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RESUMEN

La determinacion del sexo de embriones bovinos
pre-transferencia a receptoras,por el método de
amplificacion “IN VITRO” de secuencias especificas
de ADN se acredita hoy como la técnica que permite
alterar la proporcion sexual 1:1 en sistemas de pro-
duccion pecuaria.En nuestro pais hemos realizado una
primera comunicacion en la determinacion del sexo de
embriones bovinos por el métodode PCR optimizando
la técnica para biopsias embrionarias.Con el objetivo
de controlar la viabilidad de los embriones biopsiados
y la confiabilidad del método, en este trabajo se pre-
sentan 3 experiencias realizadas en diferentes Centros
de Transferencia de Embriones de nuestro pais.

Se biopsiaron en total 16 embriones bovinos
obteniéndose (60°/109), todos ellos transferidos a re-
ceptoras sincronizadas. Se discuten los porcentajes
de gestacion de los embriones biopsiados (25%) frente
a aquellos embriones enteros gestantes (46%). La
confiabilidad del método se acentud al nacer 2 terneras
normales consexo predeterminado por la metodologia
del PCR, siendo estos los primeros obtenidos en el pais
por éste método.

INTRODUCCION

SUMMARY

Sex determination of bovine embryos prior to
transfer, by DNA amplification of specific sequences of
Y chromosome is widespread as a technique that alter
the sex-proportion 1:1 in animal farms.

In our country we presented a first communica-
tion about sexing of bovine embryos with the PCR
method.With the purpose to control the viability of
sex-embryos and the accurancy of the method, we
have presented in this paper 3 experiencies of sex
determination.Embryonic cells, were taken out from
pre transfer bovine embryos belonged to different
Centre of Embryos Transfer.

16 embryos were biopsied (60°/109) and all of them
were transfered in syncronised receptors.Percentages
of gestation of biopsied embryos (25%) compared to
complete embryos transfered (46%) are discussed.

The accurancy of the method was confirmed with
the borning of 2 normal female-calves.

La alteracion de la proporcion
sexual 1:1 en bovinos, ha creado
expectativas econémicas que han
revolucionado diversas tecnologias
deavanzadaen producciénanimal.
Este desequilibrio podra ser incor-
porado a sistemas de produccién

una vez que las técnicas sean opti-
mizadas en su totalidad. (10).La
separacion de fracciones de
espermas viables con cromosomas
X eY,y el diagnoéstico de sexo de
embriones previoasu transferencia
en vacas receptoras (métodos
invasivos y no invasivos) son
algunos de los desafios que se han

planteadoen técnicasbiotecno-logi-
cas de la reproduccién animal con
el fin de alterar la proporcion sexu-
al en animales de interés pecuar-
i0.(3,10).

Técnicas inmunolégicas (2),
citogenéticas (13) y moleculares
(5,9,11,12,14,20) se trataron de
maximizar al tener en cuenta los
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siguientes parametros: tiempo, cos-
to, confiabilidad de los resultados,
siendo las técnicas deamplificacion
“invitro” del ADN, conocida como
PCR (polymerase chain reaction)
las que hoy mundialmente se utili-
zan para el sexado de embriones.
En la industria de la Genética y la
Transferencia de Embriones, el
tiempo es un parametro muy valo-
rado, ya que es posible la inter-
rupcion de las gestaciones de sexo
no deseado en dependencia con la
rapidez con que se entregue el re-
sultado. Por otro lado la determi-
nacion del sexo de embriones pre-
transferencia, valo-riza la gestacion
tanto para el mercado como para la
planificacion productiva y genéti-
ca del esta-blecimiento.

Actualmente existen diversos
oligonucledtidos especificos del
cromosoma Y, que pueden ser
utilizados en el diagnéstico de sexo
(1,5,11,20).

En nuestro pais, las primeras
experiencias en determinacion del
sexo de embriones bovinos pre-
transferencia porelmétododel PCR
se realizo en el Centro de Trans-
ferencia de Embriones San Alberto,
optimizada esta experiencia en un
tiempo de 7 hs. (15,16). Se trabajo
con muestras de ADN entre 5 y
50pg/L.amplificandose el segmen-
to nucleotidico marcado por el par
de primers BRY.1, de 307pb.
(5,19,20,21).

Con el propésito de: a) realizar
los primeros controles de viabilidad
de los embriones biopsiados y, b)
acentuar la confiabilidad del
método, se planteé realizar 3
experiencias en determinacion del
sexo de embriones bovinos, pre-
transferencia en vacas receptoras
sincronizadas. Estas experiencias se
realizaron entre el Equipo de

Genética y Reproduccién Animal
de la Facultad de Veterinaria y dos
Centros de Transferencia de
Embriones de nuestro pais. Como
muestras control para cada una de
lasexperiencias setomé la gestacion
de transferencias de embriones
enteros. La viabilidad del embrion
implantadoy el diagnosticode sexo
realizado por PCR, son controlados
respectivamente por ultrasonogra-
fia lineal del feto y por la obtencién
del producto final enlas pariciones.

MATERIALES Y METODOS

Se realizan 3 experiencias de
sexado de embriones bovinos- por
obtencion de biopsias- previo a su
transferencia en receptoras.El
disefio experimental para este
trabajo consta de 2 etapas:
a)preparacién del material a
procesar por la metodologia del
PCR; b) amplificacién “in vitro” de
secuencias especificas del cromo-
soma Y.

La primera etapa, quese cumple
en el Centro de Transferencia de
Embriones, tiene por finalidad la
obtencion de embrionesenestadios
de morula compacta y blastocisto
temprano . En cada una de las 3
experiencias se mantuvieron 2
muestras: unacontrol (transferencia
de embriones enteros), otra a sexar
(transferencia de embriones biop-
siados).

ion de la Donan

Serealizadelasiguiente manera:
a) superovulacion con 44 mg. como
dosis total de FSH-p * ,durante 4
dias. Seinyecta 2 dosis decrecientes
con intervalos de 12 hs. habiendo
comenzado con una dosis inicial de
14 mg. ; b) induccién del celo con
PGF20** a las 48 hs. de iniciado el

tratamiento de FSH-p; c) insemi-
nacion artificial a las 48 hs. de la
PGF20.5e realizan dos servicios
aplicandose 2dosis, unacada 12 hs.
Los embriones se recuperan al dia
6-7 del celo de la donante.Se
obtienenbiopsiasentre4y 20células
de morulas compactas y blasto-
cistos. La biopsia de blastocisto se
obtiene por un corte que abarca
células de trofoblasto y macizo
interno. Se utiliza un equipo
Narishige de micromanipulacion
con cuchilla metdlica de 35Y,
incorporado a un microscopio
invertido Nikon. El embrién, se
mantiene en PBS*** mientras se
realiza labiopsia. Luego deextraida
la muestra celular con micropipeta
de 1pL., se agrega 10% de suero
fetal. Inmediatamente, cada
embriénesaspirado con una pajuela
(0.25mL.IMV), a los efectos de su
transferencia.La calidad del
embrionse establece de lasiguiente
manera: muy buena (3) para el
embrion casi entero (biopsiaentre4
y8células);buena(2), parabiopsias
entre 8y 15células; regular(1), para
biopsias entre 15 y 20 células.

Se realiza la transferencia de
cada embrién biopsiado, en
receptoras previamente sincroni-
zadas con la edad del embrién
respecto al celo de la donante. Se
controla la gestacion a los 25 y 44
dias por ultrasonografia lineal, con
un ecografo con scanner modo Bde
tiempo completo unido de un
conductor lineal de 5 MHz****,
confirmandose, a los 90 dias por
palpacion rectal.

aracion d
muestra control.

Las muestras controles para la
amplificacién del ADN de los em-
briones se realiza por dos métodos:

* (Antrin, Japon)
** Gladinex

*** Dulbecco’s solucion buffer-fosfatada
**** Aloka, Echocamera SSD 210 DX 11, Tokio, Japin

VI W= IRIVIN A IR IA

Vol 29 N? 124 OCTUBRE - DICIEMBRE 1994




a)métodorapidodesexadoa partir
de linfocitos de sangre periférica
(19) ajustando concentraciones vy
lavados celulares y, b) método de
aislamiento de ADN a partir de
sangre entera.
Métodorapido de aislamiento ADN
a ir infoci

Se aislan linfocitos por
centrifugacion en gradiente de
densidad de Ficoll Isopaque (1000
rpm, 10 min.), diluyéndolos en PBS
(pH. 7.4) a una concentracion de
5000 células/mL. (2.5mL.sangre +
2.5mL.PBS+2.5mL.Ficoll). Se lavan
sucesivas veces en PBS (10mL.)
realizandose un ultimo lavado con
IxPCR buffer (pH 8.4) (50 mM KCl,
10 mM Tris/HCI pH 84, 1.5 mM
MgCl2,0.01% gelatina). Las células
se diluyeron en 15ul. 1xPCR
buffer.(7).

islami rtir d

n niera

Se diluye 50 pl. de sangre entera
en 500 pl T.E. (10 mM Tris Cl; 1mM
EDTA, pH8.0), luegodecentrifugar
a13.000 G/10seg. Se resuspende el
sedimento en 0,5 mL de T.E. con
vortex. Se repite 2 veces y se
resuspende el sedimento final en
100 pL. de buffer K (0.5%Tween 20,
100 g/mL de proteinasa K). (7). La
digestion se realiza incubando a
56°C,45 min. e inactivando las
proteasas a 95°C,10 min. Se utiliza 2
pL. de ADN para amplificar, como
muestra control positivo.
Método de PCR

Las biopsias obtenidas se
procesan de acuerdo al protocolo
de Schroeder y col., (19) utilizando
tubos de 0.5mL. dependiendo éste
del modelo del ciclador térmico.La
amplificacion del fragmento de
ADN (307pb) flanqueado porel par
de primers especifico del cromo-
soma Y, BRY.1 (4 ) se realizo con el

Kit de Gene AmpliTaq*.

Las biopsias entre 4 y 20 células
se introducen a tubos de micro-
centrifuga conteniendo 10pL de 1.5
x buffer-PCR, cubriéndose luego,
conaceitemineral (50pL) paraevitar
laevaporacion.

Se realiza el aislamiento del
ADN delabiopsia, sometiendoésta
a la accion de 5L de proteinasa K
(400pg/mL.). Luego de incubar, a
37°C durante 1 hr. se procede a la
inactivaciéon de la proteinasaa 94°C
(15 min.).

Posteriormente, se desnatura-
liza el ADN de la muestra a 95°C (2
min.) llevandose, inmediatamente
a -20"C. Se incorpora, a cada
muestra, 10pL.de la solucién
mezcla,(50mM KCl, 10mM Tris/
HCI pH 8.4, 1.5mM MgCl2, 0.01%
gelatina, 5pmols de cada primer,
200mMdecadadNTPy0.6U Ampli
Taq DNA polimerasa) obteniéndose
un volumen total de 25 ul.

Las muestras se someten a un
ciclador térmico*, a efectos de
comenzar la amplificacién.La
desnaturalizacion, hibridacion y
extension se obtuvo al programar
la maquina con 40 ciclos de: 94°C
(60 seg); 56°C (30 seg); 72°C (60
seg.), precedido de una desnatu-
ralizacion de 94°C (3 min.) vy
finalizando con una extension de
72°C (5 min).

Se mantuvieron las muestras a
4°C hasta su analisis en corridas
electroforéticas (90V,45mA) en gel
de agarosa (1.4%), tefiido con
bromurodeetidio (0.5pg/ml..). Las
bandas, producto de la hibridiza-
ciéndel parde primers, se observan
con luz ultravioleta (transilumi-
nador). Como control de la corrida
electroforética de las muestras
embrionarias y muestras controles
de sexo, se utiliza el marcador de

* Perkin-Elmer/Cetus
** Biometra

*** Ladder
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peso molecular, DNA 123pb* por
presentar una amplia escalera de
peso molecular dando mayor
seguridad a la interpretacion del
resultado.

RESULTADOS

Se procesan 16 embriones para
diagndstico de sexo pre-trans-
ferencia.(Cuadro 1y 2). La calidad
del embrién y evaluacion se realiza
segtin escala descripta.

Experimento 1. Se realizan
biopsias a 4 embriones, pre-
transferencia. Labiopsiaincluyede
7 a 15 células (X=10,3)
determinandose el sexo de los
embriones por PCR (1M y 3H ). Se
diagnostica una gestacion (25%)
correspondiente a un embrién hem-
bra, (Cuadro 1). Enesta experiencia
se transfieren 5 embriones enteros,
a efectos de controlar la viabilidad
de los embriones biopsiados .Se
obtienen 3 prefieces (60%). (Cuadro
2).

Experimento 2.5¢ procesan para
el sexado, 9 morulas compactas de
calidad 2y 3, obteniéndose biopsias
entre 4 y 15 células (X=9.33).

De los 9 embriones, 4 fueron
diagnosticados como machos, al
dar positiva la banda de hibridiza-
cién del primer BRY.1. Se obtiene
una sola gestacion de los embrio-
nes biopsiados (11.1%) (Cuadro 1).
Se transfieren 24 embrionesenteros
obteniéndose un 41% de gestacion.
(Cuadro 2).

Experimento 3. Se realizan 3
biopsias entre 10 y 20 células. (X
=10.5). El sexo diagnosticado al
aplicar el método de PCR fue de un
macho.En la figura 1 se observan
los resultados de esta experiencia.

El pocillo 2 muestra la hibrid-
izacion del parde “primers” BRY.1,
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DISCUSION
Cuadro N” 1

Existen alrededor de 10 secuen-
SEXAJE DE EMBRIONES POR PCR cias (11)especificas del cromosoma
) B ] P . : Y que se han clonado,ademas de la
N® Embrion N" cél. Sexo Gestacion secuencia correspondiente al gene
Exper. biops. biops. M H 44 dias ZFX/ZFY (1,14). Este gene se en-
cuentra ubicado en el brazo corto
1 4 x=10.3 1 3 1(25%) del cromosoma Y de todos los
2 ? x=9.33 4 5 1(11.1%) mamiferos placentarios, en ho-
3 3 x=10.5 12 1(33%) mologia con el cromosoma X. El
uso de este par de primer para el
sexadodeembriones tiene la ventaja
Cuadro 2 de determinar ambos sexos(0" y ?)
pero, para que esto ocurra se deben
VIABILIDAD DE EMBRIONES BIOPSIADOS realizar cortes con enzimas de re-
RESPECTO A LOS ENTEROS striccion y construir un “nested
primer” (14). El oligonucleétido
Exp.| Embr.| Calidad| E.Impl.| Ges- | E.Impl.|Gestacion utilizado en nuestros trabajos de
N® biops.| E.Impl. N® cion 44d.| Enteros |E. enteros determinacion del sexo (15,16,17)
tiene la particularidad de no ser un
1 4 2-3 4 1(25%) 5 3(60%) gene o fragmento de éste, propio
2 9 2-3 9 1(11.1%) 24 10(41%) del macho bovino (6), sino una
3 3 1-2 3 1(33%) 4 2(50%]) secuencia nucleotidica repetida es-

pecifica del cromosoma Y conser-
vada en la evolucion (9) que flan-

utilizado como control de las mues-
tras de células embrionarias (mues-
tras4,5,6).Sedetectaunabandaala
altura de 307pb en la muestra 4,
controlada por las bandas de 369 y
246 delmarcador “123bp DNA lad-
der” (Muestras 1 y 7).

La muestra embrionaria 4, de
macho, corresponde a 10 células.
De los embriones biopsiados
transferidos se detecta 1 gestacion
(33%).(Cuadro 1).

A su vez, se transfieren 4
embriones enteros ,como control de
gestacion diagnosticandose un 50
% de gestaciones.

Delas experiencias2y 3 nacieron
2 terneras hembras; las primerasen
Uruguay y en la region,
confirmandose la validez del
diagnostico pre-transferencia
obtenido por el método de PCR.

Fig. 1: Resultado del sexado de embriones por PCR.

Pocillo 1. Marcador DNA (123pb, Ladder). Pocillo 2 y 3 ADN de sexo conocido
(oy?). Pocillo4,5,6,. ADN de embriones diagnosticados como (0 ,2,9), Pocillo
7. Marcador DNA (123pb, Ladder).
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quea un fragmento de 307pb y que
hibridiza enbovinos especialmente
en la zona cercana al centrémero
del cromosoma Y (19). Este primer
entonces puede ser utilizado para
la determinacion del sexo de otras
especies empa-rentadas con el bo-
vino (9). La amplificacién del ADN
de células embrionarias bovinas,
con la incorporacion de este primer
a la solucién de amplificacion nos
ha resultado confiable para la de-
terminacion del sexo macho, pre-
transferencia en receptoras. Los
resultados obtenidos de la
amplificacién “in vitro”, contro-
lados por ultrasonografia lineal y
nacimiento de terneros apoyan
nuestros resultados primarios. Sin
embargo, la confiabilidad del
método la podremos presentar a
nuestro medio al optimizar, para
biopsias embrionarias, las amplifi-
caciones realizadas con primers
autosémicos conjuntamente con
aquel especifico de sexo macho.
Estas experiencias se han
optimizado en sangre entera para
diagnosticar Freemartins (8).

Con respecto al tiempo que in-
sume el sexado, parametro este
importante ya que el productor
necesita el diagnéstico lo antes
posible para continuar o no con la
transferencia, éste se regula con los
ciclos de amplificacion (desnatu-
ralizacion, hibridizaciéon y exten-
sion),habiéndose reducido a 2hs.
30 min (16) con una confiabilidad
del 100% para el sexo macho.

Con respecto a los porcentajes
de gestacion de embriones
biopsiados frente a los enteros
(Cuadro 2) el porcentaje mayor se
di6 en la Experiencia 3, a pesar de
responder también al mayor
promedio de células biopsiadas.

La experiencia 3, es ademas
donde se ha obtenido uno de los
nacimientos de una ternera normal
con sexo predeterminado por esta

metodo-logia.

Sin embargo, es conocido que
para casos de gestacion de demiem-
briones (splitting), sexados por
métodos invasivos, el nimero de
células de las biopsias incidiria so-
bre el porcentaje de gestacion asi
como se ha reportado en
experiencias de sexado pormétodos
invasivos (5,12).

Por lo expuesto consideramos
que , con el nimero de embriones
que hemos trabajado, en estas 3
experienciasnoes posible sacaratin
conclusiones de como afecta el
nimero de células de la biopsia el
porcentaje de gestacion. De cual-
quier manera pensamos que, hem-
os logrado superar el primer es-
calén y, siendo una metodologia
que mundialmente se esta utilizan-
do, nos comprometemos a :

a)mejorarlacalidad de lasbiop-
sias; b)mejorar la confiabilidad del
diagnostico de la hembra ; ¢) mejo-
rar el porcentaje de gestacion.
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