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INTRODUCCION

La posibilidad de controlar el sexo de la descendencia constituye uno de los
objetivos de mayor interés en produccion animal. Algunas de las aplicaciones mas
inmediatas son, por ejemplo, minimizar la incidencia de ciertas enfermedades
genéticas ligadas al sexo o disponer de mayor porcentaje de uno u otro sexo segun
el tipo de explotacién. Aunque la relacion de sexos al nacimiento depende de
muchos factores, como estado nutricional, edad, época del parto (Clutton-Brock et
al, 1986; Hardy ICW, 1997; Krackow S, 1995), o el momento de inseminacion
artificial de la ovulacién (Rorie RW, 1999; Gutierrez-Adan A et al., 1999; Guerrero R,
1974; Harlap S, 1979), parece evidente que el control del sexo de la descendencia
puede llevarse a cabo, en una primera instancia, controlando el porcentaje de
cromosomas X e Y de un eyaculado. Una de las estrategias mas utilizadas, como la
gue se basa en la citometria de flujo, consiste en manipular la composicion de los
eyaculados en relacion con la concentracion de cromosomas X o Y. Estas técnicas
aunque todavia muy costosas y lentas parece que tienen un claro futuro. Otras
estrategias, dentro de las que se incluiria la que presentamos en este trabajo, se han
basado en la aparente gran variabilidad en concentracién de cromosomas sexuales
gue puede observarse entre eyaculados dependiendo de una serie de factores no
muy bien identificados. Algunos trabajos previos presentaban una relacion de
cromosomas sexuales con intervalos relativamente proximos a lo que seria una
relacion de 1:1. Asi, por ejemplo, Nalbandov (1964) encontraron rangos de variacion
(porcentaje de machos al nacimiento) entre el 48,6 y el 51,8 vy, en la especie
humana, Lobel et al. (1993) encontraron un rango de variacion entre el 41,9 y el
56,7. Si embargo, Chandler et al. (1998) presentaron unos resultados con una
variabilidad en el porcentaje de cromosomas Y mucho mayor, de tal manera que en
el 20 % de los eyaculados de un toro el porcentaje de cromosomas Y estaba fuera
del rango 24 %- 84 %. En nuestro trabajo se pone a punto una técnica que permite
estimar el porcentaje de ambos cromosomas sexuales de que es portador un
eyaculado y se aplica a diferentes sementales con el fin de conocer si existe una
variabilidad suficiente en la composicion de cromosomas sexuales como para
garantizar la rentabilidad de estos analisis. Hay que tener en cuenta que el coste de
deteccion de un eyaculado de interés ganadero se repercutiria entre un elevado
namero de pajuelas que pueden ser obtenidos de cada eyaculado (400-600) lo que
podria hacer rentable la distribucion de pajuelas en las que la probabilidad de
obtener uno u otro sexo fuera muy elevada.

MATERIAL Y METODOS
Material bioloégico
Semen: Se recogieron un total de 204 muestras pertenecientes a 42 machos
diferentes (22 toros Holstein y 20 Asturiana del Valle). De 12 de ellos se recogieron
10 eyaculados por toro que eran el resultado de la mezcla de dos saltos
consecutivos, mientras que el resto de muestras provenian de un solo salto con el fin
de minimizar la pérdida de extremos. En el caso de 24 toros se analizaron dos saltos
por toro recogidos en dias consecutivos y en 9 toros se analizaron cuatro saltos
recogidos cada par con una diferencia de entre 7 y 9 dias.
Las muestras se diluyeron en una solucion tamponada para su conservacion hasta
el momento de la extraccion.



Cuantificacion del ADN de semen y sangre: Extraido el ADN mediante un
procedimiento estandar, estimamos su concentracidbn en las muestras mediante
fluorimetria (TD 360 Mini Fluorometer, Turner Designs) hasta lograr una
concentracion final de ADN de 2 ng/mi.

PCR: Como marcador utilizamos el gen de la amelogenina que se encuentra
presente en ambos cromosomas, X e Y, aunque el segundo tiene una delecion de
63 pb. Amplificamos en una Unica reaccion el fragmento de ambos cromosomas, con
una sola pareja de primers, uno de los cuales se marc6 con el fluorocromo HEX. A
continuacion el producto de la PCR se sometid a electroforesis capilar en un
secuenciador automatico ABI 310 dando lugar a un pico de 217 pb perteneciente a Y
y 280 pb a X cuyas areas son reflejo del numero de copias del fragmento
amplificado. Elaboramos 'pooles' con ADN procedente de machos y hembras, en los
gue la composicion de cromosomas sexuales era conocida y tuvimos en cuenta dos
artefactos que pueden intervenir en el desarrollo de la PCR, como son la fase
plateau y la amplificacion diferencial.

En la tabla 1 aparece el analisis de regresion que nos permiti6 obtener los
parametros de la recta y predecir el porcentaje de cromosomas sexuales en un 'pool'
utilizando la salida proporcionada por el secuenciador como variable independiente.

Tabla 1: Analisis de regresion de los resultados obtenidos en “pooles” de ADN
de machos y hembras.

Sumas de Cuadrados
F. de V. G.l. Cuadrados Medios Valor de F Prob>F
Modelo 1 7065.04603 7065.04603 306.435 0.0001
Error 51 1175.83473 23.05558
C Total 52 8240.88075 R-cuadrado 0.8573
Estimacion Error
Variable g-I. parametro Estandar Prob > |T]|
Ordenada en
el origen 1 23.277094 2.69874116 0.0001
Coef. regresion 1 0.803573 0.04590454 0.0001

Andlisis estadistico: Se llevo a cabo un primer analisis de medidas repetidas con el
fin de contrastar la hipotesis de diferencias entre los dos saltos que realiza un
semental el dia que se le extrae semen. Un segundo analisis se llevé a cabo para
analizar los efectos de semental y repeticién (efecto que incluyé la variabilidad entre
analisis que pueda ser consecuencia tanto del efecto de extraccion de ADN, como el
efecto de la PCR), como efectos principales, y el eyaculado como efecto
jerarquizado al semental.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las condiciones o6ptimas de amplificacion, en las que se minimiza el efecto
distorsionador de la fase plateau y la amplificaciéon diferencial, se obtuvieron
trabajando con PCRs de 25 ciclos, 25 nl de volumen final y 6 ng de ADN de partida.
Existe un incremento lineal (y = 23,8 + 0,8036X; R=0,93) del area del pico
correspondiente al cromosoma X a medida que incrementamos la representacion de
este cromosoma dentro del "pool".

El porcentaje medio de cromosomas X por eyaculado fue de 51,5+2,99. Este
resultado muestra la baja frecuencia de eyaculados en los que el porcentaje de
cromosomas X o0 Y se situaria en los extremos de la distribucion, por ejemplo la
posibilidad de encontrar un eyaculado en el que el porcentaje de cromosomas X sea
superior al 80% o inferior al 20% es casi cero porque representa una posicion
alejada en mas de 9 desviaciones tipicas de la media.

El andlisis de medidas repetidas que se utilizé para contrastar las diferencias entre
los dos saltos que realiza un toro cada dia indic6, que no hay diferencias



significativas entre saltos y, la ausencia de interaccion entre los efectos del toro y de
la repeticion, con el salto.

Tampoco se encontraron diferencias entre los eyaculados de un semental. Los
factores que mostraron una significativa influencia sobre el contenido en
cromosomas X fueron el toro y la repeticién, sin que exista interaccién entre ambos
factores (Tabla 2). El factor repeticion constituye la mayor fuente de variacion,
explicando aproximadamente un 25% de la variabilidad en el porcentaje de X,
mientras que el efecto toro es responsable del 12 % de la variabilidad total.

Tabla 2.- Resultados del analisis de varianza

Fuentes de Variacion g-1. Sumas Cuadrados Cuadrado Medio Valor F Pr > F

TORO 34 611.42 17.98 2.18 0.0027
Repeticion 4 219.21 54.80 6.63 0.0001
TORO*Repeticion 22 186.35 8.47 1.03 0.4464
EYACulado(TORO) 56 304.03 5.42 0.66 0.9496
Error 75 619.74 8.26

R-Cuadrado C.V. Porcentaje de X

0.681 5.58 51.52

Esperanzas de los cuadrados medios
REPETICION var(Error) + 3.8394 Var(TORO*REPETICION) + 17.688 Var(REPETICION)
TORO Var(Error) + 2.8047 Var(TORO*REPETICION) + 4.5674 Var(TORO)
TORO*REPETICION  Var(Error) + 2.5714 Var(TORO*REPETICION)

De acuerdo con estos resultados, la utilizaciébn de esta herramienta sélo estaria
justificada en aquellos casos en los que existieran factores externos identificados y
manipulables que permitieran obtener eyaculados con porcentajes de X o Y
extremos. Nuestros resultados estarian en contradiccién con los encontrados por
Chandler et al. (1998) quienes, desde nuestro punto de vista, utilizaron métodos de
trabajo con importantes fuentes de error, como la cuantificacion del ADN mediante
espectrofotometria, Breen et al. (1999) en su trabajo con "pooles" de ADN vy
microsatélites estimaron un coeficiente de variacion atribuible al espectofotometro
del 28,3% mientras que con fluorimetro fue del 1,23 %, y la ausencia de contrastes
internos en la PCR al utilizar un marcador presente solo en el cromosoma Y.
Aunque tenemos que finalizar todavia el analisis de un centenar de eyaculados
provenientes de 10 toros, no creemos que los resultados modifiquen
significativamente las conclusiones expuestas.
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