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Resumen

La preseleccion del sexo de la descendencia basada en la separacion de espermatozoides X e Y mediante citometria
de flujo es una biotecnologia emergente en la especie canina. El desarrollo y la optimizacion de su eficiencia
contribuirian a la mejora de los programas de cria, en combinacion con otras técnicas utilizadas ya actualmente de
forma rutinaria en esta especie, como son la conservacion de semen y la inseminacion artificial. A continuacion,
se revisan diversos aspectos en los que se basa esta biotecnologia, asi como su situacion actual y limitaciones en

la especie canina.
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Introducciéon

En los ultimos afios se ha producido un notable in-
cremento del interés por la reproduccién en la especie
canina. Actualmente, determinadas tecnologias repro-
ductivas, como la inseminacion artificial (IA) intraute-
rina mediante endoscopia rigida y procedimientos de
refrigeracién y criopreservacién espermadtica, tienen
una gran aplicacién préctica en la clinica de pequefios
animales. Estas técnicas son muy demandadas funda-
mentalmente por criadores de razas puras y asociacio-
nes caninas, pero también y cada vez mds por propie-
tarios particulares.! La aplicacién de estas técnicas es
interesante tanto desde un punto de vista de selecciéon
y lucrativo en la cria de razas puras, como en los pro-
gramas de cria de perros destinados a la gufa de invi-
dentes, trabajo o salvamento en instituciones como la
Policfa y Bomberos.? Por otro lado, estas biotecnologias
estdn contribuyendo de forma muy importante a la ex-
pansién del mercado internacional de semen canino,
debido principalmente a las ventajas que supone eli-
minar el transporte de animales vivos, lo que minimi-
za costes, problemas sanitarios y facilita la aplicaciéon
de la IA. Ademds, la criopreservaciéon espermatica y la
creacién de bancos de semen resultan fundamentales
para preservar recursos genéticos de machos de gran
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valor o cdnidos en peligro de extincién durante un pe-
riodo muy prolongado de tiempo.

El desarrollo de la biotecnologfa de preseleccién del
sexo de la descendencia en la especie canina, en combi-
nacién con las técnicas rutinarias anteriormente nom-
bradas, contribuirfa a mejorar atin més los programas
de cria.*® En primer lugar, se podrian obtener grandes
logros en cuanto a una mayor rentabilidad en la cria
de ejemplares de razas puras, dado que nos permitirfa
obtener mascotas del sexo deseado, ya sean machos
o hembras, lo que es de gran interés econémico para
los criadores. Por otro lado, es muy interesante en el
campo de la cria de perros gufa, policia, militares o en-
trenados para el rescate, guarda y defensa, ya que se
ha establecido una relacién entre el sexo y el tempera-
mento, influyendo de forma importante en la seleccién
de estos animales.*® Finalmente, el desarrollo y posible
aplicacion de esta biotecnologia también nos permiti-
rfa contribuir de forma importante en los programas
de recuperacién de cdnidos en peligro de extincién
como, por ejemplo, el perro salvaje africano” (Lycaon
pictus) o muchas subespecies de lobos.!

El objetivo del presente trabajo es revisar la técnica
de preseleccién de sexo en la especie canina.

'b‘q.‘
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; En que se basa la biotecnologia
ée preseleccion del sexo de la
descendencia?

La preseleccién del sexo de la descendencia median-
te citometria de flujo es actualmente la tinica técnica
eficiente para dicho fin utilizada en diversas especies.
Dicho procedimiento, que se desarrollé por primera
vez en el conejo hace més de 30 afios,® se basa en la
mayor cantidad de ADN que porta el espermatozoide
con un cromosoma X en relacién con el que porta un
cromosoma Y. Esta diferencia de ADN entre ambas
poblaciones esperméticas X e Y estd muy bien deter-
minada y es caracteristica de cada especie animal. En
el caso de la especie canina existe una diferencia de un
3,9 %.°

Este diferente contenido de ADN permite la separa-
cién de los espermatozoides mediante la utilizacién de
un citémetro de flujo adaptado para dicho fin equipa-
do con un l4ser ultravioleta (Fig. 1). Resumidamente,
las células espermadticas se tifien con un fluorocromo
denominado Hoechst 33342 (H-42) que se une al ADN
de forma especifica pero no intercalante, con el fin de
diferenciar entre ambas poblaciones. Debido a que el
espermatozoide X en los mamiferos porta mayor can-
tidad de ADN, emite mayor fluorescencia que el es-
permatozoide Y. Es muy importante tener en cuenta la
caracteristica morfologia aplanada o en “pala de remo”
de las células espermaéticas de los mamiferos. Con el
fin de que las células espermaticas sean identificadas
correctamente como X o Y en base a la diferente fluo-
rescencia emitida, es necesario que pasen a través del
citémetro de flujo correctamente orientadas con la cara
plana en eje con el lser y la cara longitudinal alineada
90° con el fotodetector. Para ello, los citémetros de flujo

destinados a este fin constan de un sistema o cdmara
de flujo que logra esa orientacién (Fig. 2)."° Esta técnica
de separacién de los espermatozoides X e Y tiene una
precision del 85-90 %.

Situacion actual de la biotecnologia
de preseleccion del sexo en la
especie canina

La tecnologia de separacién de espermatozoides X e
Y mediante citometria de flujo solamente se aplica a ni-
vel comercial en el ganado vacuno, donde ha alcanza-
do un gran interés.'® Sin embargo, ya ha sido aplicada
con éxito para obtener crias del sexo deseado en varias
especies domésticas como el porcino, ovino y equino."
Recientemente, se han llevado a cabo multiples estu-
dios con el fin de extender su aplicacién a otras espe-
cies domésticas como el gato,'*"* asf como a ciertas es-
pecies en peligro de extincién y/o salvajes, como son
los primates,’ delfines,'* alpacas,’ elefantes,' btifalos"
y rinocerontes.”® Aunque se espera poder aplicar esta
biotecnologia de forma importante en la mayoria de
las especies domésticas y en peligro de extincién, en
la actualidad solo ha alcanzado un interés comercial
importante en el ganado vacuno.’®

En el caso de la especie canina, a pesar del interés
que implicaria poder aplicar esta biotecnologifa a nivel
préctico, la informacién sobre la separacién de esper-
matozoides X e Y mediante citometria de flujo es atin
muy escasa. El primer estudio publicado en la especie
canina fue en el afio 2008° y se logré el nacimiento de
cachorros de Golden Retriever utilizando, mediante
inseminacién intrauterina, semen fresco separado me-
diante citometria de flujo con una eficiencia del 60 % en
relacién con el porcentaje de hembras esperado. A pe-
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Figura 1. Citémetro de flujo
adaptado para el sexaje de esper-
matozoides. (A) Bafo de agua a
36 °C en oscuridad para incuba-
cion de espermatozoides con el
fluorocromo Hoechst 33342. (B)
Citémetro de flujo MoFlo SX. (C)
Muestra espermatica tefiida con
Hoechst 33342 y food dye (flecha).
(D) Impacto del laser ultravioleta
(flecha blanca) sobre la muestra
de espermatozoides (flecha verde).
(E) Placas cargadas eléctricamente
para la separacion y recolecciéon de
la poblaciéon de espermatozoides
con cromosoma X, en este caso.
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La diferencia
en ADN de los
espermatozoides
X e Y permite su
seleccién gracias
a la citometria
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Figura 2. Representacion esquematica del paso a través de la camara
de flujo del citémetro y la orientacion de las células espermaticas con
respecto al laser ultravioleta y al fotodetector.

sar de dicho éxito, los autores no describen con detalle
un protocolo estandarizado y optimizado que pudiera
ser utilizado de forma rutinaria en esta especie. En el
afio 2014 se public6 por primera vez un estudio don-
de se determinaron varios aspectos esenciales como
la optimizacién de las concentraciones necesarias de
fluorocromo H-42 para la tincién, identificacién y pos-
terior separaciéon de ambas poblaciones de espermato-
zoides X e Y y el establecimiento de un protocolo para
el adecuado manejo de los espermatozoides antes,
durante y tras el procedimiento de separacién. Tras la
tincién con H-42, los espermatozoides fueron tefiidos
con 1 ul de colorante alimentario o food dye con el fin de
apagar la fluorescencia del H-42 en los espermatozoi-
des muertos y asi poder identificarlos y excluirlos del
procedimiento. Posteriormente, los espermatozoides
caninos fueron identificados como X o Y, y finalmente
separados mediante la utilizacién de un citémetro de
flujo adaptado para este fin y equipado con un ldser
ultravioleta (Moflo SX, Dako Cytomation Inc. Fort Co-
llins, CO, EE.UU.). Las poblaciones espermaticas gene-
radas por el citbmetro se muestran en la Fig. 3. Para re-
coger la poblacién espermadtica X o Y seleccionada, los
espermatozoides son sometidos a la aplicacién de una
carga eléctrica y atraidos por un dnodo o catodo, res-
pectivamente, en funcién de la carga aplicada (Fig. 3E).
Los resultados de motilidad espermatica
obtenidos tras el procedimiento des-
crito fueron del 62-70 %, similares
a los obtenidos habitualmente en
semen criopreservado y poste-
riormente descongelado en la
especie canina.>**#

Por otra parte, en dicho estu-
dio® se observé que, de la misma
forma que ocurre en otras especies
animales, la eficiencia del procedi-

miento de separacién de espermatozoi-
des X e Y estd altamente influida por el macho donante
de semen, variabilidad que ya habia sido anteriormen-
te descrita en verracos,” caballos* y toros.” Asi, al
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Figura 3. (A, B) Graficas en forma de dotplot e histograma generados
por el citometro de flujo tras analizar una muestra espermatica tefiida
con 5 pl de H-42. Se puede observar que no es posible la identificacion
de ambas poblaciones espermaticas X e Y. (C, D, E) Graficas en forma
de dotplot e histograma que muestran las sefiales de fluorescencia ge-
neradas tras el andlisis de una muestra espermatica tefiida con 10 pl de
H-42. Las poblaciones X e Y se diferencian claramente. La region R1
representa la poblaciéon que pasa correctamente orientada con respecto
al laser del citometro de flujo. La region R5 representa los espermato-
zoides que incorporan el colorante food-dye y que no son viables y, por
ende, son desechados.

igual que existen variaciones individuales en los pro-
cesos de refrigeracion y criopreservacién espermadtica
que condicionan el uso de los machos donantes, habria
que considerar también esta variacién individual a la
hora de incluir determinados machos en programas
de sexado de espermatozoides. Este hecho hace que se
cuestione, al igual que en el toro,"! que pueda existir
variabilidad en la eficiencia del proceso en funcién de
la raza. Teniendo en cuenta la gran variedad de razas
caninas existentes, deberian plantearse futuros estu-
dios al respecto.

Limitaciones actuales de la técnica en
la especie canina

Hoy en dia podemos destacar dos limitaciones im-
portantes. Por un lado, la baja eficiencia del proceso
y, por otro, el nimero de espermatozoides requeridos
para realizar una IA con éxito tras la separacién de es-
tos espermatozoides.

En relacién con la baja eficiencia, el procedimiento
solo permite alcanzar de momento una produccién
promedio de 14-16 millones de espermatozoides sepa-
rados X 0 Y en una hora. Este hecho se atribuye al bajo
porcentaje de orientacién conseguido en esta biotec-
nologia para los espermatozoides caninos, siendo del

AVEPA

85



Rédenas et al

22-45 % en funcién de la muestra, mientras que llega
hasta el 60-80 % en otras especies donde la tecnologia
se usa de forma comercial.*® Este porcentaje de orienta-
cién es similar al descrito en otras especies domésticas
como el gato'?® y estd atribuido a la morfologfa de las
cabezas espermadticas de esta especie que, al igual que
ocurre en la especie canina, son mds redondeadas, pe-
quefias y anguladas en el borde, a diferencia de otras
especies como el toro o el verraco donde son mds gran-
desy aplanadas y dicha tecnologia es mas eficiente."! A
pesar de la baja eficiencia de la técnica obtenida para
la especie canina, esta es similar a la obtenida en
el caballo® e incluso mejor que la descrita en
otras especies domésticas como el gato® y
algunas especies salvajes como el rinoce-
ronte'® y el elefante.'®

Con respecto al nimero de espermato-
zoides requeridos para realizar una IA,
estd descrito que son necesarios al menos
150-200 millones de espermatozoides mé-
viles por inseminacién vaginal e intrauteri-
na en el perro.” Por tanto, esta biotecnologia
serfa incompatible en la actualidad con esta dosis
de inseminacién debido a la baja eficiencia de la téc-
nica. Se deberfa optar, en todo caso, por la realizacién
de inseminaciones transcervicales, principalmente me-
diante endoscopia (Fig. 4) o laparotomia, que son las
técnicas mds usadas a nivel practico. Dichas técnicas
nos permitirfan depositar los espermatozoides sexados
directamente en el interior del ttero, lo que permitirfa
reducir el nimero de millones empleados.

Uno de los tltimos avances importantes en la técnica
va orientado a intentar optimizar una de las mayores
limitaciones del uso de semen sexado en el perro que
es el tiempo necesario que se requiere para obtener un

Figura 4. Inseminacion intrauterina mediante el uso de un fibroendos-
copio rigido especialmente disefiado para tal fin. Una vez introducido
hasta la porciéon mas craneal de la vagina, se observa en la pantalla la
introduccion de la sonda estéril en el interior del cérvix de la perra.

Actualmente,
el uso de semen
sexado en la especie
canina aun presenta
muchas
limitaciones

nimero adecuado de espermatozoides X o Y separa-
dos. En el afio 2015, Merlo et al?® intentaron desarrollar
un protocolo de conservacién de los espermatozoides
sexados mediante su criopreservacién. El objetivo de
dicho estudio fue doble. Por una parte, conservar los
espermatozoides tras el proceso de seleccién con el
fin de obtener una dosis suficiente para lograr una IA
intrauterina maés eficiente. Por otra, su conservacién a
largo plazo facilitando su transporte y/o comercio in-
ternacional.® Los resultados de dicho estudio no fue-
ron 6ptimos, ya que aunque fue posible realizar este
procedimiento de criopreservacién, la calidad de
los espermatozoides sexados tras la descon-
gelacién disminufa significativamente. Se
obtuvo un porcentaje de solo el 2,4 % de
espermatozoides motiles totales, siendo
muy bajo en comparacién al 52,9 % ob-
tenido en el semen sexado sin criopreser-
var. Igualmente, la calidad de movimien-
to del semen sexado tras la descongelacién
fue solamente del 0,6 en una escala de 0 a 5.
En el afio 2017 se publicé un nuevo estudio
con resultados muy esperanzadores,® lograndose
el nacimiento de cachorros viables del sexo deseado
mediante una sola IA con tan solo 4 x 10° esperma-
tozoides sexados, criopreservados y descongelados
mediante el método Uppsala.*® Hasta este momento,
el nimero més bajo de espermatozoides descrito en
el perro para una inseminacién era de, al menos, 50
millones.? Para lograr estos resultados los espermato-
zoides sexados tras la descongelacién fueron deposita-
dos a nivel intraoviductal mediante laparotomia en 60
hembras de diferentes razas (Pastor Aleman, Pastor de
Malinois y Perro Lobo de Kunming). Todas las hem-
bras fueron sometidas a un control riguroso del ciclo
estral mediante citologfa y determinaciones de proges-
teronas séricas seriadas, estableciéndose tres grupos:
grupo control (20 hembras inseminadas con 100 millo-
nes de espermatozoides criopreservados no sexados),
grupo X (20 hembras inseminadas con 4 millones de
espermatozoides X criopreservados) y grupo Y (20
hembras inseminadas con 4 millones de espermato-
zoides Y criopreservados). El porcentaje de hembras
gestantes fue del 30 % en el grupo Xy de 25 % en el
grupo Y, frente al 65 % en el grupo control. La eficacia
del proceso, es decir, la obtencién de cachorros del sexo
deseado fue del 85 %. Estos resultados hacen que dicha
tecnologia se convierta en potencialmente aplicable en
un futuro en los programas de cria canina.

Conclusion
A pesar de que la separacién del sexo mediante cito-
metrfa de flujo en la especie canina es factible a nivel
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experimental, atin se necesitan estudios futuros que
permitan incrementar la eficacia global del proceso, asf
como el desarrollo de protocolos de conservacién de

2020, Vol. 40 n°2

dichos espermatozoides separados para que pueda ser

utilizada a nivel practico.

Fuente de financiacién: este trabajo no se realizé con fondos comerciales, ptblicos o del sector privado.
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Summary
Sex pre-selection of offspring based on the separation of X and Y sperm cells by flow cytometry is an emerging
biotechnology in the canine species. The development and optimization of this biotechnology efficiency,
combined with other biotechnologies already used in this species, such as seminal cryopreservation and artificial
insemination, would contribute to the improvement of breeding programs. We review various aspects on which
this biotechnology is based, as well as the current situation and limitations in the canine species.
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