimas en su mayoria de origen
pacteriano gue tienen como caracteristica principal et cortar el
DNA en s1T106 especiticos diterentes, reconocldos segtn ia enzima
utiiilzaaa. son  llamadas asl ya que evitan (restringen) la
entrada de DNA viral al citoplama celular {Alperts et ai.,
1989%). La especiticidad estA dada por ta secuencia de pases (4-8)
presentes alrededor el s1tio de corte {rigura 19}. Algunas
enzimas de restriccion son Eco RI (ae E. coll}, Hind 1II (ae
Haemophylus 1ntiuenzae} vy Sac IT1 (Sacaromyces) y muchas otras
{Lindsay et al., 1987). Cada una de eilas tiene diterente manera
de cortar el DNA. Las endonucleasas que dejlan extremos coheS1vos
SOn muy urilizadas para cionacion de genes (ver abajo}.

A Hasl

L SR B 3 F

Q8T

costf

Figura 19. Secuencia de hases alreaedor del sitiec ae corte
Y civos de corte qet DNA con direrentes
engonucleasas de restriccibn. Tomado de Alberts
{1987,

De esta metoaoingta se derilvan, e una misma porcion ae
DNA, una serie e Lragmentos Caracteristcos para  caga  enzima
{tragmentos de restriccion de longitud variable, FRLV) con  1os
cliales se pueden crear genotecas de restriccion.  Para optener la
secuenciacisn ae tos FRLV, se cionan y #sras clonas se someten a
tratamientos gquimLcos an 1oS qué SeA A1IMINAdo parclalmente  salo
un  tipo ae miciedtido. Hay un tratamiento para cada ripa ae
nuciedtido. Al someter 28TOs NUPVOS ITAgMANTOS A SePArAcion  por
tACN1CAS elertrotoraticas se puede obpreher (a Secuenc1acloen  de
las porciones de DNA gque s deseen estudiar (tigura V.s).
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Bn resumen, ias aplicaciones e ia tecnalogia de
endonicieasas qe restriccion son: interviene en ei corte deil DNA
Y su separacion en tragmentos, €n ei mapeo de cromogomas, en el
analisig de secuencias huecleotidicas de DNA, en ei aistamiento
de genes, en el andilsis de l1a organizacion dei DNA de cefulas
eucariotas Yy en 1a reestructuracioén y cionacién de moiecuylas de
UNA {Alberts ot al., 1889%; Lindsay et al., 1987},
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secnenclacion ge pases enh  FRLVS medlante
e1ecrrotoresis (b} aespues de haberlos somerido
tratamientos quimicos especlticos (aj. Tomaao de
Alperts (1589).

Figura 19.

CLONACION DEL DNA

La cionacién es 1a reproduccioén genotipica y renotipicamente
idénrica {cidén} ae un 1ndividuo un gran nimero de veces. En  la
fLlonac1dn ael DNA S multipiica en un nameroc muy aito, ta o {as
seenenclas de DNA qeseanas.

LAS fperramientas hiologicas utilizadas como vectares en ia
ci0nACIon ael DNA sofi: el PLASMLIAGC, €1l DACTLrlctago, ef cosmido Y
el YAC (cromosomas levaoura-artiticiales; apuntes dei Curso
Actuallzacien en Biologia Mofecular, Hospital Geferal de Mexico,
Marzo-~Mayo, 1990}, Ademhs, Se tiene ia clonaclién por meaio de
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1a polimerasa de reaccién en cadena (PCR) que es un sistema
enzimatico 1n vitro que no regulere de organismos biolégicos (ver
aba)o). Los principios Qe clonacién para l1os vectores bloldgicos
son 108 mismos. A continuacion se describe la clonacléon dei  DNA
con plasmidos y la clonaciéen mediante la técnica de PCR.

Plasmiao. El plasmide es DNA de torma cilrcutar de daoble
cadena y de pa)o peso molecular separado naturaimente del resto
det genoma. LOs plAsSM100S eStAN presentes en celutas bacterianas,
en levaduras y en mamiteros (Atberts, 1989). Son puriticados en
base a su ha)o peso moliecular; el DNA cromosomico es sSedimentado
mediante centrirugacion quedando en suspension los plasmldos.
Para utilizarios en cionacion, el DNA cilrcular del plasmido
®5 Seccionago  por una enzima de restriccion. La engonucleasa
depe ger del T1po que deje eXtremas COnes1vos. A s1 mismo, et
DNA genémlco a cionar deberd ser secclonado por el mismo ti1po de
enzima. De esta manera se puede insertar el DNA problema al

plasmido (tigura 21).

molaculs Oal ADN del
plasrmcdn con eriremas cohereAley

A

Ou ADN el plasmaio .
AaAaTT 3
*) TTaAR Sz on
mm-. madianie una
(TS5 Y mciesne e sustexeoon
AALT

1 de los Muchos Hagmentor de
ADN produckios poe o steclo de
e nucleare G resiscomn
sobre o8 ADN cromosomeco

Figura 21. Insercion de DNA heterongéneo al DNA del plasmide,
Tomaao de Ajberts et al, (1987).

En la rigura 21, s# 2squematiza como LOS eXLremns CoNeslvos,
proquriaos al algerir niterentes DNA Con la m1SMA  enzima dae
resrriccion,  permiten  ifa  uniodn del DNA heaterogéneo y et DNA
delpiasmiqo.

Los nipricos ae DNA ae}l piasmiao ¥y el DNA problema, son
transteridos a cAinlas bacterianas o de levaoura para que qurante
1a muitiplilcacion cejutar Sea replicado (cionade) el DNA
heterocgéneo junto conh el DNA de estas celulas (Alberts et al.,
1989), Sotamenhte algunhas de las colonlas (hactertianas o de
levaanra) contienen &i 1NSArto corrsspondlente ai DNA de 1nteras.
A  contlnuacian  se  1Q8NCIrICAn y aislan estra conlonias para
puriticar la sectiencla probiema en canridaqa suticlente para sn

utilizacidn.
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DNA complementario (DNAc) . Los insertos de DNA a ser clonados
pueden ser ohtenildos medlante una estrategia dailterente. Una gran
parte del DNA NOo es transcrito a RNAm para la sintesis proteica y
POr tanto se dice que corresponde a pseudogenes, Michos de esgtos
pPseudogenes son Clonados por el procedimlento descrito arriba. Si
en iugar de digerir enzimAticamente el DNA genomico y clonar tos
tragmentos resultantes, se extrae &1 RNAm cejuiar y se somete a
la accien de 1a RNA transcriptasa (enzima presente en (os
retrovirus que catatlza ta sintesis de DNA a partir de uh
templete de RNA) se obtehdran tantas cadenas de DNA, ltamadas DNA
compiementario (DNAc), «como RNAm sea alsiado de ta ceéelula
estudlaaa. Estos DNAc s1 corresponden, aunque como una especie de
negativo, a la secuefncia de aminodcldos de  1as protetinas
progucidas por €sa celula (Alperts et al., 1989). Las ventajas de
obtener 1ingertos por este medlo sobfe 105 1NSArtos de DNA
genomico Son:

- Algunas células se especilalizan en producir cierto tipo de
proteinas y, POr tanto, de RNAm particular de esas celulas en
grandes cantidades. De esta manera es Tracil obtener DNAc
especitico ae cierto tipo celntar.

- El numero de inserros que se originan por esta técnica es
mucho menor que ei obtenldo a partir de ta digestion de! genoma
cefular total. Con elio, Pl numero de cionas sera tamblén mucho
menor naciendo M&S racti iIs 1dentiticaclon y puriricacion de las
clonas de interes,

En la acrualiaaa es materla oe especulaclon cuaj es el gen
determinante del sexo (pag. 88-89) y cual el KNAm transcrito a
partir de el, Pero en cuanto Sean plenamente 1dentiticados se
podran hacer sonadas de DNAc altamente macho-especiticas. Estas
sondas Serviran, entre otras C€GSas, ranto para diagnosticar el
S§eX0 embPrionarilo Como para descunrir 1 momento eXacto en gue se
activa ia diterencracion sexual en el emprien.

Poiimerasa de reaccion en cadena (PCR). Reclentemente tue creado
un  Ss18tema 1n V1Tro de cionacion del DNA que No requiere de La
intervencion de células vivas (Saiki et al., 1985). Bajo el
sistema de PCR, tampilén conocido como ampliiticacion enzimatica
airigica, el DNA proplema es repllcado en torma Simltar a como 10
hace una celula pero con importantes varlantes, Para comprenqaer
las diterencias Primeroc analizaremos lof Principlos generales ae
la replicacion del DNA an rorma natural (rigura 21); estof son:

- Separacion ae ias 2 cadenas e DNA mediante (a Aaccion de
la DNA nelicasa y con ayuda de proteinas aesestanllizadoras de ia
aohle helice,

- 31intests ae RNA primero (ver apajo) por una RNA
primasa.

- S1ntesls de novo G& [as Cadenas complementarias de DNA por
accion dg ia DNA polimerasa.

- Eriminacion de! RNA primero y lieaado de (08 espacios
resultantes  cofl  desoXlrtribonuciedsidos por acclén de  ia  DNA
polimerasa.

- Sellado Yy uni1on ge o tragmentos de DNA por una BDNA
ligasa.
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Figura 21. Replicacién del DNA en torma natural. Tomado de
Alperts et at. (1987).

Las DNA pollmerasas son las enzilmas ehcargadas de cuplicar
el genoma celular mediante la sintesis del DNA. Para ello,
requieren de ia presencia ae un templete de DNA (cada una de las
hebras de DNA original) ¥y de una moléacuta de RNA primeroen cada
uno de 1los 51t10S de sintesls de DNA. En (as celulas vivas La RNA
Primasa e§ la encargada de sintetizar la molecuia primerode RNA,
En la tecnica de PCR los primeros corresponden a oligonuciedtiqos
51Ntetl1zados 10 Vitro. La secuencia de estos nucleotidos depe
ser compiementaria a porciones del DNA problema locallzadas hacla
el extremo S° <de las 5ecuenc1as que Se  pretenden ampliticar
{tigura 22) S1rvienao asi comc (imltes para e! DNA clonado
tAlberts et al., 1989; Ertich et al., 1988).

En la técnica de PCR la quplicaclon del DNA se lieva a cabo
mediante 1os sigulentes pasos generales:

1) Eif DNA probiema es extraiao de 1as celuias. ESto  se
puede lograr mediante (1S1S ¢elular en medias n1potsnleos  y
centritugacion (Weler er at., 1990) o por tratamiento
hipertérmico {94 grados centigrados por 30 minutos; Handystdae et
al., 1989). -

2) Separacisn ae las 2 cadenas in vitro (desnaturatizacién
aei DNA}., A qlterencia de ta repiicarlon natural en La reecnica
ae PCR esto se logra medlante tratamientn térmice (100 gragos
centigrados) Yy N0 por nmedlos enIlmMAticos (Alberts er at., 1989;
Erlichet al.. 1988; Saiki et al., 1985). -

37 Se anaaen oligonicleatidos (DNA  primere; en exceso
daespues de haber aisminuiao ta remperarury A 65 gradaas
centigrados Y Se permite 1a hipriaizacién aqe RSTDOS eon
secuenciras 100allzaqas &n £1 extremo S'4ae 1os tragmentros de DNA A
clonar (Atherts et al., 198%; Erilech et aL., 198%).

4} Se anade DNA polimerasa Y los 4 desoxX1rrinonucleotiaos
tritosrato y S& 1ncuban c¢Arca de 5-10 minutos para que sean
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sintetizaaas Ltas secuencias de DNA corriente abajo'' con
respecto a la locallizacién del primero {(Aiperts et al., 1989;
Erlich et al., 1988; Saiki et al., 1988).

5} 31 5e repite el ciclo a partir de Lla desnaturalizacion
del DNA, caada nuevo ciclo dupllcara el ntmerc de coptas de la
secuencia a cionar con respecto a las existentes at tinal ael
ciclo anterior (tigura 23), De tai manera que, 51 se repite por
20-40 © mas veces, §e pnede amplltricar unpa secuencla  hasta
miliones ae veces (Alberts et al., 1989; Eriiech et al., 1988),

2 2a 1y E
AdicTan Sintests Separecibn
de de de codenas Adicibn
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> S 5
> 4 rd —>
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240 con mmtow [P S e A
extremos 1afnticow
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N
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wetremon 1dénticon

Figura 23. Replicacidn (cionancidén) dei DNA por la téecnica de
PCR. Tomado de Alberts et al. {1989},

Penian a que para 1NIC1Ar UN NURVO Clcio &1 DBNA neo-clonado
Se somete Al tratamienta TATrmico con &1 tln ae  despaturalizarlo,
la DNA potimerasa ti1ene que Ser exXtralda A partir de un arganismo

termotilo, de lo contrarlo, €s necesarlio anadir mAas DNA
polimerasa en cada ¢1C¢l0 dlricultanac LA automatizacilon ae  ta
técnica. Saikil et al. (l19A48a), puriticaron sina DNA polimerasa

termoestable de la bacetria termériia Thermus aguaticus que se
conoce como Taq Pollmerasa cuya Utiiizacilon se ha generalizado en
la actualicad.

Para clonar sondas marcadas solo se requlere e  anadir
nUeleQtidos MArcados radloactlvamente, O cOn Algun ofrro Tipo de
marcaje, Gurante 4 pase 2 ya S2Aa al 1n1c1o de la racnlea o en
Alguno ae J1os C1CI0S sigulentes gWaler et Aal., 19%0Gy .,

Utiriaad. La magnitnd de la ampiltlcacion que se puede lograr

con 1a técnica de PCR, resueive el probiema ae ta pobre reaccilon
que presentan en i{a hipridizacién 1as secuencias Anicas o de paloe
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numero de copias. Ademas, ya que esta teCnica es automatizapbie,
la proouccisn de sondas comerclaies tacllltard el  dAdlagnostico
altamente especitico tanto del Sexo embrionario, como de
entermedades genéticas (Saikl et al., 1985) y entermedades

inte¢closas (material genético de microorganismos patogenos), o
para la deteccidn temprana de oncogenes activog Yy anAlists de
variaciones en secuenclas alélicas (Erilich et aL., 1988).

HIBRIDIZACION DEL DNA

Esta tecnica es liamada asi porque que su principal
caracteristica es igentiticar la  unién  de 2 secuencias
complementarias de DNA de diterente origen {una sintética y
maracada, Y otra natural). La nibridizacion puece ser Llevada a
capo extrayendo el DNA problema de tas células estudiadas Y
exponiéndoio al DNA sintético o aplicando directamente este
uttimo sobre las c4lulas de un corte nhistoiegico (hibridizacion
in situ). Para poder exponer el DNA problema, s necesario
transteririo y rijarlo a papel de nitroceluiosa. La transterencia
se puede llevar a capo mediante varias técnicas, a conhtlnuacion
se explica la téecnica de transterencia Southern para luego haniar
sopre la Nipbridizacion propiamente dicha,

Transterencia Southern. En 1975 Scuthern, hibridiza tragmentos
de DNA con sondas radioactivas despueés de Transtrerirtos a um
papel de nitroceiuiosa mediante los sigulentes pasos:

1) Extraccién dei DNA. EL DNA que se sometera a
nipridizacion se eXtrae de ias cejuias mediante pases Sucesivos
2N SOIUC10Nes de Cloroformo, tenol e 1s0amilalcohol. EL tenol es
un potente snivente Organiceo, parclaimente misclble en agua, que
elimina las nucleoproteinas, Ef aicohnl precipita Los acldos
nuclelcos separandolos de otras moleéculas en solucien.

2) Eliminacien aqe 1os tragmentos de RNA. E1 RNA
‘contaminante" se separa del DNA gracias a su diterente
soiubilidaa en alchonoles. EL RNA que aun gquede se dlgiere
enzimaticamente traténdolo con una RNasa (Alberts et al., 1989).

1) Digestién cdel DNA propiema. Se diglere el DNA problema
con enzlmas deé restriccidn.

4} Separacién Yy degnaturailzacién de les rragmentos de
longitun  vAarapie (FRLV}. Los FRLV resuitantes (DNA e dqobtie
nepray, <ol SEPATACGOS entre sl medlanre eLl2Gtrotoresls #n  geies
de agarnsa © Q° Pollacriiamiqa y se desnaturalizan medianre
Traramiento tarmico,

51 Transrerencia. de nentrailza et gel sumergiéndolo en
soiucion butter a pH7 y se transtiere el DNA contenido fn el gel
A NN papet de nirrocelnlosa © de nylon (Aiberts er ail., 1989).
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(L)

Papel filtro humedecido

— Tira de nitrato
R / de celulosa

in

Tiras de papel filtro
humedecido

Figura 24. Transterencla de FRLVs & papesl tiltro por la
tAcnica de Southern. Tomado de Soutnern (1975).

La transterencia se logra arrastranao ei DNA e2n una soiucion
ae SSC {cloruro ae sod1o 0.015 M y Citrato ae soalo 0.01% M) que
asciende por capli1ariqaq a traves aei gei nhacia el papel de
nitroceiulosa (o de nyion) en el cual gueda atrapado (tigura 24).
una hoja ancha qe papei riltro (rigura 24a}, sumergiaa
‘previamente en  soluclon  HE(C, se caloca sopre  nna  superticie
mpermeabie Yy humedecida <on esa mM1Sma 50lucien.  sSobre el papel
tiltro se coloca el gel, a caaa lago del cnal ¥ separado por 2«
Jmm, esta una hoja de vidrio ae e materilal Perpex ({del mismo
grosor que e} gel), Se ¢Oloca una tira Angosta de papel de
nitroceillicsa sSapre e gei TOrMANAO UNA eSpecile® de PIRNTRS enrre
et gel Yy 1as nojas ae Perpex (frigura 24p) y A rarda ladao ael
papel ae nhitroceiulosa, Y ApPenas  sobreiapanansse can  e1, se
cotocan 2 tiras de papel rilitro del mismo &nchn que el dae
nirroceiulosa (tigura 24¢). Al lgual que la nela ancha de papel
t1itro, la tira de nitroceiuiosa Yy las tiras angostas de papet
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tiltro deberan estar humedecidas con solucién 58C. Arriba de
todo 1o anterior se coiocan varias hojas mAs © menos anchas,
gruesas y secas (0o también un altero de hojas de papel higiénico}
con el objeto de que absorban humedad de 108 estratos 1interiores
(tigura 2&aj}. Asi, ia 50lucién de SSC del papel Tiitro B=as
interior asciende pasando pPrimero por ei gel y disolviendo Yy
acarreando el DNA nacia el papei de nitrocelulosa. E! DNA queda
atrapaao en el papel de nitrocelulosa mientras que ia solucion
SSC contintia su ascenso a través de los cdemas estratos de papel
seco. EL tlempo requerido para la transterencia es variable vy
depende del tamano de 1o§ rragmenteos de restriccion Y,
propablemente, de 1A CONCENtracidon y grosor dei gel (Southern,
1975) .

E5 necesario tijar €1 DNA al papel nitrocejuiosa, esto &e
nace caleprando el Ppapel de nitrocelulosa a 70-80 grados
centrigrados por media hora, Se sabe que entre mayor sea la
concentracion del medaio en solucion SSC (hasta 10 X SSC), mejor
sera ia retencion de los tragmentos de DNA en el papel de
nitroceiulosa.

Hibridizacion. pPara ia nipriaizacion, el papel de
nitrocefulosa se humedece con solucién de hipridizacion. Las
sondas de DNA dlsueltas en sotucilon hipridizadora, se vierten
sobre el papel de nitrocelulosa Y Se permite ta hibridizacion a
lo largo de ia noche. Se lava concilensudamente el papel de
nitroceluiosa para 2liminar la hibridizacion 1nespecitica Yy se
iee ef resuitado por medlos ¢ltoquimicos © por autoradlogratia,
segtin s2a el tipo de marcado de fas sondas. En la tigura 25, se
muestra 'in esquema, s1mMpllricado, de ila teécnica de nhibridizacieén
del DNA mediante transterencia Soutnern.

Lo fragmentos Ge AON de dath

Srgastion Pabes sa separan poe
con nuclenna wlectiviorenis en geb
Se restnceon

—> .

cubnr ol pape o0
la sonda e mcubar
sonus de ADN marcsdo

agmentos ge ADN

sonda de ADN Gonsdn
J4 unp sols hebrs
Marcado taCTvaments
tavado

Seanaturalizackn. transterencss y lazion
de tot fraymentas de ADN de una hetwe
1000 DADY! Je nrocelulons

Figura 24. Hipriaizacion del PNA  post-transterencia Southern.
Tomano ae Alberts et aL. (1987).

La Ttechlca de hibrinlzacién, cuando se utiilza RNAm como

material problema, $e ¢onoce comMo transterencia Northern y en
ella se utiilzan sonaas de DNAC (AiDerts et al., 1989),
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En la hibridgizaclon 1n Siti, reatizada sobre cejutas en
interrase o en divisién y tijadas a una laminitla, La cromatina
eg sometida a digestion enzimAtica (proteinasa K, Pinkel et al.,

1986) con el tln de que §e descondense el ntcteo, La
hibriqizacien  1in sitlk no requiere de la dalgestidon por

enaonucieasas de restriccion.

La técnica de hipridizacion -2 ha simpliticado
transitiriendo directamente el DNA celular desnaturalizado a
papel @e nitrocelulosa, s1in ia necesidad de digeririo con
enaonucLeasas N1  someterio a f{ecrrotoresis y sSe conoce  coma
transterencia de punto ¢ "dot RplLot“.
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