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Egte invento se refiere a un método de fracclonamienp'

to del esperma;.a un aparato para uso en el método, a una

xo0 de le descendencia de los mamiferos empleando la compo-
sicifn. ' X | ' ‘

Se ha determinado que ei sexo Ge la descendencia es
controlado por los cromosomas del espermatozoide particulsr
o célula del esperma que fertiliza el huevo. Més especifice~
mente, se sabe que alguncs de 1os_espermatozdides (denominam
dos en adelante "éspérma") contienengenotipicamente cromoso=
mas X, que son éortéddres de genes productores de hembrss,
mientras que 1os otros contlenen cromogonas Y que son de
tamafio menor que los oromosomas X y que son portadores de &8
nes productores de machose Cuando un esperma que contiene
cromosonas X (denominado en adelante “esperms Xﬁ) o un esper
me. que contiene los cromosomas Y'(denominado en adelente
"ggperma I") se combina con el huevo, que contiene cromosoma
X, ‘resultan respectivamente descendientes machés o hembras.
Ie, pob1a016n de espermas en un eyaculado de un mem{fero ma~
cho contiene espermas X y espermas Y. Hasta ahora, no se
he conseguido satisfactoriemente la seperacién del esperma -
X e Y. Sin embargo, es evidente que un procedimiento satis-
factorio para aisler fracciones prdcticemente puras de esper
me Xy esperﬁa Y permitirfa la eleccidén o seleceibn del se-

xo f£inal de la descendencia,

Se ha encontrado que los espermes X . ¥ de los momife-|

ros pueden ser separados de'acuerdo conrlas'caracteristicas
de densidad, mediente la aplicacién de fuerzas de flotacién
dentro de un medio liguido de separacién pare hacer gue el -

esperma mds flotante alcance un nivel diferents en el medio

TNE
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} paracién puede encontrarse en forme de capas o zonag de 1li-

perma se separa de acuerdo ocon su_densidad mediante la apli~

~ . -

de separacibén al del esperma menos flotante. EL términb
“fuerza de flotacidén" en el sentido utilizado aquf incluye
-lag fuerzas de.flotaqién positivgs qqe_hacén que el esPerﬁa
ascienda o flote en 6l medio y las fuerzas de flotacién ne-
gativas que hacen que el esperma descienda o se sedimente
~en el medio. Preferiblemente se haoo uso de un medio ( o
;medios)de separacién dispuestos en forma de columna précti-
camente vertical y con un grad?ente de densidad uniforme
desde la dénsidad més baja'en la parté superior a la densi-
dad mds alta en el.féndd. Alternativamente, ol medio de se-
quidos compatibles, cada una de ellas de densidad]igeramen—i
te diferente, paré’proporcionar andlogamente unos medios de
separacibn gue varian desde la densidad més baje en la parte
superior & la densidad més élta én.el fondo de una columna.
Ia separacién se consigue Introduciendo uha poblaeiéﬁ de es~
permas en el medio de separécidn en un punto intermedio en-
tre log extremos de la columna, en medios equivalentes en

densidad & la del punto de introduccidén, de forme que el es-

cacién simulténes de flotabilided positiva y negativa.
Es posible predecir el ascenso o descenso de una parti
cula inerte en un medio liquido mediante la-ley de Stokes,
que relaciona.la velacldad de una @artioula inerte con les
fuerzas de flpfacién dentro de;_liquido, la viscosidad del '
1iquido, la fuerza gravitatoria y la diferencia de densidad
entre el medio y la particuia; Se deduce de la ley de Stokes,

la siguiente ecuacidn: -
: 'K(dq = dy)e

w
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";con la diferencia ds densidad entre el medio y la particﬁla '

.18 la temperatura de separacifn. Cuando la velocidad de ascen

|luma de separacidn en un punto intermedio puede ser separa-

da, ‘por lo menos en parte, graeias al ascenso y descenso del

-4 -
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velocidad de la particula (cme seg | )

donde v

k = constente numérica de la ley de Stokes mnltiplicé—
do por los factores de la particulas relatlvos a’
1la eficiencia hidrodindmica en el medlo

d{: densidad de la particuld

' d2 densidad de los medios

& aceleraclén de la gravedad (981 seg )

W .-

i

mscos:.dad a 1a temperatura del medjo,en centipoises
> Segtn la ley de Stokes, la'velacided de ascenso o des-
cengo de la‘particulé_varia‘con la eficiencia hidrodinémicaA

que estévrelacionadaiéon,el temafio-y forma de la pérticula, )
y éon 1as.earaeteristicas del medio como solucidn newtoniéna

so o descenso en una clase de particulas estd estrechaménte
relacionada con la ley de Stokes, las particulas en un liquid
do de densidad unlforme tienden a ‘ascender o descender de
conformidad con los factoreg antes sefialados. Cuando el 1iqui
do de separa016n veria de densidad ‘o presenta un gradiente de
densidades, se puede esperar que la velocidad de ascenso o
descenso se reduzca & cero en el punto en el que la densidad
de la particula es igual 2 la densidad del liquldo.

Hemos encontrado que, bajo condici.ones culdadosamente

controladas, una poblacién de espermas introducida en ‘una. co

egperma que depende de lag densidades del esperma individual.
Adends, cuando los medios de separacién tienen un gradiente
de densidad uniforme, el esperma alcanzard un egtado suspen-

dido de separacién que depende de las ligeras variaciones de
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‘egta diferencia de densidad media entre el esperma gue con-
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densidad en el éspefma individual de forma que se pueden'séf
parar fécilmenﬁe‘del.conjunto'las fracqiones 0 capas de ege
perma deseadas. Cuando la gama de densidades del liquido den
tro del gradienfe de densidad abarca coﬁpletamente la gama
de densidades del esperma individual, las fracciones o pobla
ciones de egperma en lé parte superior e inferior de la colu
na producirdén, cuando son inséminadas, une descendencia de
diferente sexo. Finalmente, las difereﬁcias fénotipicas ob~
servedas en el esperma obbenido de estas fracciones superior|
e inferior (hesta el 10 % de la poblacién de esperma total)
han resultado estar relacionadas con 1os genotipos de sexo,
es decir,.se ha,gnoontrado que la fraccién supérior contie—
ne précticamente la totaiidad del esperma Y mientras que la
fraccibn inferior contiene ﬁréoticamente»la totalidad del
egsperma Xe |

Como se ha indicado anteriormente, éxiste una dife-

rencia entre la densidad media del egperma X y del esperma
Y de las especies de mamiferos, siendo en general mis denso

el esperma X que el esperma Y. Por ejemplo, en log toros,

tiene los cromosomes X y el que contiene log Y se cree que
es del orden de 0,5 % a 09C. Bn el hombre y en los conejos,
la diferencia pareoelser mayor que en log toros.

ﬁ& invento proporcions un método para fracclonar él
esperma, cuyo método consiste en enfriar una mezcla del eg-
perma y un medio nutritivo pa;a inmovilizar précticemente
al esperma; introducir le mezcla en un medio de separacién
que comprende un medio nutritivo, teniendo por lo menos par
te del medip de separacién una densidad précticemente igual

e la densidad de 1la mezcla ¢ introduciendo la mezecla en dim

fo repeiem cmaaes e e e e g, e
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medio de separacién.

"§ conexién controlada a vélvuia en su parte inferior y disposi

“|do que ellrépido aumento en lg poblacién humana plantea una

{vo de la procreacién humana es el deseo de tener descendencij

Sl 6o
T -
- 378413
cha parte del medio de separacién, permitiendo que tenga

lugar la separacién del esperme a diferentes niveles en el‘-,v

" El invento'también pr0porciqna'ﬁﬁ'apara%o para frac-
cionaxn el'esperma, que comprende ma columna esencialmente
vertical rodeada por un dispositivo refrigerante y provista
ide uﬁa entrada controlaeda a vélvula para el esperma -y el me-

dio natritivo adyacente a la farte central de su altura y um

tivos para alimentar brqporcionalmente los médios de sepa~
racién desde los depésitoé réépeo%i&os ﬁara 11enar'1a colum=
na con un medio de separacién mezclado de densidad variable
hs disposifivos para reﬁifar 153 fraceiones de las posiciones
superiqr.e inferior de la columna. . -

~ El invento s Gtil siempre que se desee controler el
sexo de la descendencia de los maﬁiferos;héSPecialmente en _
el campo de la cria de animales, por ejemplo permitiendo que
el genadero o granjero pueda elegir en la seleccién del so-
xo de la descendencia animal. A titulo de ilustracién, el
granjerorlechero puede elegir pare obbener solamente descen-
dencia femenina de animaléé superiores de su ganado miéntrés
que bbtiene tarneros del resto del ganado, aumentando de es-
ta forme su bénefieio comercial en la venta de ‘terneros y '
la calidad genética de su ganado ai nismo tiempo que auwmenta
la produccidn de leche procedente de vécas mejoradas.

En lo que se refiere a la procreacién humsna, es sabi-

seris amenaze de superpoblacién eventual., Un fuerte incenti-

de un sexo particular que, cuando es frustrado, conduce a otra
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procreacién. EL invento permite & los padres seleccionar o

controlar ol sexo de la descendencia pars satisfacer répide~
mente el deseo de fener un hijo de un sexo particular,redu-
ciendo el ndmero total de hijos degeadoé'y por lo tanto la
taga de nacimlentos. N 7

- El1 invento proporciona de esta forma un método verda~-
derémente eficaz para.confrolarlel sexo de la descéndencia
de los memiferos mediente la separacidén del esperma X y el
esperme Y en el eyaculado de un mamifero macho, para oblener
fracciones précticameﬁte puras que contienen egsperma X o es-

perma Y, dtiles en la inseminacién artificial de la hembra

{ para obtener el .sexo degeado. También proporciona composiclo

nes que contienen esperma X précticamente puro o esperma ¥
prddticamante puro, capaces de producir descendencia de los
namfferos del sexo desesdos 7

Con objeto de que el invento pueda ser comprendido mé
claramente, se da la siguiente descripeidn, simplemente a t1
tulo de ejemplo, refiriéndonos & las figurgs que acompafien a
esta memoria, en las cuales:

- Iag Figuras 1 & 3 son representaciones esquenéticas
de la fage de separacién del método y representan la .situa~
cién en tres momentos;

Ia Figurs 4 es una representacidén gréfica de las dis-
tribuciones de 1os tipos X é Y de esperma en una nuestra en
funcién de la densidad del medio en la columna de separacidn
a la cual se sedimentan, esﬁaﬁ&o indicada le densidad de la
columna en las ordenadas de la izquierda, como muestra la
Figura 3, el nimero de espermas en absclsas y el porcentaje
acuﬁulaﬁivo'total de la muegtra de esperma en las ordenadas

de la derecha;

I e




" 10

16

20

25

30

f1lada ampliada. de una porcidn del aparato de la Figura 6;

tlas lineas 9—9 de la Flgura 7 y

| para inmovilizar el esperma en la Etapa 5. Ia mezcla enfria-

‘paracién con wn gradiente de densidad vniforme que cubre la

378413

Ia Figure 5 es una ilustracién esquemdtica de wna for+

ma de aparato de acuerdo con él.invento péra ejecuﬁar:el.mé-
todo del mismo; | B ’

Ta Fiéura 6 es una vista'pn‘seccidnly alzeda parciales
de una realizacibén de aparato de aouefdo con el invento para|
poner en préctiea el método del mismo;

Ia Figura 7 es ana seccién ¥y una vista alzada deta-
Ia Figura 8 eg una. seccién horizontel a lo largo de

Ia Flgura 9 es una representa016n esquemétlca de otra
forma de aparato para uso en 1a puesta en préctlca del méto~
do del inventos ) .

El. método del invenbo incluye las Etapas 1 2 9, que
sérdn descritas a cbntiﬁuacién.' _ A

n 1a'E£apa 1, se recoge del macho un esperma fresco,
conteniendo cantidades aproximademente iguales de esperma X
y-esperma Y. Este esperma se mezcla con ﬁn medip'ﬁutritivd
en la Etapa 2 y la mezcla se enfria gradualmente hasta précty
camente inmovmllzar el esperma en la Etapa 3. Cuando estd
fria, la mezcla es prooesada en las Elapas 6 y 7 para separar
lag dos clases de esperme de acuerdo con su densidad. Egte .
procesado se realiza en presencia de un medio de separacidn,
prepérado en 1la Etapa 4 con las caracteristicas de densidad

degseadag. De preferencia, la Etapa 4 produce un medio de se-

gema. de densidades de los espermas individuales. Fl medio de

separacién preparado se enfria a una temperatura suficiente

da se introduce en 1la& columna para el medio de separacidén en
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la Etapa 6. Si el mediordé separécﬁén tiene un gradiente de
densidad uniforme, el esperma sé introduce en un punto intenu'
medio del gradiente de densidad, con lo que el esperma, some
tido & las fuerzes de flotacién dentro del medio en la Etapa
;, se separa de mouerdo con les densidades de los esperuas
individuales. Ias fracciones de egperma se su5peqden jdnto

& la parte superior e inferior de 15 columna., facil;tando
con ello la separacidn de une fraccibén de esperms de.las ca~
racter{sticas sexusles deseadas en la Efapa 8, cuye fraccién
puede ser empleada despubs péra inseminar a la hembra;‘en la
Etapa 9, para que conciba la descendencle descada.

S8 comprenderd Qué la fraccién'de esperma séparada
en la Etaﬁa 8 es genebalﬁente inseminada en la Etapa 9 en laj -
hembra de la especie de la cual se ha tomado ¢l esperma, aun
que, por ejemplo, los caballos pueden ser cruzados con &snos
y cebras, asl como los lobos con perros. h

El medio utilizado en las Etapas 6 y-?»debe tener una
densidad prdéxime a la del esperma de forma que la ligera di-
ferencia de densidades entre los esPefmas X e Y los obligue
& separarse. la viscosidad también debo gor épropiada para.
controlar la separacién y el medio no @ebé dafiar o destruir
al esperma y debe incluir agentes nutritivos para mantener
el esperma vivo. El medio tembién debe tener un pH adecuado,
(6,0 a 8,0) de forma que actle como regulador. El medio debe
tener las caracteristicas de un flufdo corporal normal y su
presibén osmética debe ser alrededor de 2;; & 280 wiliosmos
para evitar compresiones o expansiones perjudiciales del em|
perma. En esta memoria, lag medidas de pH, dengidad y visco-
sidad se realizan a 0°C.

Un medio nutritivo satisfactorio es el derivado de la

cu e oo
t
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leche completa de mamiferos y sus compbnentes, Ia densidad
controlada,~por ejeﬁplo en la preparacién de uné columna de
separacién con un gradiente de dens1dad wniforme, se obtiew
ne whilizando diversos tlpos de leche de Vaca. In la préctm-
ca, se preparan fres medios 1n1ciales con unas densidades me
zdn.as respectivas de 1,025, 1,035 y 1 044 g/cc aproximadamen—
F4e, EL medio mds ligero se obtiene de un producto 1acteo CO~
nocido como "mitad ¥y nitad" (31gn1f1cando que contiene porcig
nés aproximadaﬁente iguales de lechs homogeneizada y crema
separada) mezclado con pequenas cantldades adecuadas de le-
che homogenelzada normal. EL medlo de densidad 1ntermed1a '
(es decir alrededor de 1, 034 a 1,038 g/ce) se obtiene mez~
clando leche homogenelzada con pequefiay cantidades de leche
no grasa destilada dlalizada ¥y el medio relativamente denso
se prepara mezolgndo'uha proporcidén mayor de leche no grasa
destila@a dislizada -con leEhe'hombgeneizaaa. Pueden agregar—
se antibibdticos para proteger él esperma.

Ia leche fresca de mamifgros, como la leche de vaca
¥y sus componentés, tiéﬁan una viécosidad, una densidad y wn
pH (2lrededor de 6,4 a 6,8) adecuados pars uso en la;reali-
‘gacién del método. Ia leche de vaca tembién es, apropiada~
mente, un fluido corporel nornal. Como le leche de vaca es
aproximadamente isoténica con la sangre del animal de la que
ge extrae, su presidén osméiica (u'osmolalidad) es también
mds fécilmente ajustada a un valor compatible con el del es-
perma (es deoir, alrededor de é;Gfa 300 miliosmos)e Como 6
describird més adelante, los valores especificos deseados de

densidad, viscosidad, osmolalided -y pH pueden ser obtenidos

| fdcilmente durante las operaciones de preparacidén de los me=

dios de separacién.

T
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| cina (pfeferiblemente en forme de solucidn acuosa al 2-5 %)
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~ Tembién se obtienen liquidos nutritivoé‘satisfactbrioF
de:.otros origenes mamiferos (v.g. leche humena) o derivados
de leche de mamiferos (V.ge leche en polvo). También Son som
tisfaotorios.ios liquidos nutriti&os a base de yemafde huevo
dextrosa, crema de c¢oco (ﬁrocedente'de cocos ferdes), jugo
de tomate, glucosa, fructoéa;.lgcitina, aminodcidos, flufdos
y'éitractos corporales vivos, éxtrae?os ds tejidos'(vog. 0=
tracto de higado) y mezclas de los mismos. La yeﬁa de huevo
contiene glucosa, fructosa y.aminoécidgs.que proporcionan
agentes nutritivos y favorecen la fertilidad. Cuando se uti-

lizen en combinacién con glicina, pueden obtenerse los valo-

T

res deseados de la densidad,viscosided, pH'y osmolalidad. Ia gl

sirve como reguiédor del pH y para hacer descender el punto
de congelacién de la yema del huevo en el medio. I& general,
la relacién dé glicina a yema de huevo depende principalmen
te de la densidad, viscosidad y osmolalidad iniciales de la
yema de huevo..Naturalmente, la relacién puede variarse en
la medida neceséria para la preparacidén dé un gradiente de
densidad uniforme, Como la solucién de gllcina tiene. una vié
cosidad menor quella yema de huevo, se rqueripé nds cantidad
cuando s necesite también un depresor de la viscosidad. En
géneral, éeré necesaria una parte de glicina (en forma de
solucién al 4 %) por cada una a cuatro partes de yema de hug
Vo, éegﬁn los requisitos de densidad,

Un método de pfeparaciéh de columnas con gradiente
de densidad se realiza con el aparato representado en formap‘
generél ex 20 en la Figura 5. In este caso, el medio de den=~|
sidad menor se coloca en el depdsito més alto 21 y el medio

de densidad intermedia se coloca en el depésito mds bajo 22.

ety s - mean - F L e
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Aucto miltiple ventilado 33 y de aqui pase en centidedes.

_12 =

Los dos depdsitos, 21 y 22, sé suspenden en un sistema de po
leas que eléva el depésito 22 & la .misma velocided que hace
degcender al depbsito 21. Los depdsitos_independieﬁtes estén
susbendidos de los éxirémos de una cadena 23 que pasa alreds
dor de los soportes rotatorios 24 y de la polea propulsora
:25¢ Tode le unidad estd impulsada por el mofor 26 a través -
{dé'la traﬁsmisién de arranque 2; y Gel dispositivo de engra
naje sin fin 28. El aparato sirve para introducir simulté
neémenﬁe los liquidos desde los depbsitos 21 y 22 en wna cé-
mera de mezcla 29;,a ééuda;es deterninados por la cabeza
hidrostdtica del medlo en.cada depdsito con respecto a la
cémera de mezcle. Ast; 61 candsl Gel medio menos denso en °
el depbsito 21 pomieﬁza en,unnméximo y dismiﬁuye hasta wn
ninimo, éuando'alcanza la posicidn repfesentada por la linea
de puntos 30 y el caudal del medio mds denso éomienga en m
minimo y dumenta haste un méximo'(linea-de puntos 31),.miqg
tras que el caundal total a través de le cémara‘dé,mezcla 29
es‘constante.rla mezcla que descarga de la cfnmara de mezcia
29 tiene un gradiente de densida@ 1ihea1 que varia desde la
densidad del medio més ligero a la del medio intermedip. I
entremezclado de los medios,en la cémara 29 se reéliza, por
ajempio, mediante el agitador mostrado en la Figura 6.

El medio paéa después desde la cémara de mezola 29

a través de un serpentin de compehsacién 32 hasta un con-

iguales & la parte inferior de les columnasde separacién 34.
El medio de mdxima densidad (1,044 g/cc) se encuentra en un

tercer depdsito 35 desde el que puede ser introducido en las

| paetes inferiores de las columas 34 a través del conducto ° |

miltiple ventilado independiente 36, bajo el control de las

-

S 37a413 B
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vélvules 3;. El medio del depésito 35 o8 gtiliza para ajus~
tar la altura del medio en las columnas 34. '

Degpués de haber sido introducido en las columnas,
el ﬁedio es enfriado gradualmenté a uné temperatura que inmo
viliza al esperma sin dafiarlo. El aparato- enfriador incluye
wne unidad de refrigeracién 38, un tanque enfriador 39 v
una'masa de agua enﬁriadora 40 que contiene glicerol gue
circule entre lz unidad dg refrigeracién y un tanque a tro-
vés de los conductos de entrada y salida 41 y 42, respecti-
vemente., Ia refpigeracién de las columnas desde la témperaf
tura ambiente hasta nenos de 1°C eproximadamente, dura poco
tiempo, desde algunos ninutos & algunas horas. -

Se recoge ‘el esperma fresco y se mezcla con un medio
nutrifivo del mismo.tipo que el medio de separacifn on una
densidad igual a la densidad-media del mismo (v.ge alrede-
dor de 1;028 como se ha descrifo)} El esperma se enfria a
menog de 1°C y, como se ilustra en les Figuras 1y 5, se in-
troduce en las columnas en un punto 1ntermedlo, siendo 1la
densidad del esperma més muestra dlluyente preferiblemente
ignal a le del medio de separacién en ese punto. Esto puede
ser deﬁerminado introduciendo una pequefia cantidad del medio
nutritivo conteniendo una pequefia cantidad de un colorante
y observando sz movimiento. De acuerdo con el movimiento, pu
de introducirse una pequefia centidad del medio del depdsito
35 en la columna o puede descargarse una pequefia cantidad de:

medio de separacién a través éé_las llaves 43, de forme gque

el medio de densidad correcta se encuentre al nivel de la ent

trada de mezcla de esperma.
¢ En la Figura 5, cada columna 34 tiene wuna vélvula de:

entrada 45 operable mediente un control 46« EL esperma conte

<0
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~cionar.ios controles de vdlvula 46 pare introducir el esper-

' mal de densidades del tipod de curva de Gauss de cada poble-

eyaculade de un mamffero macho contiene normalmente muchos | .

14_
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nldo en lose depésltos refrlgerados 47 se mueve hagta las po—

siolones adyacentes a las bocas de 1lenado 48 y se hacen Lun

ma a través de los conductos de llenado 49%
- Dentro de las columnas, lasg fu@rzas‘de flotacién B

cendentes y'descendeﬂtes obligen al espérme menos denso a
ascender y al espérma més denso a sedimenﬁaiée en la colum-
na oomo en iastiguras 1 a 3, quée muegtran la distribucién
a ‘tiempos diferentes. lLos esperﬁas individuales gquedan finql
ﬁenﬁe Suspendidos en puntos correspondientes a su densi@ad,
es decir'dnndé-hdénsidad dei me&io de separacién es la misma
mostrénﬁose esta smtua016n en la Figure 3.

Aungue los espermas X son generalmente més pesados '

que 109 espermes. Y, de hecho se produce uma distribucién nox)

cién, teniendo las distribuciones diferentes valores medios.
Ta Pigura 4 es uns representacidén de la distripucién de lag
dos poblaciones con respecto & la densidad dentro de una bo—
luma y le diferencia entre las densidades medias estéd repre
sentada pa As Como s6 indica en las Figuras 3 y 4, es posi~
ble aisiar poﬁlaéiones de esperma X & Y prdcticamente puras
en la parte superior e Inferior de las éolumnas, cuyes pobla
ciones estdn mostradas en les zonas 51 y 52. En cada una de
estas zonas se enouentra menos del 10 % del esperma total,

pero esto constituye un gran nimero de espermas ya que el

millones de espermas y la pequefla proporcién es suficiente-
mente grande en nimero para permitir la inseminacién y la
concepciéne EL esperma entremezcledo contenido dentro de la

porcién intermedia de la columna puede ser utilizado por los
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criadores de animales y similares:para efectuar la iﬁsemina-
cién artificial normals ' |

ElL tiempo requerido paré alcanzar el estado de equi~
librio varie solo ligeramente, ségﬁn el medio de separacidn
utilizédo y entre una separacibn y otra, siempre éue la tem-
peratura y la viscogidad de los médioé de separaciln sean
constentes. En general, no son necesariss mds de 24‘hora§ )
para el proceso de separacién y normelmente es suficiente
de Q,5 a 4 horas, siendo el éptimo elrededor de 2,5 horas.

Mientras que un tiempo demasiado corto produce una
separacidn inadecuada yrda lugar a fracciones impurasg, un
tiemwpo demasiado largo puede dar lugar a la separacidn del
propio medio, séba&éndose iones inorgdnicos y otras pariticu-
las pesedag. Asimismo, lag particulas del medio tienen ten~
-dencia a "“salificer" o precipitar del fluido después de tranp
currido un tiempo muy superior a 24 horas. '

Ia gama de densidades del esperma de los seres huma-
nos y toros oscila entre 1,01 y 1,19 g/cc aproximadamente;
encontréndose la densidad media entre 1,028 y 1,036 g/cce
En estos casos, la dénsidad del medio de separacién puede

‘variar entre 1,010 y 1,150 g/cc aproximadauente, con una
media geométrica de 1,028 g/cc aproximadamente. Si la densi-| -
dad media es demasiado elevada, el esperma X més pesado ten-
deré a subir & la parbe superior de la columna y mezclerse '
con el4esperﬁa Y més ligero, mientras que si es demasiado bg
ja, oourre lo contrariocs Esto hace diffcil la separacién.
‘Por razones andlogas, la gama de densidades del medio de se~
paraéidn debe ger suficiente para asegurar una gema comple-
ta de ascenso y descenso del esperma.

Ia viscosidad del medio de seperacién debe estar com
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-racién esté relaclonada con la den31dad.

cuentren en g/coy ceﬁtipoises regpectivamente.

' _15_
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prendlda tanblén dentro de una gama dada para una separacién)

satisfactoria. En gencral, 1a v150051dad del medio de sepa~

La Tabla I contiene la gama de den51dades y v1scosm—
dades de los medlos de separacidn, adecuadas para uso con
el esperma de varias esPecies de mamiferos Yy tambidn indi-.
ca una densldad ¥y unae viscosidad media para le separacién s8]
tlsfactorla en una columna de gradiente de densided. Todos

los valores de la Tabla .l fueron determinados & 0°C y .se en-

 TABIA I
. Deneidad
Beja  Alta  Nedis " Vigeosidad
Homanos ° 1,015 1,09 1,017~1,030 2-9
Conejos 1,015 1,09 1,022-1, 030 29 -
Toros 1;oéo' ' 1;10 1;oé%-1;o32 2-9

Le presi6n osmética del medio de separacién puede va~
fiar entre 2;6 ¥y 300 miliosmos aproximademente, perc se ob-
tienen los mej&res resultados i es alrededor de 280 mili-
osmoss '

' Dependiendo del medio de separacién empleado, la tem
peratura debe estar comprendida entre -5°C y 2°C aproximada~
mente. Por debajo de este intervalo de temperatura, las,pro-
piedades fisicas del medio se alteran de forma que el esper-
ma no asciende o desciende de acuerdo con la densidad, mien
tras que por encima de dicho intervalo el esperma tlene ten
dencia a moversé o0 nadar sin reéponder a ningune regla. Si
ge utiliza leche de mamfferos, la temperatura preferida es
0,8°C.

Debe tenerse cuidado de no vibrar el esperma durante
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equilibrio, representado en la Figura 3, las fracciones de

‘dg la parte inferior de lag columnas 34 a través de las 11z

-17 -
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ol procesado para ev1tar que lag colas se separen del esper-

08 Asimismo, la vibracién puede afectar al descenso ¥ ascen
80 durante la etapas de separacién 6 y:?. Debe eaercexse Pis]
cuidado especial durante la Etapa 8, la separacién de una -
fraceién particular de la columne. , A |

" Ia lug afecta a la fertilided del esporma y debe ser
exclufde. Ia fertilidad también pueﬁe ser afectada por un
pH elevado o bajo del medio (fuera de los limites 6,0 a 6,8
pera la mayorlis de lag egpecies), por la edad del esperna y
por el nimero de espermas méviles.

Une vez que el esperme ha alcanzado el estado de

esperme préciicamente puras deseadas deben ser separadas ine
mediatemente de la parte superior o inferior de la columna
vy préservadas para ls inseminacidn esrtificial. Con el apara-

to ds le Figura 5, lag fracciones de esperma X ge exiraen

ves 43, convenientemente gota a gota, transcurriendo alrede-
dor de 5 a.10 gegundos entre cada gota. Ia fraccidn de esper
ma Y en la pafte,super;or de la columna se obtiene vaciando

1la columna compléta. Alternativemente, la fraccién de esper-
ma Y puede ser separade inicialmente de la parte superior de
la columna; por ejemplo empleando una bureta provista de una
pipeta de Pasteur. ‘

' Ia Pigura 6 muestra un sparato de Eolumna que eg dtil
porque permite la separacién ae le fraccidén de esperma Y més‘
alta de la parte superior de la columna. Como se 1nd1ca en
lag Figuras T y 8 este aparato comprende una columna cilin-
drica 60, con aperturas 62 a través de su longitud, cada una

de las cuales egtd en comunicacién con una vélvule 64 que con
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ba 1os hotones 74 para descargar uns fraccibn de esperma a

. Jtravés de 1a bocs 76 en el vial 664 Ias aperturas 62 estén

{lumne. AP A M

fes rotatorias 80 y 82 en la parte superior e inferior de la

girar a una velocided previamente determinada mediante unos

-'_:18"
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trola la descarga de una fraccién en unos viales receptores

66 soportados sobre la columna mediante los s0portes 67 vy
las pinzag 68, Como puede verse en la Flgura 7, cada apertura
62 esté cerrada por un elomento de vélvula sesgada de rosor—
e 70 que funciona mediante una varilla de traceibn 72. Lﬁs

varillas ae traccién pueden ser sacadas hacia afuera medlan-

dispuestas a lo largo de la columna de forma que es posible
separer ‘fracciones muy pequefias o tomar fracciones mayores ha

ciendo.funeionar'una vélvula 64 un poco mds abajo de la co=

- Como muestra la Figura 6, la vdlvula 64 puede ger abier
b automéﬁloamente mediante la varilla operada por una 1@way
- el manipulador 76, 78. Egte dltlmo esté adaptado para engra
har entre el botén 74 y el cuerpo de una vdlvula 64, para

birar de la vdlvule 70 hacia afuera. Gomo muestra la Figura 6,
bada uno de los manipuladores 76 v 78 estéd provisto de un se-

ruidor de leva sesgado de resorte 79 que coopera con las le-

columna, respectivemente, Los manipuladores de leva pueden
nédios propulsores para efectuar la sgrie de operaciones de:
seadas con el mecanismo de védlvulas 64. El mimero y la posi-
cién de los manipuladores de vélvula 68 con respecto a los
mecanismos de leva puede ser sqleécionado para que resulte
apropiado para una separacién particular. ' )

Ia Figura 6 ilustra la columna 60 dentro de una cfma~
ra de refrigeracién. ElL enfriamiento de las columnas en esta

realizacién se consigue mediante une atmésfera gaseosa seca
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{88 Se preparan las muestras de esperma y se enfrifan como

por ejemplo aire frfo y seco a una temperatura inferior a
19¢ aproximadanmente. Fl gas refrigerado puede ser proporcio-

nado, por ejemplo, por la céma?a de refrigeracién 86 y el

impulsor 88, que suministra gas a la cdmara de enfriamiento |

90 a través del conducto 92. Ll gas refrigerante descargado

por la salida 94 puede ger recuperado. Ie columna 60 se uti-|

1iza'por lo demds de forma anélqga a lag columnas 34, sien-
do las vAlvulas 96 y 98 las contrapertidas de los conductos’
miltiples 33 y 36 en el aparato de la TFigure 5. Igs vdlvulas
96; Qé y_ios conductos agociados 100 y 102 comunican con las
aperturas de la parte inferior de las columnas 60, .
Cuando se utiliza el aparato de las Figuras 6 a8,
las columnas 60 se llenan con el medio de separacién preparé
do en la forma antes descrita y después se enfrian mediante -

1la unided de refrigeracibén y 6l sistema de circulacién 86,

antes, inyecténdolas a través del conddéfo 49 y la vdlvula
45 en el punto de densidad media; gue corresponde a la den~
sidad de la muestra de esperma. Cuando se alcanza el equili-
brio, se energizan los mecanismos de leva para los manipula-
dores de vdlvula ;8 para que inicien la extraccién de las
fraccioneg de esperma. Pfeferiblemente, se sacan primero las
fracciones a través de vélvulas-suoesivaménte nds bajas des-
de la parte superior de la columné para dar fracciones praoc-
ticamente puras del esperma menos denso (esperna Y). Ia por-
cién central de la columna 60 se vacia después a través de
una vélvula sencilla (v.é. 106 en la Figura 6) y las fraccigo
neg més bajas del esperme més deﬁso (esperna X) se sacan a
través de vélvulas sucesivamente mids bajas. Loé mecanismos

de leva pueden ser actuados para realizar egta funcién en un

Fac o
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‘ por egemplo, -durante la desoarga de lag fracciones interme-

{ de la columna 120. Si la velocidad a 1a que el 1iguido mds °

tlempo adecuado.

 Ia extraccién de lag fraociones puede ser favarecida
suminlstrando un ges bajo una, pregibn posmtlva de 0,1 a2 10
psi (7,03 a 703 &/cn?), por ejemplo, sobre el medio de Sepam
racién contenido en la columna 60, Puede utilizarse aire frﬂ

y S6C0 0 un gas inerte y el método tiene la méxima utilidad,

dlas a través de la v&lvula 106, _

Fn la preparacién de la columna de gradiente ‘e denr
sidad pueden wtilizerse oﬁras t&cnicas. Por eaemplo, se pue
de preparar un medlo de leche tratando da. 1eche homogenelzan
da en wa ultracentrifuga que puede glrar a nés de 1000 vuel
tas por minuto y que dlstribuye las moléoulas de forma que -
1a solucién es mds denss al aumentar la dlstancla al eje de
1a centrifuga. El medio de leche con un gradlente de densada?
adecuado puede ser preparado en tlempos relatxvamente cortos
con las ceﬁtrifugas de laboraforio normaleé, gin cambiar la
osmolalidad de los mediQS.,Los 1imites del gradiente de dqé
sidad'pueden ser controlados variardo el comtenido en grase
-de la mezcla iniéial. _ "

Existen procedimientos més sencillos para preparar
'coluinas con gradiente de densidad, por ejemplo como el ilug
trado on la Flgura 9 encl que unas vasijas 110 y 112 coneo~
tadas entre‘si se descargan simultdneamente a través de las
védlvulas 114.y 116. El liquido denso de la vasija 110 pasa
8 la parte inferior de la vasija'ﬁ1g que contiene ol 1lfqui-
do menos denso y en la que se mezclan mediante el agitador

118+ Ia mezcla atraviesa el tubo 122 hasta la parte inferior

denso pasa.desde la vasija 110 es la mitad de la velocidad
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a la que la mezcla gele de le vasija 112, se obtiene un
gradienfe de densidad lineal en‘la columa 120, Tambidn ge
puede conseguir un gradiente lineal con el tiempo si se vien
%6 un 1{quido menos denso sobre un 1;qﬁido mds denso ya con
tenido en wna colwmna. Ia difusién entre los lfguidos misoci-
bles reduce la definicidn de la zona de trangicién y puede
conééguirse un gradiente précticamente lineal. Una agitacién
suave de la zona de trensiclén acelera este pProcesos.

Como muestran lasg Figuras 3 y 4, que son tipicas pa~
ra las especies de mem{feros mencionadas, es posible obte-
ner fracciones prdcticanente puras de esperma X y esperma Y.
Para que gl uso de este método sea econémioo; deben obteners
¥ utilizarse fracciones que contengan de ;O a 80 % de un ti-
po de esperma, mientras que las fracciones que tienen 90 %
de un tipo constituyen le probabilidad estadistica tolera-
ble de obtener descendencia del sexo deseado. Las muestras
con un 100 % de uno de los tipos son evidentemente las mejo-
rés.y pueden ser obtenidas en la prdctica, reduciéndose ca~
sl a cero la pfobabilidad de obtener una descendencia del
sexo no deseado. Con este método pueden obtenpfse nuestras
de'grados variables de puréza. ' ]

Es conveniente determinar la densidad de la solucién
de diversas fracciones y un prdcedimiento adecuado para ello
es una mulfiplicidad de depbsitos conteniendo soluciones de

densidades conocidas (vege de sulfato de cobre) en las que

~se introducen unas gotitas'dei'medio. Otro procedimiento con

siste en emplear una multiplicidad de hidrémetros en la co-
lumna de separacién para determinar la densidad a determing~
dos niveles dentro de la columna sin tomar muestras para

S ensayo,

W
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Ta densmdad de la leche o de los fluidos corporales

de nemfmeros estd relacionada con su opacidad que puede ser

,medlda ¥y reglstraéa utillzando una fuente luminosa u otra

fuenﬁe'de rédiaqidn, una célula fotoeléctrica para recibir
la radiacidn que atraviesa el medio,lun amplificador y:un‘
registro. De esta forma puede sexr determlnada la p051c;6n
de las capas de separacién el esperma.

Ia p031016n de las capas de geparacidn tamblén puede
ger determinads midiendo la conduct¢v1dad en diversos punﬁos
de la columna, utilizando electrodos en la columna a divep-
sag alturas & lo largo de la misme. Ie conductividad de las
fracclones de esperma separadas CE diferente de la del me- -
dio de soporte. o A )

Otros métodos de determinar la posicifn de las frao-

ciones de esperma separadas incluyen el uso de un microden-

simetro, que mide la densidad utilizando luz polarizada y

técnicas microscépioas'que miden la dispersién de la luz

polarizadas. .

En lugar de 1s buréta puede utilizarse un tubo de ge~
latina csmo columng, de_separaoidn.'Cuando se alcanza ol equi
1ibriq, se puede enfriamr el tubo y su contenido a -20°C, por|
ejemplo; de forma que las fracclones de esperma separades sge
congelen in situ y el tubo y su contenido se pueden cortar
de acuerdo con las fracciones deseadas. Es posible el alma—
cenamiento de las fra001ones durante periodos relativamente
largos.

Ia eplicacidén de una presibén de gas negativa sobre la |

| superficie del medio de separacién en la columna, consiguien

do el efecto cartesiano, ayuda a las fuerzas de flotacién &

separar los tipos de esperma en el caso en gue sus densida~
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_la del tipo X. Esta disminucién de la densidad aparente
1n6;se ha explipado'claramente, pero puede ser explicada. con

el poétulado de que el espermatozoide tiene wn exterior

-pregibn. las eficiencias de separacién pueden ser aumenta~

B plos.

des sean s6lo ligeramente diferentess Se ha encontrado que
cuando se aplica un vaclo & un espaclo situado encima de
ls colwme de medio, la densidad aparente de smbos tipos

de egperma disminuye, disminuyendo mds la del tipo I,Que

eldatico de forma que su densidad es sensible a los cambiod
de presgibn en el espacib gituado sobre la columna, porque

el medio es incompresible y tranemite las variaciones de

dag en un 30 & un 50 % por aplicacién de wn vaclo de 25,4
a 50,8 de mercurio, aproximadamente; en el egpacio situado
sobre la columna de medio de separacidn. Eﬂivacib debe ser
eplicado gradualmente, por éjemplo alcanzando un equivalen-|
te a 33  de mércuriomen unos 5 minutos. Preferiblemente,
ls bomba de vaclo se péne en marcha después de haber intro-
ducido el esperma y manteniéndo el vaclo durante toda la
fage de separacidéne. Fl vacio debe ser eliminado & lo largo
de un pefiodo'de 2 minutos como minimd, antes de sacar lag
fracciones de espermna.

El invento es ilustrado mediante los sigulentes ejem-

EJENPLO 1 |

Se prepara un médio de separacién en forma de una co=
lumne con gradiente de densiaad a pertir de leche de vaca
comercial, calentdndola inicialmente a 32,290, enfriando a
1la temperatura ambiente (Veze 22,2°0) y filtrando todos los
materiales de partida (es decir, leche comercial homogenei-

zada, mitad y ﬁitad, leche no'érasa destiiada ¥y leche baja

e e e e bt e e - Rt



.10

18 .,

120

25

30

en grasa) & través de lana de v1dr10 esterllizada, aproxi=-
Vmadamente a la temperatura,amblente. Después de enfriar,

-cada uno. de los componentes puede.ser tratado con antibid-!
,fsulfato'de estreptomicina). En el caso de la leche no gra-f
fsa; la densidad puéde ser aumentada, sin.vépiagién importqi
inte en la presidén oémética, por didlisis para separar las

dewmszsw@mwgemwémwsyﬁmrMMamad

5oonten1do en proteina uﬁotpo deterioro dejla leche, Ia le~

’ consmgulendo as! la densidad mayore Por egemplo, se obtie-

‘a’58°C dﬁrante mas 3 a 10 horas. Utilizendo esthe procedi—

.osmétlcgs tiplcas.

Nedios . © . DOsmolalidad Dengidad
Mited y mitad . | 280 1;024
' Ieche homogeneizada . 280 ' 1,034
Teche baja eﬁ grags, ' 3%5 : ‘ 1;0@3
TLeche no grasa destilada 214 1,C49

- ‘tener una mezcla con una osmolalidad de 280 aproximadamente

- -una osmolalidad compat;ble ¥y una densidad deseada de 1,028

378413

ticos adecuados (Veg. peniéilina @ potdsica y solucién de

che es bidestilada a vaclo para separa.el exceso de égua,

he el efeoto deseado mediante didlisis en un equipo de
diéllsls de’ 1aboratorlo (veg. €l dlallzador mﬁltlple Cmfozt}

durante perlodos de 10 a 15 horas, seguldo de b1dest11ac16z

mlenio, se obﬁlenen las 51gu1en bes densmdades y pre31ones

Para obitener las densidades y osmolalidades déseadas
se utilizen mezclas de los medios citados. Asf, se mezcla

leche baja en grasa con leche no grasa destilada para Ob=

y una densidad considerablemente superior a la densidad m§
xina deseada de 1,044 g/cc. Andlogemente, se mezcla mitad

¥y mitad con leche homogeneizade para obtener wna mezela con
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&/ co. Egtas megclas se oomblnan ahore para formar un ne-

“dio con la densidad mdxima deseade de 1,044 g/cc. Siguien~

do este procedimiento, se obtienen fécilmen?é medios de la
densidad deseada a 0°C para uso en la formacién de un gra~
diente de densidad de acuerdo éon los‘procedimienﬁos ante~
rlores, por egemplo como el de la Figura 6.

 Fl esperma recién recogldo ge comblne con une mezcla
de leche homogeneizada y mitad y nitad de den31dad cono—
cida (vege 1,0295) en lag préporciones necesarias para
proporcionar una poblaéién de unos 200 a 300 millqneé de
esperma por centiqetrb cibico de medio, proporcionando la
nuestra tptal‘de 400 a 600 millones de espermas comb ni-
nimo. Iﬁ mezclé de esperma y medio nutritivo se eﬁfria'dgg
pués grgdualmente en una cémara fria hasta cerca de 0°¢C
(es decir, 0,8°C). _

Ld muestra de esperma se introduce en el “punto'&enf
tral" de la columna de gradiente de densidad, determinar—~
do primero la situacién dentro de la colwms de la zona
de densidad medisa correépondiente a la de la nuestra de
espérma que va a ger sometide a separacién (v.g.1,028).
Este punto es localizado fécilmente inyectando wna peque~-
fla cantidad de un agente colorante en una porelén diferen-
te de medio de una densidad de 1 028, por ejemplo, e intrg

duciendo egtae pequeiia cantidad de medio coloreado a tra-

" vés de la vélvula de entrada 45 a una porcibn central de

la columna. Después se ajusta verticalmente el Qstrato de
densidad i,028 (determinado por el color) dentro de la co
luma hasta un punto opuesto a la védlvula de entrada 45
(Figura 5).

Ia columna de gradiente de densidad se enfrie a la
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.temreratura de separacibn deseada (O,8°C) y.deépués se ine |

;_raclén del esperma de .acuerdo con 1a densidad mediante los :
Qefeotos de flotacién del medio de gradlente de den51dad,
,haciendo que el.eSperma menos denso ascienda y el esperma

‘mée denso descienda dentro de la columna de grediente de

'se'sépara una fraccidn de esperms de la parte superior o

[ ,1n£er¢or de la columna (zegin la selecoidn hecha) para ob-

total en la muestra introducida. En el caso del esperma X,

la fra0016n de esperme se separa de la parte inferior de la

"En la précﬁlca, la fraccidn separada se cuenta para deter-

miner el nimero de espermas presentes en la misma y egte

-mediante el uso de un medio con une den31dad de 1,0255 en

%foduée'la muestre de esperma & través -de la boca de lleng |
do 48 y del tubo 49 en el puﬁto central de la columma de

gradiente de densidad, A céntinuacién'se produce la $6pa~

densidad. Transcurrido un periodo de tiempo suficiente pa~

re. alcanzar el equilibrio (v.g.'alrededbr de 2,5‘horaé),

tener wn medio nutritivo que contmene una fr30016n de ewper

me que cons tltuye del 4 al 8 % de la pobla016n de” esperma

columna por cualqulera de los métodos previamenﬁe descrmtos‘
Cuando se desea el esperma Y, la fraccifn de esperna

se gsepara anélogamente de la parte superlor de la columna.

nimero se fepresenta en funcitn de la fraceidn.
EJEMPIO 2 ‘

In este ejemﬁlolse realiza un nimero de separaciones
(superior a 50) wbilizando el aparato'de‘la FPigura 5. Se
preparan simultdnéamente una serie de columnas de'gradiente
de densidad en cada ﬁna de las colummes 44. El gradiente de
densidaa én cada columna estd comprendido entre i 0255 en.

1a parte superior y 1, 044 en 1a parte 1nfer10r (conseguido
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el depésito 21 y de 1,036 en el dep6éito 22). Después se

.39 (0,890); Ia altura.de le columna se ajusta para presen

' individuales & través de los tubos leterales 49 y de los il

de 0,8°C. EL esperma se introduce en la columna a velocidad

deja transcurrir un tiempo suficiente (30 minutos) para que
las columas de gradiente de densidad se enfrien a la tem

peratura del bafio de agua 40 del tanque de refrigeracién

“tar una densidad de 1,0295 en el punto de entrada ppuésto
ol mecanismo de vélvula 45, - ' '

Antes de iniciar la separacién, se recoge esperma freg
?coAde toro y se mezcla con-un medio nutritivo don une den-
sildad de 1,0295 aproximadamente,vdespués de io cual ge

'ajusta la densgidad del espermé y el medio nutritivo mezcla~
dos & un valor f£inal de 1,0295, sgregando medio de densidad
mayorto’menor segin sea néoesario{_El'esperma y el medio
nutritivo se enfriean despuds durante 2 horas aprbximadamég
te para enfriar gradﬁalmente el esperma hasta una tempé—
rature de inmovilizacidn de 19C (es déoir 0,890)i Se introd
ducen unas muestres de espérma conteniendo aproximédamenfe
480 millones de espermas.(v.g. 1 8 245 cc de esPermé nez~

clado con medio nutritivo) en las columnas de separacién

canismos de vdlvula 45, utilizando una jeringa hipodérmica

47 enfriada a la temperatura de inmovilizacidn del esperma

relativamen%e.lenﬁa, no pasando de 1 cc por minuto zproxi-
madamente y bajo luz infrarroja. Para'asegurarse de que
todo el esperna he sido introducido en las columnas; se ha~
co pasar adicionalmeﬁte una pequefie cantidad de -medio nu
tritivo a través de los tubos laterales 49, enjuagando.asi
los tubos laterales de esperma. El tanque de refrigeraciéﬁ

¥ las columnas de seperacidn se cubren pera excluir la luz

-
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durante el procesé de seperacién. Ia. separacién del esper-

ma se produce mediante la actuacién de lag fuerzes de flo

&‘luz etenuada, se separan las fracclones de esperma de la
iparte superior.-de las columnas medlante unas plpetas pro-
-'vistas de ‘trompasg de agua (deacrltas anterlormente) desPuéc'
'1de lo cnal la fracclén de esperma més denga se retlra de 19
:éar%e'inferior'de ;és columnas (representada en 34), & tra |
-,vég.de las.llaveé 43 situades en el fondo de las colﬁmnas.

o .'Para'garantizar la pureza de las fraccionef\separadas, las

de las columas de gradiente de densidad se matienen & un

“volumen de 0,5 cc aproximadamente,

74 glicerol sl 15 % en lecho homogeneizada se mantiene durantel

15 ninutos a 1-890.'Después.se agregen 0,165 cc adicionales
' rlodo adicional de 15 minutos, después de lo cual se reali-

" za une tercers adicién de glicerol (0,165 ce) a la mezcla,

. Se seleccionan unas muestras para inseminacién entre la po

das de esperme se congelan después profundemente utilizando

tacién dentro de las columnas de gradiente de densidad du

rénte 1 & 4 horas (6ptimo, 2,5. horas) y después, con una,

porciones retiradas de las partes superiores e inferiores

R

" También se separan unas fracciones de esperma miztas
de las porciones centrales de la columna. Todas las MU.E S
+tras de esperma son después sometidas a recuento del ndma-
ro de espermas, utlllzando_un procedimiento normal con un
hema citémetro, E o _ ‘

. Una mezcla de fracciones separadas de esperme relat1~

vements puro (0,5 ce) y una peguefia cantidad (0,165,cc) de

de glicerol y la mezcla se mantiene a 1-8°C durante un pe-

blacmén de espermas en el fondo del tubo que representa me

nos del 4,5 % de la poblaclén total. Las muestras recogl—
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procedimientos normales como los practicados hebitualmente

'en la industris de 1& inseminacién artificial,

 frlo y se utilizan en la inseminacién artificial de mamifet.
.ros hembre. Por ejemplo, las vacas en celo se inseminan pox
. procedimientos normales con 1 a 2 cc conteniendo como mini

eibn)e Ia pureza del esperma, determinada por ensayos de

" eritos

_ . DABLA II
gggggg : Pecha de inseminacién | Regultado
1 A5 ®
2 6-VI-67 H
3 27-I-68 " | | H.
4 6-TI-68 | H
5 23-VII-68 H
6 24-VII-68 .=
7 24-VII-68 H
8 27~VII-68 % M x 2!
g - 1-VIII~68 ** H x 2°
10 4-VIII-68 | H
11  6-VIII-68 M
12 7-VIII-68 H.
13 ' 8-VIII-68 M

-29 -

378413

Cusndo 68 necegario, las nuestras de esperma prepara~

das en la forma descrita ge sacen de su almacenamiento en

mo -de ﬁO a 20 millones de espermas (antes de la congela~
laboratorio, es superior al TO % con ei procedimienté des-
Del total de vacas, quedaron 13 prenadas y sus fetos

fueron matados y examinados deupués de 60 dias aprom1mada~

mente, con los resultados mostrados en la Tabla_II.

% egta muestra fué utllizada en 2 vacegs y cada una de ellaw
, produao un ‘ternero.

en’esta prueba, se obtuvieron 2 terneras gemelas.
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Anallzando los resultados, la Prueba 8 fud tratade

como gl se hubiera producido un ternero y 1la Prueba 9 fud

,tratada como sl se hubiera producido une solea ternerse. De-

be dbservarsé que ge esperaban 13 .terneras y que realmen~

: te se obtuvieron 10 terneres ¥ 3 machos. Egto representa
‘una desv;acién estadist camente significativa de la rela_

cién normal de gexos en las vacas.

“En resumen, 1a Patente de Ihvenoién que se solicita

;zdeberé recaer sobre las siguientes'
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No. 7%78.413

RETVINDICACIONES

1. Método y aparato para regular el sexo de
l1a descendencia en los memifercs mediante fraccionamiento
del esperma, a utilizar preferernemente en la cria indus-
trial del ganado , cuyo método consiste en enfriar una
mezcla del esperma y un medio nutritivo para inmo¥%ilizar
sustancialmente el esperma; e introducir la mezcls en un
medio de separacién que comprende un medio nutritivo; cuyo

método se caracteriza esencialmente porque el medio de se-

paracidén tiene una densidad no-uniforme, teniendo una parte
del medio de separacidén una densidad sustancialmente igual
a2 la densidad de la mezcla, por introducir dicha mezcla
dentro de dicha parte del medio de separacidn y permitir
la separacidén del esperma y la suspensidén del mismo a
diferentes niveles en el medio de separaciédn.

2. Método segin la reivindicacidn 1, carac-
terizado porque el medio de separacidén tiene un gradiente
de densidad uniforme en el que la densidad més baja se en-
cuentra en la parte superior y la densidad més elevada se
enuuentra en la parte inferior y en el que preferiblemen-
te la mezela se introduce en un punto intermedio en el
gradiente de densidad de forma que el esperma menos denso
ascienda y el es;erma mas denso descienda en el medio de
separacidn.

3, Método segin las reivindicaciones 1 o 2,
caracterizado porque el medio de separacidén es sometido a
una presidén de gas negativa, preferiblemente mediante un
vacio de hasta 50,8 cm de mercurio, especialmente alrede-~
dor de 38 cm de presién de mercuio, para reducir la densi-

dad aperente del esperma con respecto al medio de separa~-

_POOR.
~ QUALITY
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racién o en el que el medio de separacién es sometido a
una presidén de gas positivo para aumentar la densidad apa-
rente del esperma con respecto al medio de separacidn.

4... Método segin. cualquiera de las preceden-

tes reivindicaciones, caracterizado porque el esperma es

de primates, preferiblemente humanos, ganado vacuno, cer-
dos, ovejas, conejos, bhifalos, cabras, perros, gatos o
caballos.

5. Métode segin cualquiera de las preceden-
tes reivindicaciones, caracterizado porque todas las por-
ciones del medio de separacidn tienen una densidad de 1701
a 1,15 g/cc a 02C. |

6. Método segin cualquiera de las preceden-
tes reivindicaciones, caracterizado porque el esperma es
sepando durante 0,5 a 24 houras, ¥y preferiblemente durante
alrededor de 2,5 horas.

7. Aparato para llevar a cabo el método de la
reivindicacidon 1 del tipo gue incluye una columna sustan-
cialmente vertical para contener el medio de separacidn,
cuya columna esté rodeada por un dispositivo de enftiamien-
to y provista de una conexién o entrada coﬁtroladn a véalvu-
la en su parte inferior; caracterizéndose dicho aparato
porque la columna estd provista de una entrada o tomas con-
trolads por véalvula y adyacente a su altura mediz para la
introduccidén del esperma en un medio nutritivo, y porque
dicho aparato incluye un dispositiveo de alimentacién pro-
porcional que regula el paso del medio de separacidén de sus
depdsitos respectivos pars medios de separascién de diferen-
tes densidades a la columna y porque comprende dispositivos

de extraccidn de fracciones controlades del esperzmo dispue
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sobre la columna por encima y por debajo de labcitada toma.

8. Aparato segun la reivindicacidén 7, carac-
terizado porque comprende unos manipuladores que actuan
los dispositivos de extraccidén de fracciones y una levas
adyacentes a la columna que gobierna los manipuladores.

9. Aparato segin la reivindicacién ? 0 8, ca-
racterizado porque los dispositivos de alimentacién indi-
cados incluyen una polea que soporta un cable unido a los
citados depésitos, unos tubos situados entre l¢s depdsitos
¥ una cémara de mezcla y un dispositivo propulsor para la
polea para elevar y descender respectivamente los depdsitos
con respecto a la camara de mezcla que estéan conectados a
la conexidn situada en la parte inferior de la columna.

10. Aparato segin la reivindicacién 9, carac-
terizado por comprender un tercer depésito para el medio
de separacidn, cuyo depbsito presenta una conexidn contro-
lada por vélvula y enlazada con la conexidén situada en la
ﬁarte inferior de la columna,

11. Se reivindica por ltimo como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solici~
ta: "METODO Y APARATO PARA REGULAR EL SEXO DE LA DESCENDEN
CIA EN IOS MAMIFEROS MEDIANTE FRACCIONAMIENTO DEL ESPERMA".

Todo conforme queda descrito y reivindicado en
la presente Memoria descriptiva que consta de treinta-y-tre
péginas mecanografiadas y dibyjos adjuntos.

Madrid, 9 Abrjl 1970

ul
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