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RESUMEN

La determinaci6n del sexo de embriones bovinos
pre-transferencia a receptoras,por el metoda de
amplificaci6n "IN VITRO" de secuencias espedficas
de ADN se acredita hoy como la tecnica que permile
alterar la proporci6n sexual 1:1 en sistemas de pro­
ducci6n pecuaria.En nuestro pais hemos realizado una
primera comunicaci6n en la determinaci6n del sexode
embriones bovinos porel metoda de peRoptimizando
1a tecnica para biopsias embrionarias.Con el objetivo
decontrolar la viabilidad de los embriones biopsiados
y la confiabilidad del metodo, en este trabaja se pre­
sentan 3 experiencins realizadas en diferentes Centros
de Transfcrencia de Embriones de nuestro pais.

Se biopsiaron en total 16 embriones bovinos
obtenil~ndose (60' /109), todos ellos transferidos a re­
ceptoras sincronizadas. Se discutcn los porcentajes
de gestaci6n de los embrioncs biopsiados (25"10) frente
a aquellos embriones enteros gestantes (46'Yo). L.,
confiabilidad del metoda se acentu6 al nacer 2terneras
normalescon sexo predelerminado por la melodologia
del PCR, siendoestos los primeros obtenidoscn el pais
por este metodo.

SUMMARY

Sex determination of bovine embryos prior 10

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
detemlination.Embryonic cells, were taken out from
pre transfer bovine embryos belonged to different
Centre of Embryos Transfer.

16embryos wercbiopsied (60' /109) and all of them
were transfered in syncronised receptors.Percentage~

of gestation of biopsied embryos (25%) compared to
complete embryos transfered (46°/.,) are discussed.

The accurancy of the method was confirmed with
the boming of 2 normal female-<:alves.

INTRODUCCION

La alteraci6n de la proporci6n
sexual 1:1 en bovinos, ha creado
expectativas ccon6micas que han
revolucionad 0 d iversas tecnologias
deavanzada en producci6n animal.
Este desequilibrio podnl ser incor­
porado a sistemas de producci6n

una vez que las tecnicas sean opt i­
mizadas en su totalidad. (lO).La
separaci6n de fracciones de
espermas viables con cromosomas
X e V, y el diagn6stico de sexo de
embriones previoa su transferencia
en vacas rcceptoras (metodos
invasivos y no invasivos) son
algunos de los desafios que se han

planteadoen tecnicas b iotecno--l6gi­
cas de la reproducci6n animal con
d fin de alterar la proporci6n sexu­
al en animales de interes pecuar­
iO.(3, to).

Tecnicas inmunol6gicas (2),
citogencticas (13) y molcculares
(5,9,1l,12,14,20) se trataron de
maximizar a1 tener en cuenta los
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siguientes para metros: liempo, cos­
Io, confiabilidad de los resultados,
sienrlo las tecnicas deamptificaci6n
"in vitro" del ADN, conocida como
peR (polymerase chain reaction)
las que hoy mundialmente se utili­
zan para el sexado de embriones.
En la industria de I" GCIllHica y 13
Transferencia de Embriones. el
tiempo cs un parametro muy valo­
rado. ya que es posiblc 1a inter­
rupci6n de las gestaciones de sexo
no dcseado en dependencia con la
rapidez con que se entreguc cl re­
sultado. Por otro lado la determi­
naci6n del scxo de embriones pre­
transferencia. valo-riza la gestaci6n
tanto para el mercadocomo para la
pianiIicaci6n productiva y genet i­
ea del esla-blecimiento.

Actualmente ex islen diversos
pligonucle6tidos especificos del
.-romosoma Y, que pueden ser
Iltllizados en el diagn6stico de sexo
(1,5,11,20),

En nuestro pals, las primeras
experiencias en determinaci6n del
sexo de embriones bovinos pre­
transferencia porelmctodo del PCR
se realiz6 en el Centro de Trans­
ferencia de Embriones San Alberto,
optimizada esta experiencia en un
tiempo de 7 hs. (15,16). Se Irabaj6
con muestras de ADN entre 5 y
SOpg/L.ampi ificandose eIsegmen­
10 nucleotfdico marcado por el par
de primers BRY.1, de 307pb.
(5,19,20,21).

Con el prop6sito de: a) realizar
[os primeroscon troles de viabilidad
de los embriones biopsiados y, b)
acentuar [a confiabilidad del
metodo, se planteD realizar 3
experiencias en determinaci6n del
sexo de embriones bovinos. pre­
transferencia en vacas receptoras
sincronizadas. Estasexperienciasse
realizaron entre e[ Equipo de

Genctica y Reproducci6n Animal
de la Facultad de Velerinaria y dos
Centros de Transferencia de
Embriones de nuestro pais. Camo
muestras control para cada una de
lasexperienciasse tam61a gestaci6n
de transferencias de embrianes
enteros. La viabilidad del embri6n
implanlado y el diagnoslico desexa
rea[izado por PCR, son canl ralados
respectivamente par ultrasonogra­
fia lineal del fela y par la abtenci6n
del producto final en las pariciones.

MATER/ALES Y METOD05

Se realizan 3 experiencias de
sexado de embriones bovinas- por
obtenci6n de biopsias- previo a su
transferencia en receptoras.EI
disena experimental para este
trabajo consta de 2 eta pas:
a)preparaci6n del material a
procesar par la meladologia del
PCR; b) ampiHicaci6n "in vitro" de
secuencias especificas del cromo­
soma Y.

La primeraetapa,quesecumple
en cl Centro de Tmnsferencia de
Embriones, tiene por finalidad la
obtenci6n de embrianesen estadios
de morula compacta y blastocisto
lemprano . En cada una de las 3
experiencias se mantuvieran 2
muestras: una conIrol (I ransferencia
de embriones enteros), otm a sexar
(Iransferencia de embriones biap­
siadas).

Prwaraci611 de la Douatlte
Se real iza de I" siguiente manera:

a) superovulaci6n con 44 mg. como
dosis total de FSH-p • ,durante 4
dias. Se inyecta 2dosisdecrecientes
con intervalos de 12 hs. habiendo
comenzadocon una dosis inicial de
14 mg.; b) inducci6n del.celo con
PGF2cx" a las 48 hs. de iniciado el
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tralamiento de FSH-p; c) insemi­
nacion artificial a las 48 hs. de la
PGF2cx.Se realizan dos servicios
aplicandose 2 dosis, una cada 12hs.
Los embriones se recuperan al dia
6-7 del celo de la donante.5e
obtienen biopsiasentre4 y 20celulas
de morulas compaclas y blasto­
cislos. La biopsia de blastocislo se
obtiene por un corle que abarca
cclulas de trofoblasto y macizo
interno. 5e utiliza un equipo
Narishigc de micromanipulaci6n
con cuchilla meUlica de 35".
incorporado a un microscopio
invertido Nikon. EI embri6n, se
mantiene en PBS··· mientras se
realiza la biopsia. Luegodeexlraida
la muestra celularcon micropipeta
de 1!JL., se agrega 10% de suero
fetal. Inmediatamenle, cada
embri6n es aspiradocon una pajuela
(0.25mLlMV), a los efectos de su
Iransferencia.La calidad del
embri6n se estable<:ede la siguiente
manera: muy buena (3) para el
embri6n casi enlero (biopsia entre4
y 8celulas); buena (2), para biopsias
entre 8 y 15 celu las; regular (1), para
biopsias entre 15 y 20 ceJulas.

Se realiza la transferencia de
cad a embri6n biopsiado, en
receploras previa mente sincroni­
zadas con la edad del embri6n
respe<:to al celo de la donante. Se
controla la gestacion a los 25 y 44
dras por ultrasonografia lineal, can
un ec6grafo con scanner modo Bde
tiempo compie to unido de un
conductor lineal de 5 MHz"",
confirmandose, a los 90 dfas por
palpacion rectal.

PrevamciOIl del AON de la
Ilfllestra CQIltrol,

Las mueslras controles para la
amplificaci6n del ADN de los em­
briones se realiza por dos metodos:

• (Allirin, JUPDIl)
.. Gludillex

... Dlilbecco's SO/llCi611 buffer-fosfalada

.... A/aka, fcilOcall/era SSD 210 OX 11, Tokio, JapOll
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a) metodo rapido desexadoa partir
de linfocilos de sangre periferica
(19) ajustando concentraciones y
lavados celulares y, b) metodo de
aislamiento de ADN a partir de
sangre entera.
Mftodo rtivjdo de a is!am jell toAON
a vartjr de U,,{odtos

p ~

Se aislan Iinfodtos por
centrifugaci6n en gradiente de
densidad de Ficall Isopague (1000
rpm,lO min.), diluyendolos en PBS
(pH. 7.4) a una concentracion de
SOOO celulas/mL. (2.5mL.sangre +
2.5mL. PBS+ 2.5mLFicoU). Se lavan
Sllcesivas ve("es en PBS (10mL.)
realizandose un ultimo lavado con
lxPCRbuffer (pH 8.4) (SO mM KCI,
10 mM Tris/HCl pH 8.4, 1.5 mM
MgCl2,0.01%gelatina). Lascelulas
se diluyeron en 151-11. lxPCR
buffer.(7).
AjslamielltQ de ADN a vartir de
Saugre elltera

Se diluye 50 Ill. de sangre entera
en 5oo}.ll T.E. (10 mM Tris CI; ImM
EDTA, pH 8.0), luegodeccntrifugar
a 13.000 G/IOseg. Se resllspendecl
sedimento en 0,5 mL de T.E. con
vortex. Se repite 2 veccs y se
resllspende el sedimento final en
100 I-IL de buffer K (0.5%Tween 20,
100 g/mLde 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
ilL. de ADN para amplificar, como
muestra control positivo.
M¢todo de PeR

Las biopsias obtenidas se
procesan de acuerdo al protocolo
de SchrOeder y coL, (19) utilizando
tubas de O.5mL. dependiendo este
del modelo del ciclador termico.La
amplificacion del fragmento de
ADN (307pb) f1anqueado porel par
de primers especifico del crOffiO­
soma Y, BRY.l (4) se realizo con el

• Perkin-f/ll/crICetlis
... Biometra

Kit de Gene AmpliTag".
Las biopsias entre 4 y 20 celulas

se introducen a tubos de micro­
centrifuga conteniendo 1OI-ILde 1.5
x buffer~PCR, cubriendose luego,
con aceite mineral (50J.lL) para evita r
la evaporaci6n.

Se realiza el aislamiento del
ADN de la biopsia, sometiendocsta
a la accion de 5L de proteinasa K
(4oollg/mL.). Luego de incubar, a
37"C durante I hr. se procede a la
inactivaci6n de la proleinasa a 94"C
(15 min.).

Posteriormente, se desnatura~

Iiza el ADN de la muestra a 9S''C (2
min.) llevandose, inmediatamente
a -20"C. Se incorpora, a cada
muestra, 1O~L.de la soludon
mezela,(50mM KCl, 10mM Trisl
HCl pH 8.4, 1.5mM MgCI2, 0.01%
gelatina, 5pmols de cada primer,
200mM decadadNTPyO.6V Ampli
Taq DNA polimeras.1) obleniendose
un volumen lotal de 25}.1L.

Las muestras se someten a un
cielador termico·", a efeetos de
comenzar la amplificacion.La
desnahlralizaci6n, hibridacion y
extensi6n se obtuvo al programar
la maquina con 40 cielos de: 94"C
(60 ,og); 56"C (30 ,og); noc (60
seg.), precedido de una desnatu­
ralizaci6n de 94"C (3 min.) y
finali7...ando con una extension de
72"C (5 min).

Se mantuvieron las muestras a
4"C hasta su analisis en corridas
electroforeticas (90V,45mA) en gel
de agarosa (1.4"10), tenido con
bromurodeetidio(O.5}.1g/mL). Las
bandas, producto de la hibridiza­
ci6n del par de primers, seobservan
con luz ultravioleta (transilumi·
nador). Como control de la corrida
electroforetica de las muestras
embrionarias y muestras controles
de sexo, se utiliza el marcador de

.... lAdder

peso molecular, DNA 123pb" por
presentar tina amplia escalera de
peso molecular dando mayor
seguridad a la interpretaci6n del
resultado.

RESULTADOS

Se procesan 16embriones para
diagn6stico de sexo pre-trans­
ferencia.(Cuadro 1 y 2). La calidad
del embri6n y evaluadon se realiza
segt'in escala descripta.

Experimento 1. Se realizan
biopsias a 4 embriones, pre­
transferencia. La biopsia ineluyede
7 a 15 celulas (X=10,3)
determinandose el sexo de los
embriones por PCR (1M Y3H ). Se
diagnostica un.. gestaci6n (25%)
correspondientea un embrion hem·
bra, (Cuadro 1). En esrnexperiencia
se transfieren 5 embriones enteros,
a efectos de contralar la viabilidad
de los embriones biopsiados .Se
obtienen3 preneces (60%). (Cuad ro
2).

Experimento 2. Se procesan para
el sexado, 9 morulas compactas de
calidad 2y3, obtenicndose biopsias
entre 4 y 15 celulas (X=9.33).

De los 9 cmbriones, 4 fueron
diagnosticados como machos, aJ
dar positiva la banda de hibridiza­
cion del primer BRY.l. Se obtiene
una sola gestacion de los embrio­
nes biopsiados (11.1 %) (Cuadro 1).
Se Iransfieren 24 embrionesenteros
obtcnicndose un 41°/" de gestacion.
(Cuadra 2).

Experimento 3. Sc rcalizan 3
biopsias entre 10 y 20 celulas. (X'
=10.5). EI sexo diagnosticado al
aplicarel metodode PCR fue de un
macho. En la figura 1 se observan
los resultados de esla experiencia.

EI pocillo 2 muestra la hibrid­
izacion del parde "primers" BRY.l,
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Fig. 1: ReSlIltndo del sexndo de embriolles por peR.
Po'ciflo 1. Mnrcador DNA (123pb, LAdder). PociUo 2 y 3 ADN de sexo cOllocido
(Cly9 ). Pocillo4, 5, 6,. ADN de ClllbriOl/CS dingllosticndos como (CI,9,9),Pocillo
7. Mnrcndor DNA (123pb, LAdder).

Cuadra N° 1

SEXAJE DE EMBRIONES POR peR

N" Emhri6n N" eel. Sexo Gestaci6n
Exper. biops. biops. M H 44 dias

1 4 x=1O.3 1 3 1(25%)
2 9 x=9.33 4 5 1(11.1%)
3 3 x=10.5 1 2 1(33%)

Cuadra 2

VIABILIDAD DE EMBRIONES BIOPSIADOS
RESPECTO A LOS ENTEROS

Exp. Embr. Calidad E. Imp!. Ges· E. ImpL Geslaci6n
N" biops. E. Imp!. N" ci6n 44d. Enleros E. enteros

1 4 Z-3 4 1(25%) 5 3(60%)
Z 9 Z-3 9 1(11.1%) Z4 10(41%)

3 3 1-Z 3 1(33%) 4 2(50%)

ulilizado como control de las mues­
tras de ee1ulas embriona rias (mues­
tras4,S,6).Sedetecta una banda a 1a
altura de 307pb en la mucstra 4,
conlrolada por las bandas de 369 y
246dcl marcador "123bp DNA lad­
der" (Muestras I y 7).

La muestra embrionaria 4, de
macho, corresponde a 10 celulas.
De los embriones biopsiados
transferidos sc detecta 1 gestaci6n
(33%).(Cuadro I).

A Sli vez, se transfieren 4
embriones enteros ,comocontrol de
gestaci6n diagnoslicandose un 50
% de gestaciones.

De las experiencias 2 y3 nacicron
2 terneras hembras; las primeras en
Uruguay y en la regi6n,
confirmandose 1a validez del
diagn6stico pre-transferencia
obtenido por el metoda de peR.

Articulo Original

DISCUS/ON

Exislen alrededor de 10 secuen­
cias (11) espedficas del cromosoma
Y que se han c1onado,ademas de la
secuencia correspondiente al gene
ZFX/Z.."'Y (1,14). Este gene se en­
cuentra ubicado en el brazo corto
del cromosoma Y de lodos los
mamiferos piacentarios, en ho­
mologia con el cromosoma X. EI
lISO de este par de primer para el
sexadodeembriones tiene la ventaja
de determinar ambos sexos(O" y 9)
pero, para qucestoocurra sedeben
realizar cortes con enzimas de re­
striccion y construir un "nested
primer" (14). EI oligonuc1e6tido
utilizado en nuestros trabajos de
determinacion del sexo (15,16,17)
tiene la particularidad de no ser un
gene 0 fragmento de este, propio
del macho bovina (6), sino una
secuencia nuc1eotidica repetida es­
pecifica del cromosoma Y conser­
vada en Iii evolucion (9) que flan-

V.E"Jr.E".JR:..7llVA.lRJ£A,. •
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quea un fragmento de 307pb y que
hibridiza en bovinosespe<:ialmente
en la zona cereana al centr6mero
del cromosoma Y (19). Este primer
entonces puede ser utilizado para
la determinaci6n del sexo de otras
especies empa-rentadas con el bo­
vino (9). La amplificaci6n del ADN
de celulas embrionanas bovinas,
con la incorporaci6n dceste primer
a la solud6n de amplificaci6n nos
ha resultado confiable para la de­
terminacion del sexo macho, pre­
transferencia en receptoras. Los
resultados ablenidos de la
amplificacion "in vitro", contro­
lados por ultrasonografia lineal y
nacimiento de terneros apoyan
nuestros resultados primarios. Sin
embargo, la confiabilidad del
metodo la podremos presentar a
nuestro medio al optimizar, para
biopsias embrionarias, las amplifi­
caciones realizadas con primers
autas6micos conjuntamente can
aquel especlfico de sexo macho.
Estas experiencias se han
optimizado en sangre enlera para
diagnosticar Freemartms (8).

Con respecto al Iiempo que in­
sume el sexado, par,imetro este
imporlanle ya que el productor
necesita el diagn6stico 10 anles
posible para continuar 0 no con la
transferencia, este se regula con los
ciclos de amplificaci6n (desnatu­
raUzaci6n, hibridizaci6n y exten­
sion),habiendose reducido a 2hs.
30 min (16) con una confiabilidad
del 100% para el sexo macho.

Con respecto a los porcentajes
de gestaci6n de embriones
biopsiados frente a los enteros
(Cuadro 2) el porcentaje mayor se
dio en la Experiencia 3, a pesar de
responder tambien al mayor
promedio de celulas bi.opsiadas.

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

metodo-Iogla.
Sin embargo, es conocido que

para casos de gestaci6n de demiem­
briones (spJilling), sexados por
metodos invasivos, el numero de
celulas de las biopsias incidiria so­
bre el porcentaje de gestaci6n asi
como se ha reportado en
experiencias de sexado por metod os
invasivos (5,12).

Por 10 expuesto consideramos
que, con e1 numero de embriones
que hemos trabajado, en estas 3
experiencias no es posibIe saca r aun
conclusiones de c6mo afecta el
ntlmero de celulas de la biopsia el
porcentaje de gestaci6n. De cual~

quier manera pensamos que, hem­
os logrado superar e1 primer es­
calon y, siendo una metodologia
que Olundialmenteseesta utilizan­
do, nos comprometemos a :

a)mejorar la calidad de lasbiop­
sias; b)mejorar la confiabilidad del
diagn6stico de la hembra; c) mejo­
rar el porcentaje de gestaci6n.
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