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RESUMEN

La preselección del sexo de la descendencia mediante la separación espermática por citometría de fl ujo 
implica la tinción de los espermatozoides con el fl uorocromo Hoechst 33342 y el impacto sobre éstos de un 
láser ultravioleta, dos agentes potencialmente mutagénicos. En este trabajo se realizó un estudio de la efi cien-
cia reproductiva obtenida tras la inseminación de cerdas nacidas a partir de espermatozoides separados y no 
separados (control) con espermatozoides teñidos con Hoechst 33342 y separados por citometría de fl ujo. Así 
mismo, se realizo un estudio fenotípico y citogenetico de la descendencia obtenida tras estas inseminaciones. 
En primer lugar, se evaluó el efecto del procedimiento de separación sobre los parámetros reproductivos. Los 
análisis citogenéticos se realizaron en metafases linfocitarias procedentes de lechones nacidos tras la insemi-
nación de las cerdas de primera generación con espermatozoides separados y no separados (control). Para ello 
y tras el cultivo in vitro de sangre procedente de estos animales, se recolectaron los linfocitos por centrifugaron, 
se lavaron con una solución hipotónica, se fi jaron y se prepararon las extensiones en portaobjetos. El número 
de intercambios de cromátidas hermanas (ICHs) y de aberraciones cromosómicas (ACs, incluyendo roturas 
cromosómicas y cromatídicas) por célula fueron evaluadas en 50 metafases, pertenecientes al segundo ciclo 
de replicación celular in vitro, de cada uno de los individuos analizados. Los datos se analizaron mediante 
ANOVA. Las tasas de partos fueron de un 40% y un 81’2% (p<0.05) en cerdas de primera generación naci-
das de espermatozoides separados e inseminadas, a su vez, con espermatozoides separados y no separados 
respectivamente. Para las cerdas control de esta primera generación, los porcentajes fueron de un 36% y un 
82’1% (p<0.05) para espermatozoides separados y no separados respectivamente. No se observaron diferencias 
entre los grupos para el tamaño de camada. Independientemente del tipo de cerda inseminado, no se observó 
un aumento signifi cativo (p>0.05) de la frecuencia de ICHs o ACs por célula, en linfocitos pertenecientes a 
los lechones obtenidos tanto con espermatozoides separados como no separados (segunda generación). Los 
resultados indican que el proceso de separación por citometría de fl ujo no posee un efecto mutagénico sobre los 
espermatozoides de verraco expresado como un aumento en la incidencia de anormalidades en la descendencia 
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1. INTRODUCCIÓN

La preselección del sexo de la progenie me-
diante separación espermática por citometría 
de fl ujo es, sin duda, uno de los avances más 
importantes dentro del campo de la biotecnolo-
gía de la reproducción. Una aceleración en los 
programas de mejora genética, un incremento 
en la efi ciencia biológica y económica de la 
producción y una mayor fl exibilidad en los sis-
temas de manejo son algunas de las ventajas 
que esta técnica podría aportar a las explota-
ciones ganaderas (Johnson y cols, 2005). En el 
caso concreto del porcino, la utilización de esta 
tecnología para la predeterminación del sexo 
de la descendencia supondría un gran impulso 
para los programas de mejora genética en esta 
especie. La producción de machos y hembras 
de líneas selectas aumentaría su efi ciencia y 
rentabilidad mediante la selección del sexo de 

la descendencia. La aplicación de esta técnica 
en los núcleos de multiplicación porcina sería 
también ventajosa ya que permitiría producir 
machos o hembras de acuerdo a las necesidades 
de producción. De igual manera, la posibilidad 
de obtener sólo hembras como producto fi nal 
es algo muy apreciado por el productor inclu-
yendo la posibilidad de eliminar la castración 
como práctica de manejo en estos núcleos pro-
ductivos. 

El nacimiento de animales del sexo deseado 
en diferentes especies tras la utilización de es-
permatozoides X o Y separados por citometría 
de fl ujo en combinación con diferentes técni-
cas de reproducción asistida ha sido descrita 
por numerosos autores (revisado por Johnson, 
2000). Los individuos obtenidos en estos naci-
mientos se cuentan por miles (incluyendo los 
pertenecientes a la especie humana) sin obser-
varse un incremento de las malformaciones o 

obtenida en la segunda generación, así como con un incremento en la frecuencia de ICHs y ACs por célula en 
linfocitos de estos individuos.

Palabras clave: porcino, separación espermatica, citometria de fl ujo, mutagenicidad.

ABSTRACT

Sex selection by fl ow cytometry/cell sorting involves the staining of spermatozoa with Hoechst 33342 in 
combination with the impact of a u.v. laser beam, two potentially mutagenic agents. A livestock breeding ef-
fi ciency, phenotypic and cytogenetic study after insemination with spermatozoa stained with Hoechst 33342 
and sorted spermatozoa of sows born from fl ow-sorted spermatozoa and sows born from untreated spermato-
zoa was performed. Firstly the effect of these agents on the reproductive performance on the fi rst generation 
was evaluated. Cytogenetic study was performed from peripheral blood lymphocytes from piglets born after 
insemination with fl ow sorted or unsorted (control) spermatozoa of sows of the fi rst generation. Cells were col-
lected by centrifugation, subjected to hypotonic solution and fi xed and dropped onto slides. Sister Chromatid 
Exchanges (SCEs) and chromosome aberrations ( CA:including chromosome and chromatid breaks) per cell 
were scored in 50 second division metaphase from each donor. Data were analyzed by ANOVA. Reproductive 
parameters and litters performance of all inseminations performed were also recorded in all groups. Farrowing 
rates were 40% and 81.2% (p<0.05) in sex-selected sows for sorted and non-sorted spermatozoa and 36% and 
82.1% (p<0.05) in control sows for sorted and non-sorted spermatozoa. No differences were observed in the lit-
ter sizes. Regardless the type of sow inseminated, no signifi cant increase (p>0.05) of SCE and CA frequencies 
were observed in piglets born from fl ow sorted spermatozoa, or from untreated sperm (second generation). The 
results indicate that no mutagenic effect on spermatozoa expressed as increase in the incidence of abnormalities 
in the resulting offspring and also as increase in SCEs and CA frequencies on lymphocytes from these individu-
als, was induced by the fl ow sorting procedure in the second generation of piglets born. 

Keywords: swine, sperm sorting, fl ow cytometry, mutagenic effect.
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anormalidades fenotípicas (Seidel y Garner, 
2002), determinando la aceptación de esta téc-
nica como segura desde el momento en que no 
existen evidencias que demuestren lo contrario. 
El único efecto negativo asociado con la uti-
lización de los espermatozoides separados es 
una reducción del tamaño de camada (Johnson 
y cols., 1989; Johnson, 1991; Vázquez y cols., 
2003) que podría estar asociado o bien a una 
disminución de la capacidad fecundante de es-
tos espermatozoides (Parrilla y cols., 2005), o 
bien a una posible pérdida embrionaria durante 
la gestación, cuya causa podría estar relacio-
nada, entre otras, con un daño en el ADN del 
espermatozoide. En este sentido, diferentes au-
tores han planteado dudas acerca de la seguri-
dad genética de un proceso que contempla la 
tinción con Hoechst 33342 junto con el impacto 
de un láser ultravioleta (Ashwood-Smith, 1994; 
Munné, 1994).

Teniendo en cuenta que ambos agentes, el 
Hoechst 33342 y el láser ultravioleta, actúan 
directamente sobre el espermatozoide, la eva-
luación de los parámetros reproductivos deriva-
dos de las inseminaciones realizadas con estos 
espermatozoides puede resultar un excelente in-
dicador del posible efecto tóxico del proceso de 
separación espermática por citometría de fl ujo 
sobre los espermatozoides de verraco. Diferen-
tes estudios destinados a comprobar la toxicidad 
de determinadas sustancias incluyen el análisis 
de estos parámetros (Valentine y Himmelstein, 
2001; Bustos-Obregon y Goicochea, 2002) 
dándonos una idea de la utilidad de los mis-
mos como bioindicadores del efecto tóxico de 
las mismas. Además, y según la Organización 
Mundial de la Salud (WHO, 1993) la aparición 
de consecuencias adversas a nivel reproductivo 
pueden ser el refl ejo de los efectos tóxicos de 
un agente sobre el macho o la hembra, o bien 
estar asociadas con alteraciones del desarrollo 
durante el periodo embrionario o fetal.

Como complemento a estos estudios de 
toxicidad, los estudios citogenéticos son nece-
sarios como indicadores de un posible daño en 

el ADN. Ensayos de este tipo como el inter-
cambio de cromátidas hermanas (ICHs) y las 
aberraciones cromosómicas (ACs) estructura-
les, incluyendo las roturas cromatídicas y/o cro-
mosómicas, han sido utilizados durante muchos 
años para evaluar el posible efecto mutagénico 
y carcinogénico de determinadas sustancias ge-
notóxicas cuando células, animales e incluso 
seres humanos han sido expuestos a las mis-
mas (Perry y Evans, 1975; Latt y cols., 1981; 
Albertini y cols., 2000). Los ICHs han sido 
descritos como un método ideal para la eva-
luación del potencial genotóxico de sustancias 
inductoras de daño en el ADN, o que interfi e-
ren en el metabolismo o en los mecanismos de 
reparación de este ADN. Por otro lado, las ACs 
están mas relacionadas con aquellas sustancias 
que directamente rompen la estructura o alteran 
gravemente la doble hélice del ADN (Carrano y 
Natarajan, 1988).

Un estudio realizado recientemente por Pa-
rrilla y cols. (2004) acerca del posible efecto 
mutagénico de estos agentes, el Hoechst 33342 
y el láser ultravioleta, sobre los espermatozoi-
des de verraco y sus posibles efectos sobre la 
descendencia, demuestra la ausencia de efectos 
genotóxicos in vivo de la técnica de separa-
ción espermática mediante citometría de fl ujo 
en base, no sólo a evidencias fenotípicas, sino 
también a análisis citogenéticos. Sin embargo y 
teniendo en cuenta que una de las principales 
aplicaciones de esta tecnología de preselección 
del sexo en el ganado porcino seria la obtención 
de animales de líneas hibridas selectas destina-
dos principalmente a ser utilizados como repro-
ductores en las distintas explotaciones, resulta 
básico, desde nuestro punto de vista, conocer si 
existe un efecto acumulativo del proceso de se-
paración por citometría de fl ujo, sobre el ADN 
que pudiera expresarse en una reducción del po-
tencial reproductivo de los animales obtenidos, 
así como en un incremento en la presencia de 
anormalidades en la descendencia nacida partir 
de animales cuyo sexo ha sido preseleccionado 
anteriormente mediante esta técnica y que han 
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sido inseminadas, a su vez, con espermatozoi-
des sometidos al proceso de separación por ci-
tometría de fl ujo.

El objetivo del presente trabajo es confi r-
mar la seguridad genética de esta técnica de 
preselección del sexo por citometría de fl ujo y 
descartar un efecto acumulativo de la misma en 
generaciones sucesivas, mediante la evaluación 
de la capacidad reproductiva de hembras obte-
nidas a partir de inseminaciones con esperma-
tozoides separados por citometría de fl ujo (pri-
mera generación) así como mediante el análisis 
fenotípico y citogenetico de animales nacidos 
tras la inseminación de estas hembras (segunda 
generación).

2. MATERIAL Y MÉTODOS

Todos los reactivos utilizados en este es-
tudio fueron suministrados por Sigma-Aldrich 
Co. (Alconbendas, Madrid), a menos que se es-
pecifi quen otros proveedores.

2.1. Animales

Todas las experiencias realizadas con ani-
males recibieron la aprobación del Comité Eti-
co para la Experimentación con Animales de la 
Universidad de Murcia.

Los animales utilizados provenían de una 
granja comercial localizada en la provincia de 
Murcia. Los machos y hembras utilizados en 
la inseminación artifi cial (IA) fueron animales 
maduros de razas hibridas. Las cerdas proce-
dian de camadas obtenidas tras la IA con esper-
matozoides de verraco sometidos al proceso de 
separación espermática por citometría de fl ujo, 
así como de camadas obtenidas a partir de las 
IA realizadas con espermatozoides no procesa-
dos pertenecientes a los mismos verracos. En 
ambos casos fueron seleccionadas el día de su 
salida a celo y alojadas en jaulas individuales 
en naves equipadas con ventilación mecánica. 
En todos los casos los animales fueron alimen-
tados, con pienso compuesto, de acuerdo a sus 

condiciones reproductivas, la disponibilidad de 
agua fue ad libitum.

Los eyaculados utilizados en las insemina-
ciones procedian de machos maduros sexual-
mente y de fertilidad comprobada, alojados en 
parques individuales con ambiente controlado 
(23±2ºC).

Los lechones obtenidos tras las insemina-
ciones fueron alojados en grupos en lecho-
neras con ventilación mecánica, alimentados 
dos veces al día y con disposición de agua ad 
libitum.

2.2. Recolección del semen y preparación

Se recogió únicamente la fracción rica de los 
eyaculados pertenecientes a cinco verracos, me-
diante la utilización del método manual. Estas 
fracciones ricas fueron mezcladas y diluidas en 
el diluyente Beltsville Thawing Solution (BTS, 
Johnson y cols., 1988) hasta una concentración 
fi nal de 30 x 106 espermatozoides/ml. Inmedia-
tamente después de la dilución se procedió a la 
evaluación de la calidad de los eyaculados, uti-
lizándose para la realización de esta experiencia 
solo aquellos que presentaban unos valores mí-
nimos de: viabilidad > 80%; acrosomas Anor-
males < 10%; morfoanomalías espermáticas 
< 15% (Vazquez y cols., 1997). 

Una parte de los espermatozoides diluidos 
fue conservada (22ºC) hasta el momento de su 
utilización en las inseminaciones. El resto fue-
ron sometidos al paso por el citómetro de fl ujo, 
experimentando así todos los pasos necesarios 
para la realización de la técnica conocida como 
“Beltsville Sperm Sorting Technology” y desa-
rrollada por Johnson y cols. en 1989, para posi-
bilitar la separación de los espermatozoides X 
e Y. Los espermatozoides diluidos fueron teñi-
dos con el fl uorocromo Hoechst 33342 (0.3 µM 
/1x106 espermatozoides) e incubados en oscu-
ridad durante 1h a 35ºC. Tras la incubación las 
muestras teñidas fueron fi ltradas a través de una 
malla de nylon con un tamaño de poro de 30 
µm, para evitar la presencia de espermatozoides 
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aglutinados u otras partículas de mayor tamaño 
durante el análisis. Los espermatozoides fue-
ron separados utilizando un citómetro modelo 
EPICS Altra modifi cado para la separación es-
permática a alta velocidad (Beckman Coulter 
Corporation, Miami, FL, USA), trabajando a 
una presión de 3.655 Kg/cm2 y equipado con 
un láser de argón emitiendo en el espectro ul-
travioleta (351-364 nm) y con una potencia de 
175 mW (Coherent Lasers, Inc., Santa Clara, 
CA, USA). Los espermatozoides sometidos al 
paso por el citómetro fueron recogidos en tubos 
de plástico de 50 ml, conteniendo 5 ml del me-
dio de recogida “TEST-yolk” (218 mmol TES, 
56.1 mmol TRIS, 33.2 mmol glucosa y % v/v 
de yema de huevo fresca) descrito por Johnson 
y cols. (1989), suplementado con un 10% de 
plasma seminal de verraco. Los espermatozoi-
des recogidos fueron conservados a 22ºC hasta 
el momento de su utilización. Previamente a la 
realización de las inseminaciones, se procedió a 
la concentración de los mismos mediante cen-
trifugación a 500g durante 4 min. La concen-
tración fi nal fue ajustada a 150 millones de es-
permatozoides en 7.5 ml. Solo las muestras que 
presentaron mas de un 65% de espermatozoides 
motiles y un mínimo de un 70 % de acrosomas 
intactos, tras la separación, fueron utilizados en 
las inseminaciones.

2.3. Inseminación Artifi cial

Las inseminaciones fueron llevadas a cabo 
utilizando el procedimiento de inseminación 
intrauterina profunda (DUI) desarrollado por 
Martínez y cols. (2002), permitiendo la deposi-
ción de los espermatozoides en el tercio distal 
del cuerno uterino.

Teniendo en cuenta que los espermatozoides 
separados pueden presentar una reducción en 
su capacidad fecundante debido al efecto del 
proceso de separación sobre sus membranas 
(Maxwell y cols., 1998; Maxwell y Johnson, 
1999), se controló el momento de la ovulación 
en las cerdas que iban a ser inseminadas median-

te DUI. Para ello, se sometieron las hembras a 
un tratamiento de sincronización y control de la 
ovulación, mediante la administración de 1250 
UI de eCG (gonadotropina corionica equina. 
Folligon, Intervet International B.V., Boxmeer, 
The Netherlands) 24 horas tras el destete, se-
guida 72 horas después por la administración 
de 750 UI de hCG (gonadotropina corionica 
humana. Chorulon, Intervet International B.V., 
Boxmeer, The Netherlands).

La DUI se realizó 38 horas después de la 
administración de la hCG en las jaulas de ges-
tación sin necesidad de sedación de las cerdas. 
Una vez limpia el área perineal de la hembra 
se insertó en el cérvix un catéter comercial 
de IA (Minitüb Tiefenbach, Alemania) a través 
del cual se introdujo el catéter fl exible para la 
inseminación profunda (1’80 m de longitud; 
diámetro externo de 4 mm, canal de trabajo de 
1’80 mm). El catéter de IA sirvió para facilitar 
la manipulación del catéter fl exible que fue 
introducido a través del cérvix a lo largo del 
cuello uterino hasta alcanzar el tercio anterior 
de un cuerno uterino. El canal de trabajo del 
catéter fl exible se lavo con BTS a 22ºC antes 
de la inseminación. Las dosis de inseminación 
se depositaron en uno de los cuernos uterinos 
utilizando una jeringuilla desechable de 10 ml 
unida al canal de trabajo del catéter fl exible. 
Tras la deposición de los espermatozoides se 
introdujeron 2 ml adicionales de BTS en el 
canal de trabajo del catéter fl exible, con el fi n 
de forzar la salida de los espermatozoides que 
podrían haber quedado en el interior del mis-
mo.

2.4. Evaluación de los parámetros reproduc-
tivos

Los diagnósticos de gestación se realizaron a 
los 24-28 días tras la DUI, repitiéndose 15 días 
más tarde, mediante ecografía transabdominal. 
A todos los animales gestantes se les permitió 
terminar la gestación, registrándose tanto la tasa 
de partos como el tamaño de camada.
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2.5. Evaluación de la normalidad de la des-
cendencia

2.5.1. Evaluación Fenotípica

Para el estudio de este parámetro se valoró, 
en cada una de las camadas obtenidas, el núme-
ro de lechones nacidos 1) vivos, 2) muertos, 3) 
momifi cados, 4) débiles y 5) morfológicamente 
anormales. Todos los lechones nacidos vivos 
fueron pesados dentro de las 2 h posteriores al 
nacimiento, así como en el momento del destete 
(21 días tras el nacimiento) y posteriormente a 
los 42 y 92 días. 

2.5.2. Evaluación Citogenética

El intercambio de cromátidas hermanas 
(ICHs) y las aberraciones cromosómicas estruc-
turales (ACs) han sido usadas como biomarca-
dores para la evaluación de un posible daño en 
el ADN de los animales nacidos, para lo cual 
fue necesario la realización de cultivos in vitro
de sangre procedente de estos lechones.

La sangre se obtuvo de lechones de entre 3 
y 4 meses de edad (con un peso aproximado de 
40-50 Kg) de forma aséptica. Los cultivos in 
vitro se realizaron según el protocolo descrito 
previamente por Parrilla y cols. (2004) para lin-
focitos de porcino. Así, 0’5 ml de sangre entera 
con aproximadamente 6 x 106 de linfocitos fue-
ron añadidas a las placas de cultivo in vitro las 
cuales contenían, 8 ml de medio RPMI 1640 sin 
L-glutamina (Gibco Life Technologies, Barcelo-
na), incluyendo 1 ml de suero fetal bovino, 0’1 
ml de L-glutamina (Gibco), 50 µl de solución 
de antibióticos y antimicóticos (antibiotic/anti-
micotic solution®,A5955), y 0’1 ml Pokeweed 
mitogeno (Lectina procedente de Phytolacca 
Americana) con el fi n de estimular la actividad 
mitótica de las células cultivadas. Los cultivos 
se incubaron durante 68 h a 38’5ºC. A las 24 h 
del inicio de la incubación se añadió 0’1 µg/ml 
de bromodeoxiuridina (BrdU) a cada una de las 
placas de cultivo. Esta concentración de BrdU 

fue la dosis optima encontrada en un estudio 
preliminar destinado a determinar una concen-
tración de esta sustancia sufi ciente para permitir 
la diferenciación de los ICHs, pero teniendo un 
efecto mínimo sobre la frecuencias básales de 
estos intercambios (Parrilla y cols., 2004). Se 
realizo un cultivo control sin BrdU para deter-
minar los niveles basales de ACs. 

Los cultivos se mantuvieron en la oscuridad 
durante un tiempo adicional de 20 a 22 h a 
38,5ºC hasta completar las 68 h totales. Quin-
ce minutos antes del sacrifi cio de los cultivos 
se añadió, a cada uno de ellos 0,1 µg/ml de 
colcemida (Colcemid.Gibco) un inhibidor de la 
mitosis. Para el sacrifi cio de los cultivos se cen-
trifugaron las células a 370 g durante 10 minu-
tos. Seguidamente se elimino el sobrenadante y 
se sometió el sedimento a un choque hipotónico 
con una solución de 75 mM de KCl durante 20 
minutos. Se realizó una nueva centrifugación en 
las mismas condiciones descritas anteriormen-
te, eliminándose el sobrenadante y fi jando el 
sedimento resultante con la solución de Carnoy 
(metanol y acido acético en una proporción 3:1 
(v/v)). Tras la fi jación, las células se distribu-
yeron homogéneamente sobre la superfi cie de 
los portaobjetos, los cuales se dejaron secar 
al aire protegidos de la luz. Una vez secos, se 
procedió a la tinción de las preparaciones con 
naranja de acridina (0,1% en tampón fosfato, 
pH=7) durante 10 minutos. Una vez transcurri-
do este tiempo se lavaron los portaobjetos con 
abundante agua. Por último, se añadió una gota 
de tampón Sörensen a cada portaobjetos, se les 
coloco un cubreobjetos y se sellaron los bordes. 
Las preparaciones se guardaron en la oscuri-
dad hasta el momento de su visualización. Las 
muestras se evaluaron con un microscopio de 
fl uorescencia (Leica DMRB Fluo; Heerbrugg, 
Switzerland). Los datos referentes a los ICHs y 
a las ACs se obtuvieron a partir de 50 metafases 
elegidas al azar pertenecientes al segundo ciclo 
de replicación celular, las cuales presentaban 
los 38 cromosomas característicos del carioti-
po del ganado porcino claramente visibles. Se 
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contabilizó un ICHs cada vez que dentro de una 
misma cromátida se visualizó un cambio en la 
coloración de la misma (Figura 1). De igual ma-
nera, las ACs se registraron cuando se observó 
una discontinuidad, mayor de la anchura de una 
cromátida, en una o ambas cromátidas dentro 
de un mismo cromosoma. 

2.6. Diseño Experimental

El diseño experimental se baso en un mo-
delo factorial 2x2, utilizándose para la reali-
zación del mismo cerdas obtenidas a partir de 
espermatozoides separados y no separados las 
cuales fueron, a su vez, inseminadas con esper-
matozoides sometidos al proceso de separación 
por citometría de fl ujo, así como con esperma-
tozoides diluidos.

Se evaluaron los parámetros reproductivos de 
las DUI realizadas con espermatozoides separa-
dos (s) y diluidos (c;control), en cerdas de pri-
mera generación obtenidas tras la utilización de 
espermatozoides sometidos al proceso de separa-
ción (cerdas S), y en cerdas también de primera 
generación nacidas a partir de espermatozoides 
no procesados (cerdas C), determinando cuatro 
grupos de inseminación: Ss, Sc, Cs y Cc. Se rea-
lizo también un análisis fenotípico y genotípico 
de la descendencia obtenida tras estas insemi-
naciones (segunda generación). Se utilizaron un 
total de 62 cerdas pertenecientes al grupo S (30 
Ss y 32 Sc) y de 53 pertenecientes al grupo C 
(28 Cs y 25 Cc). La evaluación de los parámetros 
reproductivos, así como los relativos a la norma-
lidad fenotípica de la descendencia, se obtuvie-
ron a partir de todas las cerdas inseminadas y de 
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Figura 1: Placa metafásica obtenida tras el cultivo, en presencia de

bromodeoxiuridina, de linfocitos de lechones nacidos tras las

inseminaciones realizadas con espermatozoides separados. Las flechas

indican el lugar de intercambio entre cromátidas hermanas de un

mismo cromosoma.  

Figura 1: Placa metafásica obtenida tras el cultivo, en presencia de bromodeoxiuridina, de linfocitos 
de lechones nacidos tras las inseminaciones realizadas con espermatozoides separados. Las fl echas 
indican el lugar de intercambio entre cromátidas hermanas de un mismo cromosoma. 
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Tabla 1. Tasas de gestación, tasas de partos y tamaños de camadas obtenidos en  las cerdas de 
los diferentes grupos experimentales inseminadas con 150 x 106  espermatozoides separados o 
diluidos (control). Los valores para el tamaño de camada se expresan como media ± S.E.M.

Grupo 
Experimental

Nº cerdas 
inseminadas

Tasa de Gestación 
(%)

Tasa de partos (%) Tamaño de Camada

Ss 30 43’3a 40 a 8’6 ± 1

Sc 32 81’2 b 81’2b 9’5 ± 1’4

Cs 25 44a 36a 8’8± 1’5

Cc 28 85.7b 82.1b 9’3 ± 1’6

Valores con diferentes superíndice dentro de una misma columna, indican diferencias signifi cativa (P<0,05).
Ss: Cerdas de la primera generación nacidas tras inseminación con espermatozoides separados e inseminadas con esper-
matozoides separados; Sc: Cerdas de la primera generación nacidas tras inseminación con espermatozoides separados e 
inseminadas con espermatozoides diluidos (control); Cs: Cerdas de la primera generación nacidas tras inseminación con 
espermatozoides diluidos e inseminadas con espermatozoides separados; Cc: Cerdas de la primera generación nacidas tras 
inseminación con espermatozoides diluidos e inseminadas con espermatozoides diluidos (control)

lización de las inseminaciones se muestran en 
la Tabla 1. Las tasas de gestación y de partos 
más bajas (P<0’05) correspondieron a las cer-
das inseminadas con espermatozoides separa-
dos. Sin embargo, no se observaron diferencias 
(P>0’05) en los tamaños de camada, en cada 
uno de los grupos de inseminación. Así mismo 
tampoco se observaron diferencias (P<0’05) 
entre grupos para las diferentes características 
fenotípicas evaluadas.

El peso medio de los lechones nacidos en 
cada uno de los grupos al nacimiento quedo es-
tablecido en 1’48±0’03 Kg, 1’35±0’03 Kg, 1’40 
±0’04 Kg y 1’32 ±0’04 Kg para los lechones 
nacidos en los grupos Ss, Sc, Cs y Cc, respecti-
vamente. El peso medio al destete (21 días tras 
nacimiento) no varió (P>0,05) entre grupos sien-
do de 5’45±0’5 Kg, 5’20±0’3 Kg, 5’15±0’3Kg, 
y 5’34±0’4Kg para los grupos Ss, Sc, Cs y Cc, 
respectivamente. Resultados similares se obtu-
vieron para los pesos a los 42 y 92 días del na-
cimiento, alcanzándose, a los 42 días, valores 
próximos a los 11Kg en todos los grupos, mien-
tras que a los 92 días el peso de los lechones, en 
todos los casos, fue cercano a los 50 Kg.

Los resultados correspondientes al análisis 
citogenetico de los animales evaluados se mues-

todos los lechones nacidos, respectivamente. Los 
análisis citogenéticos se realizaron sobre dieci-
séis animales, 2 machos y 2 hembras de cada uno 
de los grupos, elegidos al azar.

2.7. Análisis Estadístico

Los datos se expresan como porcentajes o 
medias ± S.E.M, considerando que existen di-
ferencias signifi cativas con valores de P<0,05. 
El porcentaje de cerdas gestantes y que llegaron 
a parto en cada uno de los grupos se comparó 
usando el test de Chi-cuadrado. Las diferencias 
respecto al tamaño de camada, al número de 
lechones vivos y muertos, de lechones débiles, 
de animales con anormalidades morfológicas, 
de momifi cados, así como al número de ICHs 
y ACs fueron analizadas con un análisis de la 
varianza (ANOVA) utilizando el paquete esta-
dístico SPSS 11.5/PC (SPSS Inc., Chicago, IL, 
USA). 

3. RESULTADOS

Los datos que se muestran a continuación 
corresponden a 5 semanas consecutivas. Los 
parámetros reproductivos obtenidos tras la rea-
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tran en la fi gura 2. El valor de promedio de ICHs 
por célula no varió (P>0’05) entre los lechones 
nacidos tras las inseminaciones realizadas en 
cada uno de los grupos de cerdas siendo de 
2’7±0’3, 2’89±0’2, 2’80±0’1 y 3,12±0,2 para 
los grupos Ss, Sc, Cs y Cc, respectivamente. 
Las aberraciones cromosómicas (ACs) observa-
das fueron principalmente de tipo cromatídico 
afectando, en la mayoría de los casos, única-
mente a una de las dos cromátidas de un mis-
mo cromosoma. El porcentaje de metafases con 
CAs fue muy bajo situándose en 0’04±0’01, 
0’03±0’01, 0’04±0’01, 0’05±0’01CAs/célula 
para los lechones obtenidos en los grupos Ss, 
Sc, Cs y Cc, respectivamente (P>0,05).

4. DISCUSIÓN

La tinción del ADN de los espermatozoides 
con el fl uorocromo Hoechst 33342 y el im-

pacto del láser ultravioleta sobre estas células 
son dos etapas fundamentales en la separación 
espermática mediante citometría de fl ujo. Te-
niendo en cuenta que estos agentes podrían al-
terar la integridad del ADN (Ashwood-Smith, 
1994), la demostración objetiva de la seguridad 
genética de la técnica y su inocuidad sobre la 
progenie resulta imprescindible ya que la nor-
malidad fenotípica de todos los animales ob-
tenidos a partir de espermatozoides separados 
por citometría de fl ujo (Seidel y Garner, 2002) 
ha sido el método habitual para demostrar la 
seguridad genética de este procedimiento de 
separación. 

En un estudio previo realizado en porcino 
(Parrilla y cols., 2004), hemos demostrado que 
ni el fl uorocromo Hoechst 33342 utilizado en 
la tinción de los espermatozoides, ni la combi-
nación de éste con el impacto del láser tienen 
un efecto perjudicial sobre el ADN espermático 

Figura 2: Medias ± S.E.M. de las frecuencias de ICHs y CAs por célula en linfocitos de lechones 
nacidos tras DUI en cada uno de los grupos de inseminación evaluados. Ss: Lechones nacidos 
de  cerdas de la primera generación obtenidas tras inseminación con espermatozoides separados 
e inseminadas con espermatozoides separados. Sc: Lechones nacidos de cerdas de la primera 
generación obtenidas tras inseminación con espermatozoides separados e inseminadas con esper-
matozoides diluidos (control); Cs: Lechones nacidos de cerdas de la primera generación obtenidas 
tras inseminación con espermatozoides diluidos e inseminadas con espermatozoides separados; Cc: 
Lechones nacidos de cerdas de la primera generación obtenidas tras inseminación con espermato-
zoides diluidos e inseminadas con espermatozoides diluidos (control).
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que pudiera traducirse en un aumento del núme-
ro de lechones con anomalías morfológicas en 
la descendencia de la primera generación. Sin 
embargo, y teniendo en cuenta que los animales 
obtenidos a partir de espermatozoides seleccio-
nados en función del cromosoma X o Y serán 
utilizados principalmente como reproductores, 
resulta básico conocer si su capacidad repro-
ductiva se ve afectada, así como determinar la 
normalidad fenotípica y genotípica de su des-
cendencia.

La utilización de espermatozoides separa-
dos en las inseminaciones provocó una dismi-
nución signifi cativa tanto de la tasa de gestación 
como de la tasa de partos y en aquellas cerdas 
inseminadas con espermatozoides sometidos al 
proceso de separación por citometría de fl ujo 
(Ss y Cs), a diferencia de las inseminadas con 
espermatozoides control, independientemente 
de si las cerdas habían nacido de espermato-
zoides separados o no. Estos resultados eran 
esperados y coincidentes con los que habíamos 
obtenido previamente (Vazquez et al., 2003). 
Este descenso en la tasa de gestación, observa-
do también en otras especies (Johnson y cols., 
1989; Johnson, 1991,1995; Cran y cols., 1993; 
Seidel y cols., 1999; Hollinshead y cols., 2002 
a y b; Seidel y Garner, 2002; Maxwell y cols., 
2003), podría ser atribuido a varios factores. En 
primer lugar, este descenso podría ser debido a 
la reducción de la capacidad fecundante de los 
espermatozoides que impida la fecundación de 
los ovocitos. Este hipótesis está fundamentada 
en resultados obtenidos previamente donde de-
mostrábamos cómo la capacidad fecundante de 
los espermatozoides separados disminuye, espe-
cialmente cuando los tiempos de conservación 
superan las dos horas (Parrilla y cols, 2005). 
Sin embargo, alteraciones embrionarias podrían 
ser también las responsables de una inhibición 
del desarrollo embrionario y un fracaso en la 
gestación. En este sentido, se ha demostrado 
en conejas, cerdas, vacas y yeguas (Johnson y 
cos., 1989; Johnson, 1991; Seidel y cols., 1997; 
Buchanan y cols., 2000) una reducción en la 

supervivencia de los embriones obtenidos con 
espermatozoides separados, la cual podría ser 
explicada sobre la base del trabajo publicado 
por Ahmadi y Ng (1999), en el que se asegura 
que aunque los espermatozoides que presentan 
lesiones en el ADN son capaces de fecundar los 
ovocitos con la misma efectividad que los no 
dañados, el desarrollo embrionario es signifi -
cativamente mas bajo cuando se utilizan esper-
matozoides con el ADN alterado. Sin embargo, 
investigaciones más recientes llevadas a cabo 
en cigotos de bovino y porcino demuestran que 
cuando se utilizan espermatozoides teñidos y 
separados empleando los nuevos citómetros de 
alta velocidad, el desarrollo embrionario y la 
capacidad de esos embriones para alcanzar el 
estadio de blastocisto no se ven afectados (Gu-
thrie y cols., 2002; Zhang y cols., 2003). Esta 
posibilidad de que la pérdida embrionaria se 
deba a un daño en el ADN de los espermatozoi-
des separados hace necesario profundizar en el 
conocimiento de la inocuidad del procedimien-
to de separación. El análisis citogenetico de la 
descendencia obtenida tras las inseminaciones 
con espermatozoides separados representa una 
herramienta de gran utilidad para la evaluación 
del posible efecto perjudicial del proceso de 
separación espermatica por citometría de fl ujo 
sobre la progenie. El intercambio de cromáti-
das hermanas (ICHs) y las aberraciones cro-
mosómicas (ACs) han sido y siguen siendo en 
la actualidad utilizados, de forma generalizada, 
como análisis citogenéticos indicadores de la 
exposición a agentes perjudiciales para el ADN, 
lo que determino su utilización en este estu-
dio. La evaluación de los ICHs es considerada 
como una prueba citogenética mas sensible que 
las ACs para la evaluación del potencial efecto 
toxico sobre el ADN de una gran variedad de 
agentes mutagénicos y carcinogénicos (WHO, 
1993). Sin embargo la realización de un sólo 
tipo de análisis citogenetico no se acepta de 
forma general como evidencia sufi ciente para 
clasifi car una determinada sustancia como mu-
tagénica (WHO, 1985). Por tanto y teniendo en 
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cuenta que ambas pruebas no son excluyentes 
entre sí, sino que resultan complementarias y 
pueden responder con diferente sensibilidad al 
agente sospechoso fueron incluidas en la reali-
zación de esta experiencia.

El número de ICHs y ACs por célula obte-
nido en metafases linfocitarias de los lechones 
nacidos tras las inseminaciones realizadas con 
espermatozoides separados, tanto en hembras 
obtenidas con espermatozoides separados (Ss) 
como en aquellas obtenidas a partir de esper-
matozoides diluidos (Cs), demostraron que no 
existían diferencias signifi cativas respecto a 
los encontrados en linfocitos pertenecientes a 
los animales obtenidos a partir de espermato-
zoides no teñidos. Estos resultados sugieren 
que la combinación del Hoechst 33342 con 
el impacto del láser durante el proceso de se-
paración resulta inocua para la descendencia, 
cuando este método de separación se aplica en 
dos generaciones sucesivas. Estos resultados 
podían resultar previsibles, en primer lugar, 
debido a los resultados obtenidos anterior-
mente (Parrilla y cols., 2004) para la primera 
generación de animales tras la inseminación 
con espermatozoides separados por citometría 
de fl ujo y, en segundo lugar porque el Hoechst 
33342 ha sido defi nido como un fl uorocromo 
especifi co de ADN que se une, sin intercalarse, 
a los pares de bases adenina-timina presentes 
en el surco menor de la doble hélice de ADN 
(Johnson y Schulman, 1994). Además, debe 
ser tenido en cuenta que actualmente y gra-
cias a la alta velocidad, la duración del tiem-
po de exposición de los espermatozoides al 
láser es mucho mas reducida que cuando se 
utilizaban equipos de separación de velocidad 
estándar, y por tanto cualquier posible efecto 
perjudicial que pudiera producirse en el ADN 
de los espermatozoides debido al impacto del 
láser ultravioleta debería ser mucho menor 
(Guthrie y cols., 2002). Por ultimo, la elevada 
condensación de la cromatina espermática, en 
comparación con otros tipos celulares, deter-
mina que el ADN de los espermatozoides sea 

altamente resistente frente agentes físicos o 
químicos (Lopes y cols., 1998), lo cual podría 
representar una optima protección tanto frente 
al Hoechst 33342 como frente al impacto del 
láser ultravioleta.

Por lo tanto y a modo de resumen, podría 
ser argumentado que el único efecto perjudicial 
observado en el uso de espermatozoides separa-
dos por citometría de fl ujo es el descenso en los 
índices de fertilidad, descenso que debe estar 
más relacionado con la reducción de la capaci-
dad fecundante de los mismos que con una alte-
ración del ADN espermático. Esta alteración de 
la funcionalidad espermática sin alteración del 
material genético determinaría una disminución 
en los parámetros reproductivos sin que esto 
llevara consigo un incremento en el número de 
gestaciones perdidas, en la incidencia de abor-
tos o en la presencia de anormalidades morfo-
lógicas en la descendencia, coincidiendo con lo 
observado en esta experiencia. La normalidad 
fenotípica y citogenética de los lechones na-
cidos en el presente estudio permiten afi rmar 
que la combinación del Hoechst 33342 con el 
impacto del láser no produce alteraciones rele-
vantes en el ADN de los espermatozoides de 
verraco separados, al menos con las técnicas de 
evaluación utilizadas.
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