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OBJBTIVOS 

El objetivo primario del presente trabajo, fue el de aportar 
literatura en idioma espai\ol, qt1e de a conocer aqu~llos m~todos 
creados con el fin de s~lecctonar el sexo de la descenrlencia 
durante cualquier etap.:t previa a la 1mplanta~ion di::-1 emhrjon, 
desde la gametng~nesi~ hasta po~o despu~s de la f~rtiltzacion del 
ovocito. 

El segundo objetivo fu~ el rle proporcionar a los tf!cnicos e 
tnvestigadore!'> 1m material actualizado sobrt:." el tema, indicando 
las lineas que se estan explorando, 

,, 



CAPITULO I 

I N T R o D u e e I o N 



I Ill'l'RODUCCION 

La mayor parte de estudios que pretenden hacer variar las 
proporciones naturales de los seoxos (al menos en lo que se 
refiere a los m~todos preconcepcionales) se han y se estAn 
realizando encaminados a resolver problemas en la reproducciOn 
humana. Las razones por las que el hombre ha qu~rido influir en 
la proporción sexual de su descendencia han sido muy diverslls. 
Desde las puramente sociales y culturales (aquellas parejas que 
han eonc-ebido varios hijos de sol;:imente alguno de los sexos y 
quisieran tener "por lo menos 1mo 11 del otro sexo) a las que se 
conciben en hase a un razonamiento m"s trascendente (faftlilias 
relacionadas r.on padecimientos ligados al sexo, v.gr. hemofilia) 
(Gl~rlhill. 1908; Labro y Papa, 10B4; Amann, 1989). 

La seleccibn del sexo de la desc.endenc1a ha estado en la 
mente del hombrP"" tr""vPs de su hiE<tC'.'lria. Va en el siglo V a.c. 
los filósofos giego.i:o pensaban que lo~ varon-:-s se desarrollaban en 
la parte derecha riel \\tero y las mujeres en la izquierda. Por 
ello recomendaban que, durante el acto sexual, la f11tura madre se 
recostara del lado c.orrespondiente al sexo deseado para el ser a 
engendrar tG1erJhill, lGAA; Latiro y Papa, 19A4}. Entre los 
espartacos era comfin el inf~ntic1rJ1n femenino; en la ~ctualidad, 
anAlogo a este tenemos la pr~cttra, a~n muy comón dentro de las 
explotaciones lerheras, de sar.rtfi~ar a la mayoria de terneros 
machos poco desp11es di?' nacido~. En el siglo XVIII, se pensaba que 
la mayor parre rte la desrendenr.ia ma~culina se engenrtraha por 
inflt1encia del ~e~tlct1lo dererho y, el izquierdo, tnfluia sobre 
una mayor desr.endencia riel sexo femenino. Inclusive, llPgb a ~er 
practica comtm la remociOn del test.1culo "relacionado aayormente 11 

con el sexo menos deseado para los hijo3. Añn en ~poca reciente 
(1971), Dawson {citado por Gledhill, 1988) ~firmaba que el seKo 
de los niños esta determinado por el origen del ovoctto 
(ovul;;i.t:"ión del ovario der""cho o del izquierdo para niños o nitias 
resperctvamente). Es r11r1osa la relari6n existente entre el lado 
(ñerecho o izquierdo! y el sexo l"ohre el q1.1¡;;i. se ha pensado que 
influye y l"eguramente se dehe al predominio del patriarcado en la 
m~ynr1~ d? las ~11lturas y a que la palabra rterechn {a) ha sido 
relacionad~. ~ncestralmente, con lo correcto y la izquierda ~on 
aspe~tol" n~gativos. Para ello basta con recordar algunos 
sinónimos y l"US diferentes ~ignifi~ados: dprecho: r~rto (legal, 
~orrecto, altos principios morales), diestro (h~bil), masculino; 
izquierda i=;iniest.ra (malevolencia), torcida, feltlenino ... 
(Si\c¡an, 1~85}. 

Hace unos 3n Afto~, est11dtos realizados en humanos y ratones 
e~tAhle~1eron el rol ~ritico del cromosoma Y en la determinaciOn 
sexual ~n lo~ mamlferos {Amann, 1989). Es por esto que se ha 
intentado t:>epi'lrAr lni; espermatozoides en dos pobla~iones, una que 
porre el cromosoma sex\lal X y otra que porte el cromosoma Y. 
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Alq11nos m~todos ai:;eguran haber logrado un '3-0\ o mAs de ~xito Pn 
la separación (Erirsson, 197.3; Johnson et al, 1989; Pinkel et 
al., 1982). Por desgracia ninguno de lo6m~orlos han sido I0 
Süfir.t~ntemente convincentes como para gozar de plena aceptaciOn. 

Afort\ln.:tdamente, ~l panorama rtel •1sexado 11 durante la etapa 
i:?mbrionaria es murhn m.tis alentador (v-1n Vliet ~t. al., 1989). Los 
m~todos creañoc;; ("On este fin se basan-en difE-rencias 
antig~nira~ E-ntre emlir1nnei:; "machoF .., hembras" lAnderson, 1987; 
Bonman, l~AB; warhtel, 1984), diferencias mPtabOlicas detectables 
(Epstein Pt al., 1972, 1978; Honk y Handyside, 19813; William~. 
1986) y er- añalisis cromosómiC"o (Pinkel et al., 1985; Singh y 
Hare, 1980; Yoshizawa f;'t ñl., l989a,b). - -

Las t~cniC"as de seKadO embrionario dan resultados favorables 
mas fAr.ilmente repetibles que l.:ts utilizadas para el SE'Xado del 
esperma, pero en general son laboriosas ya que primero se 
superovulan las vacas donadoras sincrontz~ndolas con las 
receptoras, despu~s habrla que recolectar a los e11briones, 
sexarlos y, por Ultimo, har.er la transferencia embrionaria. 
Seria, tal vez, mAs senrilln preparar semen sexado y utilizarlo 
en inseminación artificial. 

En el campo de la veterinaria, una t~cnica efectiva para 
controlar el sexo de l~ progenie, podrla ayudar a reducir el 
nttmero de hembras ni:?cesaria para producir el nttmero reC{l1erido de 
progenie del sexo deseado. Por ejemplo, en la industria lechera 
seria de gran utilidad poder inseminar un nt'mero de hembras 
apenas superior al porcent.=t.je de reemplazos requeridos 
normalmente (20-JS\ correspondiente al desecho anual); esto se~la 
un 30-4S\ de vacas inseminadas con semen enriqcecido en 
espf;'rmatozoides portad.ores del cromosoma X. Asi, el restante de 
los vientres podria ser ins~minado r.on semen proveniente de razas 
especializadas E-n producción de C"arne y enriquecido en 
espermatozoides Y con lo que la progenie, en su mayoria 
masculina, tendria mejor comportamiento productivo que aquellos 
novillos cuya cualidad gen~tica favorece la producción !Actea 
principalmente. Tambi~n en el ganado bovino permitirla reducir al 
maximo la inridenr.ia de intersexos (freemartinismo; Hafez, 1989; 
Garner et al., 1983; Hohri et al., 1986). La seleccibn del sexo 
de la Pr09enie serla m11ytitTI en explotaciones de reciente 
creacton en las que el m'mero de vientres sea menor al ideal ya 
que <:ie poñrian produrir m~i:; hembrEtf: para reemplazo. 

En el presente trabajo, ~demAs de los m~todos sobre el 
aexado espermAtico y sobre el sexado embrionario, se exponen 
temas sobre m~todos selectivos de concepción (v. gr. momento 
ñpt:tmo de la fertili-:.ar16n) y, por tHtimo, se plantE-an hipótesis 
recientes en <":llanto a otros caminoR para influir sobre las 
proport""icnes sex11ales de la progenii:?, pero en los que atm no se 
ha herho tnvestig~ci~n ahundante. Entre ellos, l~ disrupciOn de 
puentes citoplasmAticos y su relación con la expresiOn g~nica 
durante la espermatogtinesis y, la produccion de animales 
transg~nir.os r.on rPversic':ln seXlli'tl. 



hicieron 
a tratar 

diferentes 
artificial y 

mtls amplia 

Para la mejor compri;onsión de los capitulos se 
aclaraciones pertinentes rel~cionadas ~on los t~mas 
como: cual es la proporción sexual natural en 
especies, par~metros en las t~cnieas de inseminaci6n 
transplante embrionario y otros, dejando una visión 
sobre el valor real de las técnicas . 
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II HRTODOS SBLRCTIVOS DE COHCBPCION 

2.1 IHTRODUCCIOH 
Este capitulo trata sobre estudios que se han llevado a cabo 

principalmente en humanos. Todos eollos se caracterizan por estar 
basados en la asociacion {mediante el analista estadistico) de 
fenOmenos aparentemente poco relacionados. 1.os autores citados, 
dan algunas expliraciones"" n1VP1 fisiol6gi~o y, o<"asionalmente, 
a nivel mole~t1lar. 

Se deben hac::er alqunas acotaciones en cuanto a la 
nomenclatura a utilizar: las siglas ps significan proporcion 
sexual y psn proporciOn sexual al nac::imiento. Si despul:os de las 
siglas ps o psn se señala una fracción sin mencionarse el sexo al 
que corresponda, se esta h.:Jciendo referencia al sexo masculino. 
Es decir, si la ps a la concepción fuera de 0.61 indicarla que el 
61\ de los huevos fertilizados se desarrolla como eabriones 
machos (XY). En el argot cientifico se menc1onan dos tipos de 
tasas o proporciones sexuales, la primaria y la secundaria. La 
ps primaria corresponde a la de concepc10n (ps al •omento de 
fertilización; Yoshizawa, 1989a) y la ps secundaria correspone a 
la psn (Meickle y Drickamer, 1986; Mitra y Chowdhury, 1989). 

Aunque frecuentemente se infiere que la psn es 50:50, es 
bien sabido qui:i esta es un poco diferente y dep':'nderlli de muchos 
factores: especie animal, caracteristicas individuales, mater1al 
biolOgico estudiado (espermatozoides, embriones, crios al 
nacimiento, etc.). Por ello, es poco conveniente utilizar la P• 
teórica siendo mejor evaluar material biol6qico control del mismo 
origen y contempor~neo al tratado (Amann, 1989; Hoore y Gledhill, 
1988). En humanos la pan es aproxitnadamente de 0.515 en razas 
caucAsicas (Hoore y Gledhill, 1988; James, 1987a}. En bovinos, 
Powell et al. (1975), reportan que en la raza Hol~tein la pan es 
de 0.529;-en este estudio la psn de la descendencia de varios 
toros varió de 0.387 a 0.644. En caso de utilizar la proporción 
teórica di? SO: 50 el nt\mero requerido de observaciones se 
incrementa en mucho como a continuar.i6n se senala (Hoore '"J 
Gledhill, 1988). 

Caracteristicas del disefto experi•ental (punto de vista 
estadistico). Una parte importantisima de cualquier diseno 
experimental es la comprobact6n estadistica. Por ello, se hacen 
algunas reflexiones a este respecto antes de comenzar a hablar 
~obre los m~todo5 de selec~ibn sex11al. Hoore y Gledhill (1988), 
proponen lFtf:> carar.teriatir.as que debe tener el an&lisis 
estadistico si se desea comprobar fehacientemente la alteración o 
no de la porporción sexual por alguno de los m~todos ideados con 
este fin. 



En todo P.Xp~r1mento cabe esperar do~ tipos de error al 
interpretar los rei::ultados: el error tipo I, P.n el cual se cree 
haber logrado alterar la ps con el m~todo utilizado sin que 
hubiera tal; y el error tipo Il, en el que se reporta fracaso 
siendo q11e si es alterada la ps. La mayoría de pruebas 
estadlsttcas confieren un nivel de significancia de o.os para los 
errores tipo I y de 0.90 par.:l los errores tipo II. Esto quiere 
decir que se esperarla cometer en promedio un error tjpo I en 20 
observaciones y un error tipo 11 por cada 10 observaciones (Hoor'!." 
y Gl~dhill, 1988). 

Siempre que se quiera evaluar un ml!otodo pftra r.ontrolar la 
psn de la progen1'3', el nt1mero de observaciones necesarias estar~ 
dado por la ps obtenida con ese rn~todo. Por ejemplo, si se 
obtiene una ps de 80:20 basado en 25 observaciones, para obtener 
un 95% de confianza, se diría que la ps real es iqual o >63:37 
quedando s6lo un 5\ de probabilidades de que fuera <63:37 
(Amann, 1989}. El m'mero de observa~iones debe aumentar entre 
mAs se asemeJe la ps del grupo experimental a la del grupo 
control. Por ~jemplo, si en el grupo r.ontrol detectamos una p11 
de 55:45 y en el experimental Ps de 75:25 el nnmero de 
observaciones requeridas es de 106, pero si en el grupo 
experimental la ps fue de 60:40 se necesitan de 1748 
observaciones (Hoore y Gledhill, 1988). En el cuadro l, se 
presenta el nnmero de observaciones requeridas segñn las pe 
detectadas en e.-1 gr11po experimental y el control. 

cuadro r. Nt,mero de muestras requeridas para detectar uno 
alteraci6n significativa en la propnrc16n 
entre grupos C'Ontrol y experimental h!potHicos. 

PS grupo Proporción Rexual del grupo control 
experimental 40/61) 4 5/55 50/50 55/4 5 

45/55 1713 
55/45 202 447 1748 
65/35 75 114 190 430 
75/25 38 51 71 106 
85/15 23 28 35 45 
95/05 14 17 20 23 

Hodifir.ado d~ Moore y Gledh1ll (1988). 

Del anlllisis 
sea la ''pureza'' 
poblar.tones, el 
m~nor. 

del cuadro anterior se infiere qt1e entre 
l?n el enrtquecimient.o de cualquiera de 

nt1m1?ro de observarioni:-s requeridas es 

sexual 

60/40 

1645 
179 

61 
20 

mayor 
las 2 

mllr?ho 

Si se toma i:-n c1ti::inta que en la 1nveRtigac16n sobre estos 
m•todos difl~ilmente se puede obtener 11n ··~xíto'' mi::inor al 50%, 
nunra t:-stara de m.!ts insistir en la importancia e 
indispensabilidad un analisis estad1st1C"o "exigente" como parte 
riPl d1 RF;1ño expt?-rimental. 



11.2 MOMENTO OPTIMO DE LA FERTILIZACION 
(influencias hormonales} 

Estudio del fenbaeno en el huaano 

ovulac16n. Huchos ginecólogos manejan que el momento de la 
relacton sexual puede tener cierta infl11encta sobre el sexo del 
nuevo ser; para seI" m~s precisos, se refii?ren al momento de la 
relación sexual r.on respecto a la ovular.ton de la mujer. Existe 
gran controversia en cuanto a que sexo se VP favorecido en que 
momento del periodo fe~undo. se discute acrualmente que la 
concepc16n de ntñ•u;. aumenta si la fert1l izaciOn se lleva a caho 
cercana al momento de la ovulación y lo contrario para la 
concepctbn de un niño, respetando claro los rangos de vida viable 
de cada uno de los gametos (France et al., 1984; ,James, 1980b; 
f'l>rez '='tal., 1985; Werren y C'harnov~l978). Aunque Labro y Papa 
( 1984)-citan a varios autores que aseguran mayor concepcit:in de 
niños cerca de la ovulación. 

Si bien, para los que apoyan este m~todo, el momento de la 
ovulacion es la clave, tambien es el problema, ya que es 
sumamente dificil determinar con exactitud el instante en qlle 
esta se lleva a cabo y, por ello, el momento Optimo de la cópula 
puede ser sugerido con poca confiabilidad. Bajo este sistema la 
ovulación es estimada a poatertori en base al registro de la 
curva t~rmica del c:iclo menstrual de la mujer. se dice que es 
estimada a posterior! ya que: a) es necesario registrar la curva 
t.'1'rmica durante varios ciclos menstruales seguidos para as1 
conocer que patron de estabilidad o no presenta la mujer en caso; 
y b) la parte mas estable, en ruanto a tiempo se refiere, dentro 
del ciclo menstrual de la mujer (hay mujeres que presentan ciclos 
normales cortos desde 21 d1as y muJeres con ciclos normales 
largos de hasta 45 d1.as) es la postovulatoria, cuya duración es 
de 11 a 14 d!as comnnmente (Labro y Papa, 1984), por lo que solo 
al momento de la menstruación se puedt:o decir con alguna exactitud 
cuando SUC"edib la nvulaC"1bn inmediat.a anterior. 

Seguramente el registro de la temperatura basal de la mujer 
durante varios ciclos es un mif:>todo de eficiencia aceptable en 
lo referente a la determinacion de los d!as fertiles en la muJer 
(desde 5-7 d1as antes de la ovulacion, hastA 1-2 d!as 
postovulacion (France et al., 1984), aumentando las 
probabilidades de ~oncepcIOn y; sOlo en mujeres con ciclos 
extrernadamt:.inte regular€'s, ~f'r\c"\ de alguna utilidad para 
selPrrinnftr Pl ~PXn del futuro ser. 

~ ~~!!_H. Una manPra mas confiablP de d€'terminar el momento 
r1P lA nv11lar1nn e!; mediante la me'1iri6n de la LH. se estima que 
el alza en la LH ur1n~ria comienza aproximarlamente 32 horas antes 
rle la ovnl~C"ibn (Franr:e et. al., 19134). Est.os autores 
»n.-:-n--r,,rnn '111-" rnn~1?pr1t>n m.t\~<"tl"ta de varones si la separacibn 



entre ~l momi:::ont.o ti~ la ins~minación (coito} y la fertilización t:ios 
Mayor di?' d1a.s 1vr;;i.r f19ur.; 1). 

O macho 
• he"1brn 

lntervaio (en dh.s) entre el coito 
y la ovulaci6n/:fcrtili%OCi6n 

Figura l. Relación entre el momento de la ovular.ion (alza en la 
LH 11r1naria) y la f~rt111zRc16n con la pan de la 
pr·ng~ni~. ·romado d~ Fran<-:P !:! tl· (l~B4). 

sstudio del fen6•eno en otras especies 

Tambi~n en ntraa: i>Spl'}cies animal~i::: como el venado cola 
blanca (V~rme y ozag~, citados por Prattf 1987), el hamster 
dorado t Pratt, J 987), y en especies inf1?-riores ( Charnov y Bull, 
1989; Werr~n y 1:harnov, 1978), se han rep"rtado diferenc1aa en la 
proporción sexual al nacimiento (psn) seq~m el momento de la 
fetiliza~ión a lo largo d~l periodo receptivo de cada especie en 
particular, p~riodo que perm1t1? ~stimar r.on mayor exactitud t;"l 
momento de la ovt.11 ar.ion que en el humano. Esto ~s 
pti.rticularmente r.1€-rto en las especies monotocas ya que en las 
politocas como la c~rda y la perra las ovulaciones ne van dando 
paulatinamente {Haf~z. 1989; concannon, 2qe3) y no todas al mismo 
t:1empo; aunque siempre se puede d1 stingulr un 11periodo 
ovulatorio 11 m~s o menos c1rcun$crito {24 hora~ entre la primera y 
la 1Htima ovitlac1ones en perras) (HcDon;\ld y Pineda, 19B9}. 

en espec1Ps inferiores ~e ha observado q11e la ps puede ser 
adaptativa. En ocasionPs se invierte la psn de lor;: crios cuando 
la ps de los padres se desvia en favor de alguno de los sexos 
tWerren y t'harnov, tql'l'.t). En aves, los ovocitos de pavo no 
fectmrlado pueden desarrollarse mediante partf?nogenesis (Campbell 
y Laslt?y, 19tl5} y l~s cr1a$ resultantes son ma~hos algunos d~ los 
c:nales puecten ser ff!.rt1les (hay qu~ recordar que en av~s el sexo 
hnmocig6t1co ZZ corresponde al mi'\s~ul 1no). En mam1 fe ros no es 
t::\n claré\ trna r-P.sptti:;-sta o:\d.;pt:ttiv" pero ol ml?nos se puede sugerir 
qu~ 1~il'3rto.B f.=tctores t\mb1ent.ales {dom1nanc1a social, éopoca del 
año, d'i~pnn1hilidad de aliment.o, niveles hormonales. ~str~9, 
etr.) y f~<"Tore-s gene-ti1;"0:1;, puf:>den infhnr ~n la psn {Charnov y 
f\ull, 198'); <;omendio i?t al .• 19~0; Hohenhokl!'n, 198l; James, 
19~Qa,h; Meickl~ y Drickaiñ~r; 1986; Mitra y Chowdhury, 1989}. 



Hasta ~qui i:;e ha h<'\blario solamente de la aparente relac16n 
existente entrF- la nvulac:ton, la c0p1Jla y la psn pero no se ha 
profundizado para tratar de dar tina explicacihn causal 
(etiológica) de 1-?sta relac16n. 

Evidencias e•piricas {relaciones casuales) y evidencias 
hormonales (etiolOqicas) del ao•ento de la copula y la psn. 

Un 1nvest.19ador ingl~s de apellido James, ha real izado 
numerosas revisiones acerca de los factores que influyen en la 
psn. Debido a qt11-? este tema es mhs bien un complemento y no la 
parte principal del presente trabajo solamente se mencionan 
algunas de las relaciones casuales expuestas por James (1987a,b) 
y se res11mir~n sus <"OnC"l11s1nnef' (hipot~ttcas at,n) rtcerca de las 
relaciones causales (etiológtras), en RU mayoria hormonales. 

Entre las relaciones casuales observadas por diferentes 
autores y se~aladas por James (lqS7a,b) se tiene: 

La raza. Los orientales registran mayor porcentaje de 
varones al narimiento q11e los ~aucftsicos y ~stos que los 
negroides y a la inverso en cuanto al porcentaJe de gemelos 
diciqOticos. 

Estación del '°'ño. Los trabajos que han reportado cierta 
estacionalidad sugieren que existe un mayor nacimiento de varones 
hacia el final del verano y dismint1ye hacia el final del 
invierno. Tamb1i!<n en animales algunos traba)os reportan cierta 
estac1onalid~d. Por ejemplo, Tomar y Tripath1 (1990), en 420 
nacimientos de bftfalo Hurrah, registraron una ps 
significativam1-?nte menor en los meses de ~br11 a junio que entre 
or.tubre y marzo (. 39t.i vs . 578). 

La frecuencia en las relaciones sexuales. cuando la 
frecuencia es mayor 5€' ha observarlo aumento en la pan. James 
( 1980, 1987a,b) explica que se debe a que en estos caeos la 
fertilizar.ion se llevarla a cabo temprano dentro del periodo 
fecundo. Por eJemplo, se ha observado q11e en tiempos de qu'!'rra o 
poco despu~s de ~sta, o en reci~n casados (sobre todo en loR 
primeros meses de matrimonio) el porcentaJe de varones concebidos 
es mayC'lr que en or:ras cirr.unstancias y, es lOqico pensar, que la 
frecuencia en las relaC":iones tambi~n hay~ sido mRyor. 

GemE'los rlic1gotiC":OS y sus hermanos. La psn entre los 
gemelos di~igbt1ros y entre estos y st1s hi-?rmanos, es alta, lo 
cual parece contradecir la hipótesis sobre la influencia que 
eJercen las gonadotroftnas sobre la psn, contrad1~c16n que 
~e ar.lara al flnñl del inci~o. 

utras rel.:.r.tnn,.,.s casuaies. Edad de los padres¡ m11jeres 
fumadonu;:, hnmbres qui:> en edad madura padecen canr.er di':." 
pro.c:tat"'. ñnm1nan<"ia soi::1al de alguno de los padres, brotes 
epid~micos de hepatit.is y varicela y, tantaR otras como la 
imagtn~rjón ln permita. 



Las explicaciones etiológica.e; qnP. James l 1980, 1986, 
19&1a,b,c, 1988} 1ntent~ dar a las observ~ciones anteriores son, 
casi en su totalidad, del tipo hormonal. En stts hipOtesis 
promueve que las gonadotrofinas (especilmente la LH) favorecen 
la concepción de nitl.as y qttP. los estrogenos y la testoBterona la 
concepción de niños. 

Corresponde ahora acomodar estas c:on~lusionf'.'s a las 
observaciones casuales. En primer lugar, el aumento en los 
niveles de LH es drAstico present.ando una ~urva muy aguda. Este 
pico se da poco antes de la ovulacion por lo que solamente 
alrededor de €-sta y por 1m corto lapso de ttPmpo despu~s esta 
hormona ejercer1.a sus influencHu::: sobre la ps primaria 
favoreciendo la concepcibn de n1fias. seg~n Lenton et al. (1982), 
los niveles de est.rogenos, en la muJer, llegan a~u"Pico l dia 
antes que el disparo de LH pero se mantien~n a un nivel elevado 
durante varios dias {3 o m.!s} postovulaci6n (princ::ipalmente en 
mujeres cuya ovulación resulta en concepci6n). En mujeres 
fumadoras, en las que los niveles de estr6genos est~n 
disminuidos, se ha visto qu~ s11 descendencia present".a una psn 
ligeramente menor que la descendencia de las controles. Tambien 
se ha sugerido que los niveles de testosterona en la madre y/o en 
el padre favorecen el nar.1miento de niftos. sas y szollozi 
(citados por James, 1987a,b), trataron a un grupo de pacientes 
hombres subfertiles con metilt.estosterona de los cuales nacieron 
62 nit\os de 92 (p <0.005). James (1986), sugiere quf:' existe una 
relación de dominancia de la LH sohre los estr6genos y la 
testosterona, es decir, que mientras los niveles de LH sean 
altos, los estrogenos y la testosterona ejercer~n poca o nula 
influencia en ~1 ps {ver figura 2¡. 

... 
'" ESTRADIOL'" 

(pg/ml) 100 

'" 
/ La cópula durant.e este momento favorece l~ 
... La cópula durante ~ste momento favore~~ la 
•oia O = dia de la ovulación. 

~ 

C('lnt::ep<"i6n 
C"oncepr:tón 

,. 
"' 

LH u.u.11> 
JO ------
2D 

de niñas . 
de niños. 

Figura 2. Niveles hormonales de LH y e.;.trarliol, y ,;11 relar.16n 
con la psn de la progPn1e. Adaptado ñe Lenton !..!: ~· 
( 1982). 
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Tomando en cuenta las hipótesis de James (niveli::-s altos de 
LH favorecen la concepción de nitlas y los estrógenos la de niñosJ 
la figura 2, nos muestra como el momento ideal para la 
concepcibn de una nifla es en la etapa cercana a la ovulaciOn 
(principal influencia de la LH) y en etapas anteriores o 
posteriores se ve favorer1rta la conr.epr1on de varones (mayor 
influencia de estrbgenos). Mi:o>diantP la determinación de la LH 
urinaria, France et al. (1984) encontraron una alta concepciOn d~ 
niflas si la relac'RinSex11al se lleva a Ci\hO cerca del momento de 
la ovulaciOn. 

En cuanto a lo paradOJico de la alta pe en gemelos 
dicigOticos y entre estos y st1s hermanos (seftalado 
anteriormente), se dice que es contradictorio ya que se estima 
que las mujeres que conciben mellizos tienen un nivel mas alto de 
gonadotrofinas (que, como ya se dijo, favorecen la concepción de 
ni~os) comparhndolas con las mujeres que presentan partos finicos. 
Pero, los estudios de Martin et ñl. (1984), reportan tambi~n que 
estas mujeres (las df':' pa.rt:oSgeiñelares) presentan niveles m~s 
altos de estrbgenos y, Spellacy (citado por James, 1986}, reporta 
mayores niveles de dihidrotP.stosterona (hormonas que favorecen la 
concepciOn de varones) lo cual prodrla aclarar esa aparente 
contradiccion. 

En caso de que las conclusiones di:- James sean correctas, 
quedan a(m muchas dudas por resolver, entre ellas: ?en que 
momento es que estas hormonas afectan la ps; durante la 
gametog~nesis, post coito y/o post concl?pcionalmente y, de qué 
manera (a nivel molecular) es que influyen estas hormonas en los 
gametos y/o el rigoto? 

12 



2.3 TRATAMIENTOS VAGINALES 

soluciones acidas o alcalinas (aspectos bioqu1•1cos) 

Debido a que los espermatozoides pasan un tiempo 
considerable en el tracto reproductor de la hembra (desde la 
eyaculación hasta la fertilizaciOn) con objeto de sufrir la 
capacitación y situarse cerca del ovoctto, se espect1la sobre si 
ciertas caracteristicas fisiológicas como la temperatura, 
viscocidad del fluido mucoso y;o el pH, p11ecten afectar 
diferencialmente la longevldad, mot111ctart o la ~aparidad 
fertilizadora entre los espermatozo1deF portadorefi rtel cromosom~ 
X o los portadores del cromosoma Y lPratt f! ~·, 1Q87). 

Ya desde 1939 se utilizan sol11c1ones vaginales ~omo intentn 
para influir sohrE> la pan. Los prnmotores de este metodo 
recomendaban 11til1zar solnriones alc~linas O.e btr.arbonato cte 
sodio (2 ct1charadas de bicarbonato ~n 11n litro de ag11a tibia) 
para favorecer la C'Onr.epc1ón de un varón y sollt<"lones .!r.trias {2 
cucharadas de vinagre en la misma r.ontidad de agua) para 
favorecer la concepc1bn de 11na n1fta (Labro y Papa, 1984). 

Pratt et al. {1987), observaron q111? en el hamster dorado 
e-xiste correlae1c5n ;.-ntrP el pH vaginal, el t.amaño de la camada y 
el momento de la copul~ ron la psn, la diferencia en la misma es 
mayor en los extremos en tiempo (dentro del estroJ y en pH. En 
esta especie el pH es menos ac1do al inicio del periodo receptivo 
( 15 hrs del proestro), pero ruando el pH es m~s ~rido (media 
6.75) se favorece ei nacimiento de machos. Shettles (lqB7) r.1ta 
a varios autores que reportan unri: m1grac1ón m~s rapirta de los 
espermatozo1dr::os Y de humt"no cuando el semen se deposita en moco 
cervical "ov11latorio 11

, pero no hace referencia alguna al pH de 
este moco. Weir y Guerrero (citados por Pratt et al., 1987), 
en sus reportes ofrecen eostud1os que parecen apoyar1a hipOtesiE> 
sobre la influencia que l?'l pH tiene sobre la pe. Por ,,.jemplo, 
Weir reporta Uni\ psn alt.::t en una linea de ratones con pH 
sanguineo mas ac1do que una linea C'on pH menos Acido. 

Debido a que se piensa que una de las posibles influencias 
del pH es sobre la mot111dad .;ispermhtiC'a, i\ cont.1nttac1bn se 
menciona su 1nterrelar:-1on con otros factores y como, P.n r:onj11nto, 
inflt1yen sobre la motilidad de los espermatozoides. 

~:ct¡~~s f ~~~o~;:r.~~1~ ~e~~~~l t~ª~oITl~~~dt;~erm,.ti~~ e~ab~~tu~;1~ 
tomar en cuenth, ad~m>u; del pH, los niveles de Adenosln 

~~~~!º~~;~~ (~~~~~~ºe~A:i~~·1~~;~~sinP~~ 1!~Z!~i~. (~fY~1Yn1;:;· a~ 
ATP es const.ante T2 lñH A'l'P), a pH 6.6 el porcentaJe de 
espermatoz.oidi:is motiles es menor al 10\ y, conformA- aumenta el 
pH, aumenta tambi~n el porcentaje de espermatozoides motiles y 18 
~al1d•d de esta motilidad 182~ de movilidad a pH 7.~). Pero si 
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afa3dimos AHPc el porcentajl"." a,,. esp~rmatozot<l~s motiles a PH 6.6 
es de 65\ y, aunque tarnbiP.n a11menta Pste porr.enta)e a pH mAs alto 
(7.8), la calidad y d1iraC'i6n de la motilidad es mayor en pH 
&cido. En cuanto al ('a++, este 16n pareC"e inhibir la motilidad 
(en relación al tiempo) a pH Ar.ido pero no en PH alcalino (Goltz 
et al., 1998). Estos autorl?s concluyen q11e el balance entre la 
a'Cti"Vaci6n ejerr.1da por el AHPr y la desartivacton ejercida por 
el ('a++ determinar~n el estarlo de motil1dad del esperma, siendo 
el pH el principal modifiC"ador cte este balance. 

ES dif1c11 apoyar li\ hipbte-sis de que el PH a nivel vaginal 
pueda "fectar S\lbstan('.'i<"lm,,,nte a alg1mo rl"" los dn!'= tipos de 
espermatozoides debido a las s1guientes razones: 

El esperma eyaculado pasa muy poco tiempo dentro de la 
vagina (Labro y Papa, 11:184). De hecho, en especies doml!osticas 
como la yegua yla cerda, ~l Pyaculado se vierte <lirectamente al 
\\tero (Hafez, 19A9). 

- I.os liq11idos s12om1nnles, f?O los ruales estAn embebidos los 
espermatozoides, tienen C'apac:td~d tampón por lo q11e hace que 
solamente cambios mt1y bru~cos en el pH a nivel local (vaginal i 
ejerzan alg~n efert~ en los espermatozoides; cambios de tal 
magnit11d que lastimarian a la hembra haciendo imposible la c6pula 
(Labro y Papa, 19f.!4). 

Sl hii:>n es ~~ierto que el pH 11ge-ramente alcalino {7.4-
8.0} favorect=:" la motilidad F!'Spermatica (Goltz f?t al., 19BB: 
Ha fez, 1989), no i:ix1ste 1?Videnc1a directa en la actli;:,Tictad di? que 
pequeóas variac1onPs a nivel vaginal, PO c11anto al pH Sf? refiere, 
influyan en forma difPrenr1al la motilidarl, longevidad y/o la 
capacidad fertilizadora de los espermatozoides X o Y. Por el 
contrario, se s~h4? que el mt?dio vaginal inmovil1za los 
espermatozoides en 1-2 horas post inseminación lo q11e hnce 
esencial su paso al medio UtPrino lo ante~ posible. 

Por ~ltimo, las fluctt1ac1ones en el pH vaginal, bien 
pueden ser tan solo refleJo de- otros Cñmbios f1siol6g1cos qu~ 
ocurren en la hembra d'.1rante el periodo receptivo, Riendo est:os 
cambios los que t.engan influenri<" en ln ps y no la.o:: fl\1r:tuaciones 
en el PH vaginetl tPrar.t ::.!_ tl·, 19B1·1. 

Diferenrias ~ la mortalidad embr1onar1a ~ ~ y 
CYfre'rencias entre ~ E.! pf1mar1_2 y ~ E! sec1.mdarlli Es 
pronaETeCí\ie las variaciones 15iolOgicas (11.-..mense tempertaura, 
pH, nivelei; hormonales, etc.J que se presentan en el tracto 
reproductor durante y desp11~s ñ-=-1 pPrinrio receptivo, afPcten la 
superv1venc1a embr1on~r1a en forma ct1fPr~nr1al antPf' que a 10s 
espermatozoides, como $P. pueñP inferir de los <lar.os sobrP ps 
primaria y SPr1mdar1>'.\ quP aqui sP exponen. 

Aunque en su i:-sn1d10 (con el hamst.er doradni, Prntt et al. 
( 1987, 198&), conclt1yen que no h1.1bo var1ar.10n estarl1'5t.ir.ameITTe 
si9nif1c,,.t1va en el tama1"\o di;o iaf' ~amadas d-e- hPmhrC\S 
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experimentales y controles, de los datos que reportan. se pl1ede 
inferir una pe menor ct1ando el tama~o de la camada es inferior 
(8.4 cachorros con psn 0.37 en comparacion con camadas de 12.b 
con pan de o. 54). Bondiol i et al. ( 1989) al sexar embriones 
por t-.cnicas de hibridizacioO-cteI ONA obtuvieron un 60% de 
embriones con cromosoma Y que contrastan con la psn de 52,9 vs 
47.1% {machos/hembras) en esta especie, segñn Powell (1975). 
James (1989), reporca mayor mortalidad prenatal de varones ya que 
la ps de los productos abortados es de O. 61 y sugiere q11e la ps 
primaria debe ser alt:a (mayor nt1mero de embriones XY) para que 
la pe secundaria (psn; se acerque al 0.5 presente en la 
naturaleza. Por el contrario, Yoshizawa et al. (1989a), al hacer 
el cariotipo de embriones de raton~ t=eci~n fertilizados, 
encontraron una ps primaria de 0.452 (117 machos y 215 hembras), 
a1mque en este caso los Pmbriones si? obtuvieron mediante 
tratamiento superovulator1o ln c11~1 modtfica lo~ niveles 
hormonales de las hembras y • posiblemente, la ps primaria. 

SoluciOn vaginal a base de suero anti H-Y 
zavos (1983), utilizo en conejos otro tipo de solución 

vaginal a base de suero anti H-Y (ant!geno que se expresa en 
c~lulas con cri:>mosomas sexuales XY y, por tanto, exclusivo del 
sexo masculino; pag. 50) con el objeto de eliminar los 
espermatozoides Y y a~i desviar la psn en favor del sexo 
femenino. De las hembras tratadas nacieron 74.2% de crias del 
sexo femenino lo cual fu~ estadiRticamente significativo (p 
<0.01) con respecto a los controles. ~or desgracia este m~todo 
no ha mostrado amplta aplicabilidad segnn Wachtel (l~R4). 
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2.4 BFBCTOS DADOS POR LA ALIHBNTACION 

En este inciso se tratan aspectos cualitativos frPlacton 
potasio-sodtn/c:alc10-magnesio) y cuantitativos frestrtcc1on de ln 
allmentactOnJ y su posible inflt1enc1a en la psn. 

Relacibn potasio-sodio/calcio-•aqnesio. 

En 1935 Herbst (c:ttado por Labro y Papa, 1984), al hacer 
estudio~ sobre la función di? ciertos minerales en el qt1sano de 
agua Borellia v1riñis, encentro casualmente que al aument.ar las 
concentraciones de potasio en el agua de los acuarios, aumentaba 
tambi~n la proporción de qusanitos de sexo masculino. Lo 
contrario se presento al aumentar la concentracton de magnesio si 
se disminuía al mismo tiempo la de potasio. 

Estudios posteriores, entre ellos los de stolkowskt (en 
vacas) y Duc ten el humano; citados por Labro y Papa, 19B4), 
fueron detallando mas l~ influencia de ~iertos minerales sobre la 
psn. Estos autores concluyeron que mas que la cantidad de 
minerales en la dieta es la rela~ión potasio-sodio/calcio
magnesio la que a fin de cuentas influye sohre la pan. En el 
humano, esta reiar.1on ~s superior a 4 para favorecer el 
nar.imiento d~ un varón e inferior a 2 para la concepcion de una 
nifta (Labro y Papa, 19041. 

H1tra y Chowcthury ( 19BQ), al s11plemo:intar la dieta de ratas 
con ca++ y Hg++, aproximadamente 15 ctias ~nt~s del apAream1ento 
(proporcion Na+K+/Ca++Hg++ = 1), observaron que la psn disminuyo 
en forma s1gnjf1cat1va tP <0.05) con respecto a las controles. 

Bird y contrPr~~ (1986), obt\lViernn restaltados contrarios. 
Al estudi~r lA psn en ratas sometidas a diferentes nivele~ de 
sal comt~n (clor11ro de sodio) PO la diPta, la proporc16n de machos 
decreció ent"re mas alrn fne el sum1n1stro de ~sta. La psn oi?n el 
grupo de dieta baJa en sal (0.8%1 fu~ de 0.6 y en el grupo de 
dieta alta en sal (4'' f11e de 0.39. 

En ln~ cins estnct10~ .~nter1ore~ no huho diferencia 
estad1st1ramente s1gnif1c~t1va en ~1 tarna~o rte lAs camadas entre 
los grl1pos experimencales o entre estos y los grupos control, con 
i:asro se de~rar'l'.'a que la rh f.,.renc1a "'º l-" pFln h"'Yl'I f:irlo causada 
por mayor mnrt .:\ l 1d.:tri .;ombr i<~nr,r1 a en a 1 gnno ñ.:> l OEI s-=-xns. 

11rra pn$1h1ltci<irl, ,:;r.nrnnf"l'?S. PR que i.:i vRr1ar.1t:in en los 
m1~e?·.::i1~~ Rferr~n dtrerrR n inrl1r~rr~menre la ps pr1mar1a. 
Boie,. 11~1tAño pcr b1rd y conr.r.:>r.:i~. !GisñJ concl\tye q11e una diPta 
aira en ~oct10 prnvo~~ t111 amh1e11t~ 11~er1nn rnAs host1l por lo tanto 
n.:lbr.i\ mAs huevr.s fl?rt tl tz.::idnf: por espermatozcidec;: X que por 
esperm~tozoides Y, pltes ~sros 1tltimo~ son mas fr~g1les. 
st..,lk,..,wo;i<:.1 ~!. :!l_. ~r.1t.'trlos por Ml'l'.Ti'\ y Cowdh11ry, 1989), conrluyen 
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que la var1ac1on en ia ps primaria se debe a ~ambios en el 
m1croamb1ente ovar ir.o que provoquen modificaciones sexo 
selectivas en el ovocito. 

Gliceril fosforilcolina d1esterasa {GPC diesterasa1, relación 
~++Hg++ Y.. .§j! influenr.1a soOr~ psn. Hann y Wh1te 
(citados por Hltra y Chowdhury. 198Cf), sugieren que la enzima 
glicerylfosforilcolina d1P.sterasa iGPC diesterasa} puede Jugar un 
rol muy importante en el metabolismo de los espermatozoides. el 
producto final de s11 aC"c16n enz1mat1ca (glicerofosfato) es 
oxidado por los espermatozoides permi t.1endo un 1nr.remento en el 
aprovechamiento de oxigeno. Mitra y Chowdhury (19&9), proponen 
adi:imas que (>><iste diferente motilidad entre espermatozoidE>s X e 
Y y que la GPC diesterasa aumenta esta diferencia favoreciendo al 
los espermatozo1desY. En este estudio , encontraron que existió 
variación en la secreción de esta enzima previa a la concepción 
en las ratas del grupo experimental (s11plementadas con ea++Hg++} 
y que las madr@s con camadas de psn baja (mayor ntimero de 
hembras} exhibieron baJa act1v1dad de est.a enzima (f1g11ra 3). 
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Actividad de la GPC diestera!;a 
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3. Act:!Vidad d~ la GPC diesterasa 11ter1na. relac1on 
sod10-potasio/calcio magnesio de la dieta y psn. 
Tomado de H1tra y Chowhl!ry (1989). 
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Perspectivas practicas del aétodo. 

El mt1otodo aqu1 propuesto t1~ne, 
raracter1st1cas que r~ei"'l tan a la vista: 

entre otras, dos 

- los minerales q11i:- se suplementan y la relación entre ellos 
y, 

- el tiempo que se reqt11ere suplementar la dieta antes del 
momento de apareamiento para que se modifique la p111. En 
las ratas ia suplementac::iOn de minerales debe darse por 1-
2 seman~s (Btrd y contreras, 19S6; Mitra y Chowdhury, 
1989), en el humano se requiere un mínimo de 2 1/2 
meses (Labro y Papa, 1984) antes del ap"'reamtento. 

Independientemente d~ si la ps (pr1mar1a y/o secundaria) se ve 
afectada por los niveles de minerales en la dieta, es necesario 
considerar l'lqlli otros efectos que las variaciones en la 
suplementación mineral pueden ejercer, '5obre todo pensando en 
animales en producr1ón en los cuales las exigencias nutrir.tonales 
son muy aJr:as. 

Limitant~s de la ~lemP.ntac16n cte minerales ~ controlar la 
~.!.. :se9\irañi~nte en los animales de inter~s zootecn1co como 
ra--vaca, oveja, cabra, cerda, etc.. el tiempo requerido de 
suplementac16n de minerales para que el m~todo sea efectivo serla 
de variil:S semanas o meses. Aunque los qui? estan a favor de este 
m~todo subray~n que es mhs importante la relac16n Na+K+/Ca++Mg++ 
que su cantidad en la dieta, ~s dificll r.reer que, por muy bien 
planeada que sea esta suplementac1on, no se vera afectada la 
prodt1CC"i6n o incl11stVP la salud del animal. Sobre todo cuando la 
necesidad de modlf icar el s11m1ntstro de estos minerales sea por 
un riempo prolongado. Por ejemplo, tomando en cuenta que en la 
industria lechera se recomienda 1~sem1nar a las va~as 60-90 d1as 
postparto. el r~g1men se iniciarla a los 0-60 dlas postparto (si 
suplementamos por 1-2 meses). En esta etapa la vaca esta 
amamantando al becerro y, para el momento al que llegue a su 
pir.o de proctu~r.ión l~rtea, llevar~ varias semanas con la nueva 
d1eta. Lo cerd<l, r.uya gestación ct11ra poc-o menos de 4 meses y 
que se puede ~argar a €-scasos 20-30 dias postparto, est.arta 
sometida a esta dieta durante el final de la qestac16n y/o 
durante la mayor parte de la lac-tancía. stolknwski (citado por 
fnrd y contreras, 19136 l, reporta raq11i rismo y menor tamaño de la 
camada en la descendencia de rarMA ~omPtidas a dietas carentes de 
factores necesarios para la absorctón cte cRlcto. 

A conttnuac16n se mencionan posibilidades de toxicidad o 
deftrtenci~ cnracterJstiC"as de estoR minerales en las que se 
podrta 111r1rltr· si no se i1ac:e t1n c~lct1lo ct11dadoso de s11 
s11plemental"'tón. ArlemAs, se menrionan alg1mas caracteristicas de 
la f1s1olo<Jiñ ctP estos minerales. Q11eda en manos de 
invi::ost1gadores y especialistas en nutr1c:16n el dilucidar que tan 
fac:tibl~ serla utilizar ~ste m~todo para rontrolar la psn (en 
~aso d~ mostrar ~ti efert1vidad) en animales prod11ctivos. 
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sodio: junto con el cloro y potasio, tiene funr.iones 
importantes en mantener la presiOn osmOtica, el equilibrio acido
oase, el transito ae nt1trientes nac1a 1as é1fittlas, la r.ontraccion 
11.uscu1ar y el metaoo1ismo del agua 1campne11 y Las1ey, 198!>¡. 
Ademas se saDe que el soaio es secretaao en 1ecne en granaes 
cant1ctactes. Por otro 1aao, e:u cteticiencia proa11r.e uuta ae 
apetito, apetito aepravaao, t''esta aemostraao que en e1 ganaoo 
1ecnero so10 existe apet i r:.o por e1 sonio y ninguno por or.ro 
m1nera1•1 ; Escooosa, 19871, ntsminuye la proot1ccion lllctea 
tAro1za, 1987; Escooosa, 1~87). Los signos ae r.oxiciaan ae1 soa10 
son: 01arreas, tremor muscular y otros. 

Potasio: sn cons11mo ,:;on proporc1on a1ta lnt.ertiere con la 
absorc1on de magnesio tArn1z.=1, l'H17; Esrooosa, lqfl7). La 
aet1c1encia pronuC"e prootemas C"arniar.os tCampoe11 Y Las1ey, 
1985 J. 

Magnesio: su ctetic1enc1a proauce tetania ae 1os pastos, 
convu1s1ones, op1stotonos, ere. (Campoell y Lasley., 198~). 

- ca1c10: se secreta en 1ecne en grandes canttctactes. cuanao 
1a ctetic1enc1a es cron1ca se agotan las reservas del esque1eto 
Dlancto tcr&.neo, v@rtetJras, manc11ou1as, cost111as1 especialmente 
ourante la prenez tpar,sis ae1 parto) y 1actanc1a 1campeil y 
LaS1ey, 198~ J. 

Por st rueri\ poco, EsC"oooza ll987), anacte una var1ao1e ml!.s que 
nay que contro1ar, el agua. Y cttce: ... ·•oe1 agua es una tuent.e 
importante y trecuentem1>nte sunest1maaa oe m1nera1es. Pueae 
1nt1u1r ctecis1vameni:.e soore 1oa minerales requer1aos en ei 
sup1ement.o y soori;o 1a ct1spon10111ctaa 0101oq1ca de 1os m1nera1es 
de !a rac1on 11

• 

En oet1n1tiva, s1 es~e m~toao tiene alguna ap11can111ctad en 
1a explotacion ae qanaao proctuct1vo, no sera tac11 na11ar !a 
so1uc1on o so1uc1ones para cada e-aso en part1c111ar. 

Reetr1cc1on de la alt•entacton. 

Mitra y cnowctnury (lql39), en su estuct10 con ratas, y 
Helck1e y DrtcKamer 11986), ur.i11zanao ratones, al restringir 
11qeramen~e la at1mentac1on alas antes del apareamiento 
programaao ooservaron etectos muy s1m11ares a1 propneftr.o con 1a 
sup1ement.ac10n de Ca++ y Hg++. La ps rt1P AtgnltlC'-:ar.tvil'.menr:f=.' 
menor en 1as camaaas ae nPmnras somet1nas a la suoa1imen~acion. 

La restr1cc1on en estos ~asos ~ons1st.10 en privar a 1os roeaores 
ae a1imento en a1as a1ternos 11os olas que se 1es s11m1n1stro 
a11mento 10 consumieron aa 1101tumJ. 

En ei estua10 ae-H1t.ra y cnowanury ll989J, en e1 que 
a1ternat1vamente se m1ct10 1a ac-t,iviaaa ae 1a GPC cttesterasa ael 



fluido uterino. el grupo de hembras con alimentación restringida 
mostró diminución en la actividad de esta enzima al igual que las 
hembras en el grupo suplementado con Ca++ y Mg++ (mencionado 
anteriormente). siempre y cuando no tuvieran mas de 7 d1as bajo 
el régimen de restricción. En cambio. cuando la subalimentaciOn 
se prolongó hasta 21 dias. se abolió el decremento en la 
actividad de la enzima restaurdndose la normalidad. 

Previamente. Meickle y Orickamer (1986). hab1an observado 
que cuando a un grupo de ratas se le restring1a ligeramente la 
alimentación. comenzando 7 d1as antes de la fecha programada de 
apareamiento. la psn si variaba (disminuyendo). Pero en un 
grupo alterno. en el que la restricción se inició 14 dias antes 
de la fecha de aparea.miento las camadas presentaron P•n sin 
diferencia con respecto al grupo control. Estos autores. 
sugieren que en si el efecto de restringir la dieta genera un 
estrés. el cual puede influir en la fisiolog1a reproductiva al 
afectar el eje pituitaria-adrenocortico-gonadal. haciendo variar 
la ps. AaJ. las hembras sometidas al regimen mas prolongado 
tendr1an tiempo para "adaptarse" antes del apareamiento. 
eliminAndose el ''efecto estrés''. 

Casi cualquier nivel de entres en el animal. incrementa la 
producción de ACTii. esta a su vez incrementa la eecreción de 
glucocorticoides (loa principales son cortisol y corticosterona). 
En el hombre. cerdo y perro, predomina la secreción de cortieol 
y. en conejos. ratas y ratones la de corticosterona CMc Oonald 
y Pineda. 1989). Kamel y Kubajak (1987). encontraron que la 
corticosterona inhibe la secreción de LH en cultivos de células 
de pituitaria de rata tanto directa como indirectamente 
(disminuye el efecto estimulador de los estrOgenos sobre la 
secreción de LH y aumenta el efecto inhihibitorio de la 
testosterona). Suponiendo que fuera correcta Ja hipótesis de 
Ja.mes (1986). en la que los niveles altos de LH favorecen el 
nacimiento de hembras. el estrés producido por la restricción en 
la alimentación no explicarla la menor ps. 

Otra posibilidad es el decremento en la actividad de la GPC 
dicDterasa observado en el estudio de Mitra y Chowhury (1989). 
En la figura 3 se observa la relación entre los niveles de GPC 
Jiesterosa uterina y la psn. 
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lII HRTODOS PARA SRV.R EL RSPRRHA 

J.l lNTRODUCCION 

como es 01en conoc1ao. 1a a1terenc1ac1on sexua1 esta 
aeterm1nacta gene-t1cament.e por 1os cromosomas sexuales X y Y 1 en 
1a mayorta ae los mam1teros; P1nxe1 et al., 1982aJ. Las nemoras 
poseen ceHuas somat:1caEt nomogaiñe:'t1cas XX y 1os macnos 
Oet'ero9ame-r.1cas XY. f'or tanr..o, 1as nemnras proaucen gametos con 
cromosoma sexual X un1camente y, en camo10, ios macnos proaucen 
gametos de 2 tlpos \tanto X como YJ en 1gua1es proporciones. Es 
por esto que se 01ce que ei sexo cte 1a ctescenctenc1a depende cte1 
macno, concretamente. ael cromosoma sexual que porra e1 
espermatozo1a€' recunaante tf.mrgoyne, 1987; Page et:. al., 19811. 

Deo1ao a estas a1terenc1as gene-t.1cas C11-ai1tat1vas y 
cuantitativas entre am,,as pon1ac1ones ae espermatozo1aes, se na 
especu1acio mucno sonrE.1 1as a1terenc1as potenc1a1es morro1oq1cas, 
l tamano, peso, tormaJ, r1s101og1cas lmor.111áaa, superv1venc1a, 
res1stenc1a a1 meo10, expres1on qen1ca, er-c. J y¡o r1s1coqu1m1cas 
(cargas eiectr1cas, ant1genos ne superr1c1e, etc.J cuya aetecc1on 
y comprens1on pr~c1sas perm1t1r~n crear m~tooos cont1an1es para 
se1ecc1onar e1 sexn ne 1a a~scennenc1a por mea10 ae 
tratamientos espec1r1cos ae1 semen tAmann, 19139; t.Hedh11!, 1983, 
l988; PlnKeL et a!., 19S2; Pratt et al., 1987 J. Igualmente 
perm1t1r&n crear-m~tóaos que ayit~en a-evaluar !a etect1v1aaa de 
los anteriores. Los tracasos, tan comunes en e1 pas;\O.O, 
parec1an rear1rmar e1 razonamiento que Beatty 1c1taao por 
Giean111, 1983J comenta: " ... 1a Natura1eza, haD1enoo pasaoo por 
todo e1 proo1e~a ae lograr cierta proporc1ona11aaa entre los 
sexos es 1mprooao1e qlte naya aaoo a1terentes tenot1pos a los 
espermatozo1aes portadores ae los cromosomas X o f; con ei 
pe11gro ae que t1uctuac1ones ambientales tortuttas atectasen a un 
tipo de espermar.ozo1ctes mas que al otro. 10 que provocarla 
t!\tr:t1tac1ones ll1C"On-tro1arues en .ta proporc1on ". 

La rea11aaa es que tecn1cas recientes tAmann, 1989; Jonnson 
et al., 1989; PlnK.r.1 et a1., 19H2.t nan 1ograo.o aetectar algunas 
di? eStas cu rerenr'1i'l.s pOr TO que es pronao1e q\1e a corto plazo se 
creen meroaos r'OO cer-ceza c.er<"Ana at l(li"l't y, por tanro, 
un1versa1mente aceptaaos. La erecr1v1aaa ae estas t~~n1cas esta 
aaaa por que f.e nan Clf?'r.ect.aao 01rerenc.1as peque1Hs1mas entre 
amnos grupnf: ae espermatozo1aes y mas ann por proauc1r 
"graa1entes m1croamo1enta1es" ae magn1tua t.a1 que intntyen 
P.spec1t1~nmenro:- soore a1qunñ o algunas ae est.as 01terenc1as. cosa 
que seria muy n1t1c11 que se a1era ae rorma nar11ra1. Ann anora. y 
~pesar ae las t~cn1cas. o meJor a1cno. a~ sus creaaores. caor1a 
rtrar n11~v~mente ~ Beatty tl~741: ''No parece naber a1 presente 
a1guna recn1r.a que at=:i un qrC\ao suostanr:1a1 ae c:ontro1 ae 1a 
proporc1on oe ios sexos r~c11mente repet101e en numerosos 
iaoorRtor1os. Ha11azqos pos1t1vns estaa1sc1camente 
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s1gn1r1c~r1vo~ nan 
resu1caao negativo. 
muna1a1 ·•. 

s100 p11011t"':aoos pero no 
inr1uyenao a~ ~sta man~ra 

too os 

'ª 
tos ae 

.i1ceratura 

Cons1aerac1ones econoa1cas en la exper1aentac1on y en ta 
practica. Para que a1quno ae ios m~toaos del sexaoo espennat1co 
rec1na amp11a aceptac-1on neo~ most-rar su et~~t1v1oad en varios 
experimentos y ron eyacu1aaos proven1@ntes ne a1terentes macnos. 
Un m1n1mo ct1;> !JO ~mor1oneR o an1ma1,,.s nac1aos oeoen cons1aerarse 
para 1a evatll<'l("lon 0~1 semen tratacto y 110 numero iguat aeo~ 

u~111zarse pl'\ra "?'t grupo concroi. $(>c¡1ln A.mann {1989), en un 
experimento io~ai se r.enar1an que ut111zar 6 eyacu1aoos ( 3 
expl'!rlment.a1ee y J conrro1es1 oe cana.""º ae 5 toros y 11evar a 
cano a.irPoeaor oe 600(1 1nsem1nac1ones para ootener 1ntormac1on 
conr1an1~ OP 100 •mnr1one~ o ~r1os n ... ~1oos ~an~n para ~l grupo 
cont.ro1 ~omo para ~.J. exper1ment:a.t. 

Experimentos como e1 men('1onaao arr1na suponen una tnversi<m 
lmpres1onant:.e que s(:uo t1ene caso 11evt1r a ce:oo s1 se est1m.a que 
a .ta larga recntuara en ttn oenet1c10 econom1co import:antl'.!'. 
Taylor e-t a1. tl9M&¡, ai? la un1ve-rsna"'o 01? Texas, n1c1eron ttna 
evaluar.10i\ (:le !a poSlf)ll?' tnt 1ltt••nc1a q\1€' ~)ercerta un metodo 100!\ 
etect.1vo. sin aumento ael cosco cte.~ semen, et va1or net.o 
promectto por ttnicHH't ae semen en 5 raros Ho1ste1n efttucllactos se 
incrementó de 3.~l noiares a 13.43 aoiares y ae 20.5A ao1ares a 
48. 76 aoiares c'1anoo e.1 pr~~10 por 11tro cte 1ecne era <te 0.1.3 y 
0.23 ct61ares, rf'ispec::ttvamente. En la af'tua11oad el ontener semen 
100"\ enr1quec100 es utop1cor peoro se ptensa que pronto se ..!.oqrarA 
uno Ofl un Sü't. ne purezil. En estf' m1 s:mo estuato, tos autores 
con<" .iuyeron que ios qranJeros pueaen pagar 5. ~ l y ltL 91 cto1ares 
mlls por un1ctaa cte semen t1-(J"i. ~nr1quec100 con ios pr~c1os par 11tro 
de 1ecne antes 1nd1~aoos. 

En M~XH~n li!'.'~ prPc10 a1 pun11co ae 1as áosts ai::a 1nsem1nac1on 
de ~mpresas p1,rH1t"'as y pr1vaaas para 1?1 segunoo semestre de 1990, 
rue deo unos cuantos mues nasta mas ae 100.000 pesos tin1estra y 
R1co. l989). cort~s (1990), n1zo una proyecc1on soore e! costo 
de proauccton et~ d:os1s C'te insem1nac1on ut111zanao semen cte toros 
importacsos y tue ae $5. 243. Con los rangoEI en precio y con ei 
costo df!:i' proour-c1on, segurament:e 1os qanaoe-ros nac1ona1es 
proortan .:i:rronrar s1n mayf'lfE>S proo1emas un atza en e.L precio por 
aosis ae in,o:-em1nac1{)n !'5tempre y cuanoo f;e ies asegure un t'IO't. o 
m<\s de l!'x1to i::an C"ontro1ar 1a psn oe su 9anaao con SP.men s€'xaoo oe 
tert111aaa af'~ptab1e. 

Par&•etros en tnse•tnaeton arttt1c1a1 con se~en no aexaao. El 
lndl<::e ae pr.e»~z i:.-s un parám~tro muy important.e para eva1uar !a 
ca1 H1ad rerr i 11zannra ae1 semen. f"or nesgrac1 a existen rnuchos 
tactt:'rt?s inaepeno1entes al!" 1a calHtact seminal que en conjunto 
int.t.uy~n soor-:o ~1 lnc:t1ce a~ prene-::, como: 1a nan111oaa cte.l. 
r~rn1r:o par"' ma,neJar e1 semf"n y et u1gar donoe to oepos1t:e, ~1 

momento ae 1a ins~m1nñc1~n c:tentro ct~l per1octo r~rt11, intervalo 
pArt:'n a pr1rn~r si:-rv1¡""10, ~tc-:. otros ractores. nasta cierto 
¡mnro n~p~nrnenr~s ae l<\ e-~ l tnao ae1 S1"men son: nnmero de 
serv1~1nE por f'OO~Ppr1on, cone@nrrarion ~e1u1ar ne 1a oos1s 
in$emtnaoA y ~sp~r1e an1ma1. 



En la pr~ct1ca, en estao1os tecneros el 1nn1~e ne prert~z ael 
nato est~ 1nc1mamenc~ re1ac1onaao ~nn e1 nnmero ae serv1c1os por 
concepc1on, este a su vez aepenae en gran parte ae1 tamano ae1 
hato y del intervalo entre partos. En t-~rmtnos generales es 
aceptanle un 1na1ce de prenez del 50 al d0% con 1.4, 1.8 y ¿,¿ 
serv1c1os por concepcet6n para n~tos cn1~os (promea10 JOOJ, 
meatanos tpromea10 = 500) y granaes { > 1000 vtentresJ con un 
intervalo entre partos ae 90, .:.o y 45 atas, respect.lvament:.e 
lPerez, comun1cac1on personal). 

Varios ae los ml!>toaos que aqul se exponen, tueron ld.eaaos 
or1g1nalmente para incrementar la mot111aaa y la ca11dad en 
general ael semen ae personas suoterr.11es. El 00Jer1vo t1na1 ae 
1a separac1on ae espermacozo1aes es ei ut111zar estas t~cn1~as 

para 1a insem1nar.1on en torma rnmercuu. f'or tanto. es requ1s1to 
ina1spensan1e que e1 esperma se recupere .,.n porcenta)e, 
concentrac1on y moc111aaa aeseao!es aespues del tratamiento. De 
la misma manera. el 1na1ce ae pren~z con semen sexaao deOe 
presentar los mismos 1na1ces ae tert.1111:1aa que e.t semen no 
sexado. Por eJemplo, en el ganaao oov1no, Jos p~r~mecros promea10 
que guaraan las oos15 ae insem1nac1on proau~1aas por Olteren~es 

compan1as nac1ona1es son: mot111oaa, >65'&; concent.rac1on, U: 
mlllones ae espermatozo1aes; y no m~s del lQ~ ae espermarozo1oes 
anormaies tln1estra y Rico, 19891. 

c1as1t1cac1on ae los •~toaos para sexar ei semen. ~e nan 
aescr1to varios m~t.0005 para sexar e1 esperma. gn este t.raoaJo 
se c1as1t1can se91m la cua11aao ae 1os €'spermatozo1oes que 
prerenaen explotar para st1 separac1on. Pero, como toaa 
c1as1t1cac1on, aao!ece ae un aeterto: no se pueae nacer una 
a1v1s1on ~a)ante tY menos con marer1a1 D1Log1coJ ne concep~os 

re1ac1onaaos entre st. Algunos ai:- 1os conC"epros orupan :nas ae un 
1ugar aent.ro ae 1a c1as1t1cac1(')n o atgunos ae 1os m~toaos se 
como1nan ent:re s1 y se pueaen ur.1J izar P"'ra exp1orar mas ae una 
caracter1st1ca. 

Las cua11aaaes espermattcas, base ae 1a c1as1r1cac1on que se 
tomaron, son: 

caractertst1cas supPrt1c1a1es ant1genos, cargas 
ell!>ctr1cas, morto1og1a, etc. Algunos ae ios meroaos que pretenoen 
explotar a1guna ae tas caracrer1st1cas. sena1aai\s i;on: separac1on 
1nmuno1og1ca, e!ectrotor~s1s, t1nc1ones a1rerenc1a1ee. 

Caracter1sr1cas internas: peso, aens1aad, mot111aaa, etc. 
A19unos ae 1os mt!'toaoe son: separac1on en qraa1ent.es oe a1ot'lm1na, 
separac1on. cromatograt ia en coJ umna, separac1on por 
centr1tugac1on en graa1ente_1s oe aens1aaa (continua o 
01scont1nua1, separaC"1on ae tlUJo. 

La etect1v1aaa ae estos ml!>toaos aeDe corrooorarse a su vez 
por medio ae t~r.n1cas alternaE> 1car1or1po, r.1rnmetr1a ne t111JO, 
etc.1 o a1 nac1m1enro oe los cr1ns. ~e auaa rt~ !A ete~t1v1oao ne 
algunas ae estas r~cn1cas a1terni\s ¡v. gr. t1nc1nn ael rrnmosoma 
Y con qu1na~r1naJ parft lrtent1r1r~r 1as pon1ac1nne~ ae 
espermatozo1aes enr1quec1nas o no por 10 q111? a LOS 
espermat:ozo1des se .tes 11amar8 X- e Y-putativos rtMnao se naya 
ur111zaao a1911na ae e5tRS romo mPdlO ae comprnn~~1on. 
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3.Z SBLBCCION DB BSPBRMATOZOIDBS MBDIAtrl'B LA DBTBCCION DB 
CAJIACTBRISTICAS DIFBRBNCIALBS DB SUPBRFICIB 

Separac1on 1nmunoiOg1ca ae espermatozo1aea 
tdetecc1on ae anttgeno H-YJ 

El ant1geno n1stocompat1b111aaa Y tH-YI es cons1aeraao macho 
espec1t1co y pueae ser 1aent1r1caao sero1oq1camente in v1tro 
(Koo, 1981; wacnte1, 1975a, 1984; W1berg, 1987). Ha s1ao 
loca11zaao en 1a reg1on posterior ae la cabeza y en la reg1on 
mea1a del t1age10 en espermatozo1aes ae1 raton, numano, carnero y 
nov1no IAmann, 1989; Braa1ey, 1989; Braa1ey et al., 1987; Iyer et. 
al. 1989; $arttar et al., 1984J. - - -
- En teJlcto 'test.lcu1ar se na 1oca11zaao en ia me11orana ae 
c~1u1as ae Serto11 y en c1topla~ma ae c~1u1as ae Leya1q, tamo1en 
en c~1u1as co1umnares ae ep10101mo (Iyer et a1., 1989). 

Las prueoas inmuno1og1cas ut111zaaaslñ8Bcomtmmente para su 
detecc1on son: inmunot1uorescenc:1a 1nd1recta (IFI; Bradiey ~t 

al., 1987; H1nr1scnen-Konane et al., 1985; Iyer et. al., 1969T; 
eñz1ma-1nmuno1;1insayo l ELISA; B'?actley et a1., 1987; rYer et a1., 
J989J, c1totox1c1oaa ceuuar tGOTdñf?rg et a!., -19TIJ, 
microc1totox1c1daa tiyer et a1., 198'9"1 -Y. prueoas 
1nmunon1stoqu1m1cas tBrad1ey, et a1-:-;- 1987; Iyer et al., 1989J. 
Los espermatozo1aes ~omo ioi:; aeiiiist1pos ce1u1aresPre8entan gran 
cant1ctaa a'? ant1genos en su superr1r,:1e por io que se nace 
necesaria ia ur111zac1on ae anticuerpos monoc1ona1es con el r1n 
ae aumentar la espec1r1c1aaa ae las prueoas tH1nr1cnsen-Konane 
~ .!!·, 19iJ~J. 

Pensando en que ia presencia ae este ant1qeno aacno 
espec1r1c:o sea proaucto ae ia expres1on g~n1ca nap101ae en 
espermatozo1oes portadores ae1 cromosoma sexual Y, se intento ~a 

ut111zac1on con3tmta aP. suero anti H-Y y comp1emento tprue.oa 
c1totox1ca1 para ei1m1nar ia mayor part.e ae 1os espermatozo1aes 
que presenten est:e ant1geno en su memorana ce1u1ar. As1, e1 
P.SpP.rma restante queaar1a enr1quec100 en espermatozo1oes con 
cromosoma sexua1 X 11.JoJ.aoerg et. a1., 19711. Este esperma 
res tu tan te serv1r1a para aesv1ar Ü piñ en ravor aP. 1as nemoras. 
A11 \c1r.aao por Braa1ey, 1988) meo1ant.e la ~ecn1ca de IFI, en la 
cua1 no se ut111za e1 comp1emento, puoo d1st1ngu1r dos 
poo1ar.1ones ae espermaroz1oaes tH-Y pos1t1vos y K-Y negat1vosJ en 
proporr.1nn ;i.prox1maaa ne 50:~(1 io qu~ r.oncuercti'\ con ia n1pt'ltes1s 
soore ei ant1geno H-Y r.omo macno espec1t1co. 

Hay razones t1?-or1cas para creer que e1 anc1geno H-Y esta 
present~ en proporciones s1m11ares tanto en espermatozo1aes Y 
como en ios X (Amann. 19&9 1 . Esto pueae 11enersto.? a: que lo& 
espermat'ozo1aes en genera1 conserven parte á·? ia memorana ae las 



Cl!'Hl!as menos c11rereine1aaai; y a1p1t">H1e~ que les 01eron origen 
1t.~01aoerg et al, .197l/; a que C\nttgeno pri:?sence en e1 meato (la6 
c@1u1as aeSerto11 secretan este antlgeno a ia iuz ae ios r:uou1os 
sem1n1teros; Braa1ey, 1~89J sea aasorn100 en ia memorana 
p.tasmAt1ca ae los e~permatozo1aes; o 01en, al paso ae RNAm o 
protetnas ae esperm&.t1aa a espermat1oa a rrav~s ae los puentJ?s 
c1top1asmat1cos que ias conectan tp<!'lg. 7'5; Braun !!. ~-. 19'39J. 
En cap1tu1os posteriores se anonaara soore ia espec1r1c1aaa o no 
ae este antlgeno como macno espec1r1co, ia proaucc1on ae 
ant1suero H-Y y las pruenas ut111zaaas para su aetecc1on 1pags. 
49-57J. 

A cont1nuac1on i:;e n<"re una breve rPsena ne algunos ae los 
traoaJOS que se nan rea11zaao 1ntentanao separar el esperma en 2 
poo1ac1ones mediante la ceterrc1on ae este antlgeno. 

Go.tanerg tI97lJ, en un estuaio con esperma cte raton, uti11zo 
una prueoa cttotoxica con e1 ooJeto ae e11m1nar a los 
espermatozo1cteF.- H-Y+. Las r.111!1111as aartaaas 1as evaiuo mea1ante la 
t1nc1on suprav1ta1 ae trtpan azul ten Ja qu~ se t1nen soJamente 
c~l\tlas muertaSJ. En no pocas ocasiones se tlr\~ron un nt\mero ae 
c~1u1as superior a1 5ú't. . Encontro tamoiein que existe a1terente 
sucept1b111aad. ae1 esperma a1 ant1suero H-Y segun la cepa ae 
ratone-s de- ia que Sl? oot.uvo el eyacu1aao eva1uaao. Estos 
hallazgos ponen en auna 1a espe~1r1c1aaa ae este ant1geno como 
exc1us1vo ae C"-"tiuas con r.romosoma sex11a1Y. 

zavos 119~31, es~ua1anan 11n tipo ae tratamiento vag1na1, 
incnoo e1 esperma en un meato con anr1suero H-Y y trato con 
s0Juc1on~s vag1na1Ps 1a oase ae este antisueroJ a coneJas 
previamenre a su insemina~1on. Despul!'s ae una nora ae incuoac1on 
a1sminuyo ia moti1iaan ae1 espt?rma i:-.rataao en un 2~.5:;;. Este 
resu1taao con1c1a10 con ia recn1cr.1on .::in e1 porc=ent"aJe rie macnos 
nac1aos 1-29.8\) ae las nemnras tra~aaas previamente a su 
1nsem1nac1on en comparac1on con los macnos nac1aos ae 1as nemnras 
contro1. En ei primer caso la ps tue o.e o • .258 y en e1 grupo 
control Ja ps tue ae 0.556. Estaa1sr1camente naoianao e1 1na1ce 
ae prert~z y ei tamaño ae la camaaa ae las nemnras tratadas no 
variaron romparanos con 1os par~metros oor.en1aos con ias nemnras 
apareaaas natura1mente. Ei:;to 1na1r.a que la var1acion ª""' la ps no 
se aeo10 a a1rerencias ae morta1iaaa en tos emoriones en amnos 
grupos. 

AJl (1Q8l). 11evo a cano ta separar.ion ne las¿ poo1ac1ones 
ae ei:;permarozo1ctes meatante un :;eparaaor t;P1111ar AC"tivarto por 
Fluorescencia t FACt., por sus s1g1as en ingJ"'s'. Los 
espermatozo1aes primero se tncuoaron en antisuero H-Y y, despues 
ae un lavaao, los marcó con 11n conJugact() t:te ant 1c~11?"rpo y 
1~n1oranr"!' t111ori::-::-~enre te.sri::> SPg1.mno anr1<"11erpo va a1r1g1ao 
contra ei primi?rOJ y por tllttm0 tos som~r10 la separac1on. 
Desp11~s a~ Ja separac1on la ~asa ae los espermatozoiaei:; Y 
putativos 1marcaaos1 r11e ~P: 24:7~. 1~:~6 y ~l:77. 
La r.asa ae los espermatozoic1es X putativos pnra 
esos mismos animales !lle ae: 74:~~. 65:~5 y 77:23, 
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respectivamente. Este m~toao tFA~RJ, sep~ra rPLar1vamente po~as 
r.l!'.lUl.=tS por m1nutn anemas ae qtte ;:¡t"'°r.ra ta v1aoiaiaan ne las 
c~1u1as por lo que no se p11eaen realizar e1esar1os ae insl".'minac1on 
1Bracuey, 1988¡. 

Braa1ey (1988J, reporta la eeparac1on de Pspermatozo1aes 
aurante su paso en una columna a nase ae ~amas ae Setarnsa-6HB y 
antl-IgG ae rata. Lo5 espermatozoides primero se inr.\IOan Pn 
ant1suero H-Y y, posteriormente a 11n 1avaao, sP nacPn pasar por 
ta columna de Setarosa. Los espermatozoides no tlJanos Pn esta 
~01umna se nacen pasar mea1anre iavaaos sucesivos nasta que ya no 
se observan m~s espermacozo1aes al m1croscop10. Los 
espermatozoides ti)ñctos PSper.1r1camente tV putativos/ son e1u1aos 
a1 anaair un ex~eso a~ S\IPro no 1nm11ne. Amnas tracciones tuernn 
t.en1nas con un c-onJugaoo ai:- isorioc1anaro ae t1uorez:::rein-' + ant1-
IgG ae rata y eva111aaos ~1 microscop10. Del 70 a1 ~o~ ae los 
espermatozoiaes no tiJaaos espec1r1camente en 1a columna no 
most-r,,.ron tluorescencia tH-Y negativos) y, alrectector ctel 80't ae 
los tiJados espec1t1camente s1 la mostraron tH-Y pos1t1vosJ. En 
este experimento Rblo tllP r.:>c-uper~ao un naJo porr:enraJe di::>! 
volumen espPrmat1c-n nr1g1n~1. ~nem~s ins P~pPrmato~oioes 

recuperaaos mostraron OaJa viao111aaa. 

zavos tc1taao por Amrtnn l98q), 11t11izo una r:o1umna 
inmunotilt.raoora con ant1c11erpos monoctonali:.>S anti H-Y con el 
onJero de q11e los ~spermatozo1aes Y queoaran t lJOS en ;.sea y as1 
e1 semen recuperaao estarla enr1quec1ao en esp.,.rmato~o1nes X. De 
1913 emnr1ones ooten1nos con semen proces~oo ae toros, pudo 
sexar 127 mediante cariot:1po y ae Psros Pi Hl 't t11eron hemoras. 

Aunque toaos estos mt!>todos nan aemost.racto ia l'."XiRtenc1a de 2 
poo1ac1ones ne espermatozo1nes e11 re1ac1on a la presencia del 
antlgeno H-Y en i:;11 sup1?rr1c1J::>, es necesario comprooar qtte 
realmente corresponaan lOS H-Y negilt1vo:=- y 1os H-Y pos1t.1vos a 
Jo~ espermatozoides X y Y. respectivamente. Aaemss, a excepc1bn 
ae los experimentos cte zavos citados anteriormente, todos los 
metooos mencionados arr1oa ttenen que vencer serias 
ronrrar1eaaaes antes ae na11ar ap11cao11ie1ar:i en la reproau~c1on 

animal y los ae Zavos tiene que mostrar s11 Ptectiviaaa en ar.ros 
iaooratorios y con ntras esper.1es an1matef:. 
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Blectrotores1s de tlu]o llbre 
(detecctón ae cargas de supert1c1e1 

La eiectrorores1s es un m~todo que sirve para separar 
mol~<"llias 1somet1aas " un campo et"'ctric·o y dentro ae un sistema 
que permtr:;:t e-1 t!llJO) de acuerao a ta carga neta o 
que presenten a 1m pH a acto. 

Gledhtll llQ88J, sena1a que No nay razón a pr1or1 para 
pi::insar q11e los esperm"\rozoictes X ó Y Clltteran en cargas de 
superri<"1e. Ann a~t. en un campo e1ectr1co a1~1nos 

espermatnzn1aes se m11even nac1a el ~noao y or.ros nacta e1 
catooo''. La ve1oc1aaa ae m1grac1cn ae los espermar.ozo1aes 
nacia a1guno ae lOB campos e1ectricos aepenae ae la aenstctao de 
carga et~ctrlca en E>U supert1c1e t Kaneko et al., 19841. 

En ~sta t~C"ntca, et o?sperma y la sn1uc1on en la q11P naaa 
t1uyen perpenn1,u1armentP " un rampo elt"'c-rrtrn por ln q11i:o l~ 

separacton d€'Oer1a ef::tar a.acta 1en caso ae qui'? este m~tooo no 
1nmovi11zara los espermatozoides) tanto por a1t€'renc1as ne 
mot111aaa c-omo por n1terenc1a~ ne !""arqa tAmann, lq89). 

KanPKO et Al t l9e41, PO lln estl1d10 en e! ql1e lavAron esperma 
numano para ~tm1nar e1 p1,"sma s€>m1na1, 10 somet1f?'ron a 
e1ectrotores1~ ae tlUJO A pH 7.4 dentro ae una c~mara en la que 
pueaen ser r~cn1ectaaas nasta 20 a1terentes tracciones. El 
ctest1no ne tos espermatozotctes ctepenae ae la 1nt1uenc1a que ei 
campo eJ~ctr1co eJ~rc-e sonr~ ellos. ~or mea10 ae mon1toreo con 
r"ltmara rte v1a-.:-n y an~11s1s ~omp111:.ar1zaao ri:og1st.raron 2 pie":os ae 
m1qrac1on, amoos ct1r1g1aos nae":ta el anorto. Despu~s ctel 
tratamiento t1neron los espermatozoides con quinacr1na tco1orante 
nu~1ear qui:- t1ne "e-spec1t1camente" al cromosoma Y, conoc1áo como 
corpusct110 tlllorescente o corpnscu10-F). Encontraron que J.os 
espermatozo101;"S que migraron mas rapiao nacia el &nodo no s~ 

t1neron en aoso1uto tX-putat1vos) y los cte-1 segunao pico se 
t1I\eron >?'n lln iL~-8.:¡c:i:, 1Y-pu".'at1vosJ: los espo:>rmatozoiaes oe la 
muestra conrro1 se t1neron en un 46-4~~. E11 este estuct10 
c-onc1~1yeron q11e 1os espermatozo1cte~ X-p11tat1vos pre~entaron una 
carga neta negar1va mayor q11e !os Y putativos, y que €'Sta carga 
se aeoe, aparentPmente, a ct1terente conteniao en ~c1ao s1a11co en 
1a memnrana p1asmat1ra. Esta n1pOtes1s lo'\ nasan en la ooservac1on 
ae que 1a m1qrac1on nac-1a el anoao ae amoas poo1ac1ones y 1a 
migrac1on airerenc1a1 entre e1tas a1sminl1yo en muestras ae 
~sperma trdt~aas ron s1a11aasa. 

sn1e t .:imnn P ~ <'l l. !} 4kM ! , onn1v 1 Prnn re~u t t anns compl et amen te 
rusr in ros. en ~~t~ C"-:tS<i u1s i:""f:permatozoiaes que se tineron r.:on 
qi11nacr1 n~ 1 Y-p11t.=it l ves, ~fl:ot / rueron 1os que migraron mas r&p1ao 
n~r1~ ei ~nnno, Las rrarrionPS ae esperm.i\rozo1oes mAs cerca ae1 
~3~ono r11@rnn casi 1111)~ X-pu~ativos 1t1g11ra 41. Eva1uaron t~mot~n 
F>L contenic10 C1F> "("1ao s1"111:·0 ~n t?l plasma sem1na1 y en .H\ 
:ii>:>mor~n.:-1 p1.:i~:nar1r.i\ <1P e~pF>rm.i\tozo1rte~ y ~nr.nntr.:iron q11e este es 



3 y s veces mayor, r~spect1vament~, qui'?- i:i1 pr~senre en pJ.asrna 
sanqu1neoo. Estos a\1tor~s citan A scn1111ng ~r- a.L que a.L 11?:"111zar 
eJ. esperma a~ an1ma1~s aom~s~1cos para -in~m1nac1~n trat.aao 
mediante este m.t-toao, 0Dtuv1eron una psn mtts alt.a a1 tttl.11zar 1os 
espermato201ai;os que migraron n.:Jcla e..L l!.notlo y mayor nt11n1?ro ae 
hemoras con 1os ~spermat.ozo1aes que migraron nacta el c~toao. 

••11•ri8i 
·-!'-' 
0 

X-putativo11 

F1qura 4. r-nqracicm ae ~Sp'?rmatozo1ae-s X ~ Y en tm campo 
e1~ct:r1co tver t~Yt.01. Tomao.o ae En9~1mann ".'t 
al.,! 198SJ. 
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3.3 SELECCION DE ESPERMATOZOIDES MEDIANTE 
DIFERENCIALES INTERNAS 

Separae1on en Gradientes de A1D0•1na 

CARACTKRISTICAS 

En 1973 tue patentaaa una de las t~cn1cas mbs cono~ldas en 
el campo ae la S1;""parac1on esperm8t1ca. Er1csson er. al. ( 1973), 
lograron a1s1ar rracc1on1?s ricas en espermatozo1aeSva1 C"oJ.ocar 
esperma numano sonre columnas ae a1onm1na s~r1~a oov1na con baJos 
cont~n1aos ae sa1. 

La oase ae la separac1on es la mot111aaa proqres1va y la 
aparenremente mayor nao111aaa ae 1os espermatozoides Y para 
atravezar 1a 1ntertase entre r1u1aos ae a1rerent.e aens1aaa. Los 
espermatozn1aes ne 1a rr~~r1on rect1peraaa presentan mnr111aaa 
progresiva y ve1oc1daa a1~as tBeern1nK y Er1csson, 198~,: 

Er1csson eta!., 1Cf73;Q111n11vanetal., 1982). Ademas cte 
se1ecc1onar10s espermn.tozo1des Y., ~ ~perma trat.aao esta 11ore 
de espermatozo1ctes no mot11es, de espPrmatozo1ctes ae mortolog1a 
anormal y de mat.er1a1 contaminante tc~1u1ar: germinales, rl!-1u1as 
ep1t~11a1es, netr1tt1s, material part1ct11aao, etc.J. 

Lo~ espPrmarozo1aPs, pr1nr.1p1mente ins Y, migran hacia ta 
co1t1mna ae a1br1m1na en l nnrA. Tooo ei experimento aura ae 3 ~ 5 
noras ctesae lo=\ reri:ner.c1r')n O.E>! semen tCJmows.K.1 et a!., 1979; 
Gledh111, l988J. La iaent1oaa ae H>~ espermatozo1a~ eOc11Anto a 
que cromosoma si::ox11a1 portan tue- .:iva111ada mect1ante ta t1nr1on cte 
q1.11nacr1na en 1,;, m"1yor1.1 l'.1"" r.rani\JOS q11e reporr,;,n ~x1rn 

11t111zanao o:>sr.=t t~~~n1ca (Er1r.sson, et a1., 1973; DmowsK1 et al., 
1979; Q111n11van et <'11.. 1982; C'orsonetai., 1~84J. Estat1nCion 
solamente r1ne ¡-¡ cromosoma Y oe n11mañ0Sy ae a1gunos primates 
por 10 que no p11ene 5er nru1zacto """ an1ma1es dom~stlcos, aunque 
otros a11tores at1rman io contrario {Ogawa et at., J9A9; s1unu !!. 
.!.! . , 198€\a,hl. 

Los pasos gPnPra11?s q11"" rorresponnen aJ me-toao n._11s1r.n ae 1m 
paso 1Er1r.!"!":rn ~ .'.!.!.• t~7'.\) !"on: 

- r111111r et eyrtr.uiann i::>n proporrtí"ln 1: l en i=:.n1uc1on Tyrcu:ie- y 
s'=' ~ .. -:-ntr1r11g-'\ X 15 m1n11top; '"' 4f1;J1) r.p.m. 

se n:i.c11p""l';:\ ~ 1 ootein ne e~permatozot<1P.s y son 
resuspenct1aos en sn111c1on Tyrocte a razon ae 100 m111ones/O. 1 mi y 
SP evaln-"' ~ll mor111nact. y morro1og1~. 

·'""' n1 ¡qy,;on 1ns o:-sperinArozo1a""s d ronr.entrac1on tlJHU cte 
~ti m11inn,:.~111."im1 ~!1 so111r1nn TYl"Odf'.'. 

:--~ pr,;;ipara la r.oiumna ae ~1tmm1na en una ptpeta f'asteur 
crtpll;tr. 11.<.1m1 ~ pH 7.4-7.15. La ~oncl;'ntraC"JOn pueae !'ler nP J 
2. ;·.~. 
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A~ cuore esta ~01t1mna con 1a a11cuota ae o.5ml antes 
sena1ada. 

se remueve 1a rracc1on superior aespu...,s ae .1 hora y se 
evau1an por separado. 

La rracc1on superior siempre mostrara espermatozo1aes ae 
mot111aaa y mortologla det1c1entes y al contrario para !os 
espermatozo1ctes qui:- penetraron en la columna cte a!Dt'lmtna. 

Este m~toao se puecte moa1r1car rea11zanao mbs de 1 paso 12 o 
3). Para esto, se recupera la rracc1on interior. se centr1ruga, 
se e11m1na el sobrenRctante y rea11uyen los espermatozoides 1m1sma 
concentrar.ion y vo1t1mPn). Est:a a11r.11ota 2 se coloca sobre una 
nueva columna ae albl'!mlna de mayor aens1ctact que la ctel paso l y 
lo mismo para el tercer paso. Cada paso se rea11za en un lapso 
cte l hora. 

utra VC\rianre ae1 m~r.oao que se pueae ut111zar es el de 
paso en columna de albumina con dlterentes aens1aades. Por 
e)emplo, una columna cuyas concentraciones sean 10, 15 y 25% ae 
0.3ml c;u y aecrec1enao en ctens1aaa ae arr1ba-aba)o. El método de 
3 pasos 3 aens1aaaes parece ser el qt1e meJor tl1nc1ona (Beerntnk y 
Erlcsson, 1982; Beern1nK et al., 19AA; Er1csson et al., 1973J. 

El tox1to i:-n el eriij"üeCimiento ae l';'Sperma Y Meaumte f?st:e 
m~todo pueae ser superior al 75~ !Beern1nk y Ericsson, 1982; 
BeerntnK et al., 1988; Corson et al .. 1984: Er1csson e-t a1 .• 
1973; Q1.11ñT1vañ et ~l., 1982J. La ffiot111aaa se ve genera1mffite 
meJoraaa l a\\n en eStua1os en los que se reporta rracaso en l~ 
separa..ctónJ, s1encto ~omnn que sea s11per1or i"ll qo't :Bef:l'rntnK y 
Er1csson, 1982; Corson et ai, 1984; Eri~sson i:-t al .. 1973; Whlte 
_!! 2..!·, 1984; Zavos, 1985):- - -

En an1ma1es ctom~st1cos existen pocas 1nvest1qac1ones en 1as 
que se naya intentaao ut111zar el procea1m1ento. En uno ae los 
pocoi:: t.ranaJos que se reporta ex1to en An1ma1es, wn1te et al. 
¡ 19ti<i 1. mect1ante 11n metoan algo a1rerente al arr1oa exPüesto. 
ootuv1eron 1m 75~ cte macnos nac1aos tn=25) a1 inseminar a ove)as 
con semen ooten1ao ae la porc1on interior oe la columna f6tro11 
pos~ ~entr1t\1gac1on. EstoR autore~ 1.1t111zaron tamn1~n la porc1on 
~\tpi:?-r1or \ 2 m11 <"C'n li'\ ioea 11e que o::-star1r:t enr1quec1cin Pn 
espermarozoiaes X, ae~pu~s ai:- centrlt\1gar1a y resuspenaer el 
seC11miento, inseminaron a 1as nemoras. Nac1eron un 63.3% cte 
nemnras 1n=¿2¡. Los tndtces ae tert111ciao t11eron ae1 !>8.1 y 47.7lt 
para las tr~r.r.1onPs 1nter1or y supe~1or, respectivamente. Zavos 
tlc,B~!. no nr:u·11vn res11lraaol" pos1r1vns 11i:111zancto la tt!.>cn1r.a de 
Er1c:ssnn ~ !!._!. ¡ 197 3 J, en la separar:' ion ª"" espermaT:nzo1aes cte 
i:·nnPJO. 

Vn1v1enao a in~ esrua1os en numanos, Qu1n11van et. al. 
( 1982), en('Ofltraron que P.1 gracto Oe separactOn en mü'esti=as 
ino1v1n11a1F:"s mr..:::tri\na 11nf\ var1ar.1t".ln c:ons1cterao1e, lo q11e- exp11ca 
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en parte los resu1tad0Ft C"ontract1ctor1os puo11caaos i?'n cttti::ari::ant-es 
reportes. Tamo1~n en 10 rPterenre ~ la cant1nao a~ 

espermatozold.es recuperartos los res111tacios son muy var1an1es, 
ctescte 1-~'% nast.a 44't. ae rec1.1perac1on. 

Varios autores ponen en ouaa la etect1v1aact cte esta t@>cn1ca 
en 1a separar:-1on ae los espermatozo1r:1es en aos poolac1ones sexo 
a1st1nt1vas. PPro, Oeblcto a to contunctenre cte los res111tactos 
ot>ten1ctos en numerosos centror-:; oe 1nsem1nac::1on humana en los quJ:> 
se ut111za el m~tocto ae separac1on e~permat1ca mea1ante columnas 
ae a1nnm1na aonae la psn na s100 alta (>75~; Beern1nK y Er1csson, 
198Z; BeernlnK et al., 1989), varios al1tores, 1nc1uyenao a !Os 
detractores cte 1at¡cn1ca, especulan soor~ otras pos101es tormas 
de acc1on. Por eJemp10, s1 la etect1v1nact de ~ste m~torto se nasa 
m~s 01en en alterar ct1terenc1a1mente la ~apac1ctact tert111zaaora 
de amoas poo1ac1ones esperm..\t1cas y no en e1 enr1quec1m1ento en 
espermatozo1ctes Y. scnencK y Amann (1987), demostraron que la 
a1n~m1na s~r1ca a1sm1nuye ta capac1aact tert111zactora en el ta a 
Z4!t et.e los espermatozotctes al activar prt?maturament.e la reacc1on 
acrosomal, aunqne no o.etP.rm1naron s1 hl!OO dtti:-ren~1a en'tre 
poo1ac1ones x o Y. sn~tt!P.s t 1987 1, ser'lata qt1e ta 1nsem1nac1on 
art1t1c1a1 per1ovu1ator1a tcon est~ tipo ae semen1 poctr1a 
resu1t.ar en una m1grac1on dtterenc.tal entre Pl"permatozoictes X y Y 
ya q\1e en pn1enas in v1tro 1541? na v1st:o que 1os espermatoz<:>1ctes Y. 
nadan mas r~p1do en moco c~rv1CC\1 per1ovott l taor 10. 

Ttnc1on ~ Qluna("rtna. ?e.c:.pec1r1ra ~ f'rl"lmosom-3 V? Existe li\ 
aucta soore s1 ta t1nc1on cte qu1n.:tcr1na ~'lt.l!Par;\ u1ent1t1car 
el cromosoma Y numano t 'rnomsen y Nlenuhr. 1 q8ti). aeJanao 
incierta la etect1v1aact ae tos m~toctos para separar 
esperma'tozolct€'S que ut111zaron Psta tlnC"10n como mect10 cte 
comprooac1on. La esper.1t1c1aaa a@ La qu1nacr1n~ tr.Oml"l ttnc1on 
para cromosoma YI na s1cto PValt1~aa ron t~cn1r~s et@ Mayor 
ae"eptac1on. Por e1emp10, al rea11~ar ei cartot1po cte emor1ones 
n1or1rtos proauc1aos mect1ante la tt?rt.111zar.1c">n cte ovo!':ttos ae 
namster aenuaaaos con esperma sexaoo por qraa1entes ae a1o~m1na. 
Branar1tt: et al. ( 1986) y Ueoa y Yanaq1macn1 t 1981). no 
en~ontraron-una ps ait.a como se -:-spi:irarta s1 en re11ctact el 
espi?rma l?St\1VlF'rñ enr1que("1cto ron espermaro:o1aes Y. A.'rn mAs 
cons1s~entPs son 1os na11azgos ooten1aos mea1ante c1tomPtr1a ae 
tlllJO, que como se exp11ca post.er1ormente {pag. 36, 97-1001, m1cte 
HI cantlctact oe DNA. celular en torma oastant~ prer.1s~. Las 
a1teren~1as porr.entua1es en 1a ~~nr1nan ctP ONA ~n~rP 
espermatozo1aes X y Y en an1ma1@s Ol"lm~sr1f':O~ y el numano es ae1 J 
al 4.51\ (Garner et a1., 1983; PlnKel et. al; 1Q82a). Hea1ant.e 
PPf";iri t"'rn1ra nn Se eñcontrti enr1quec1mi@ñto alguno ctPl semen 
nov1no trataao ~on ese tln 1P1nKeJ ~r ai .• 1~8~). 

H~Donough t 19871 F>ena1.;1 quf? Ta P.-1rí:lbn tiuorPi:;r.P.ntP rtPl 
t"romos.oma Y p11enl'> ser pequ.::ona e no .=.:-:1~'";:io:1te l'.'r. ~ tg11:i0<:! nnrnor""~ ,=. 

tllf'l\unve, a1g11na~ mUJPl"~~ p11P.rto?n presi:-nt~r sr\t+"11to:>s 
riuoresrentPF y rentrnm~rnF tluOtPFr~nte~. Aa,:o.m~s. e11 varios 
traOaJo~ no ~e na v1~tn ~nr1qu~c1rn11?nto ne lnF espPrm~tnzn1ae~ 
corpl,f:Culo-F pos1t1vos post-rratam1entn tAmann, 1913'+; (Hean111, 
198t:.; IJE>da y Yanag1mar.n1, 191'.:17t. 



Aunque e1 panorama para el tuturo cte esta t~cnica en e! 
~rea O':." proaucc1on an1ma1 ee somnrto, su uti11zac1on en 
reproauccion numana r.11sta mue no de ser aesecnacta. En e! sector 
pecuario se OPCPstta la rea1izacion de mayor tnvestiqacion para 
conocer su va11a y ap1ican111aaa. 

cro•atogratta en co!u•naa de setadex 

A! contrario ael m~toao anterior, con esta t~cn1ca se 
pretende ei a1s1ami€-nto ae espermatozo1cres X. En resumen, se 
aepostta 1 a 2 mi ae semen tres~o sobre una columna de 1.08 X 12 
cm ae gel ae setadex. Para t11trar el semen se anaae so1ucion et~ 

Lo~Ke a une temperatura cti:- 22··23 graaos cent1qractos. Se 
aesecnan ios primeros l-4 ml y s~ reco1e~tan rra~c1ones ne 1 ml. 
La m.ax1ma roncentra~1on se ont1ene l?O ios pr1merns nueve tunos 
recuper~naose tln 35% ae espermatozolctes tQu1n11van et al., 1982). 
La mot111aaa rneJora s1mstanC'1a1mentt? y "'1 pOFc~taJe dt? 
espt?rmatozo1nl?'S ("~rp1ti:::'r1110-F nl'?gat1 vos (X- put:at l vos} se 
1ncreml'?nta ~1r-=-cea0r a~ un :::rt icorson .=-t ~1., JC.H3~ l·orson ~ 
!!..!·· 19~4; Qtnn11van !_!: ~·· 1982). - -

Aa1Moe1)a (Cltaao por Glean111 l988J, en t1n est11a10 ae 8 
anos c.on pareJas vo1untar1as, ont11vo un lOíl't a.i:- "?'X1tn. ('le 48 
partoi:; O.'t.C'1eron 4B n1nas. fle i:-ntrada sui:ina 1mpr-=-:s1onantP pero 1a; 
reru1aad es que e1 est.ua10 lo in1<:'taron 269 pare)"ls. Tan aira 
cteserr1on ~o permite tomar C'Omo aer1nit1vos estns res111tanos. 

F'i:orn.s\nrt;:-:: Pt a1. \ lq86aJ, drgum.,.nranao a1terenti:> peso y 
ve1or.inaa entre~108 espermatozo10Ps X e Y. lograron separar 
suopoo1ar1nnPR Pnr1q11e("1n~~ en espermatozn1a~s Y y st1npoo1ac1ones 
eonr1quer.1aas en esp1?rmat:ozo1aes X ut111zanao semen oov1no. Et 
proceso ae ~eparac1on, dicen, se 11eva a cabo a1 ~1111r el semen a 
rrav~s ne 1111a rou1mnc"t OP set.:=tC1f?X a nnñ ve1nc1daa lq'.1.:=tl "' la 
v~1or1o~n mea1a n~ ins e~pPrmatozo1nes a temper~t11ra constante 
1 ~H. !i gr~oo~ ri=-nt1graaos J. nonae 10.c; espermato::o1ct;:>R i:;on 
drrñstrann8 a ct1rerenre veJoctaan. L-'1 ve1oc1oaa promentn ne 
m1grac-1on oi::i los >?spermatozo1a~s r11P m~a1C1a al momento ae eva1uar 
ta r.a1H1ao df:>l eyacu1acio y, aespnes ae procesaao, a r.arttt una cte 
!aR" trñrc- inn~~s rPi:-01 ecr:anas. s~qnn estos Autores ios 
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espermatozo1aes recog1aos en 1as primeras tr~~r.1ones son ios X 
menor ve1oc1ctactJ y Jos recoqldns en 1as u1t1~as tra~c1ones son 
los Y. Se inseminaron nemnras para ver1t1car ia etect1v1aaa ae 
la separac1on segun la psn. La psn ooten1da con el semen X
putatlvo tuecte o.Je~ tn = 39J y ia psn a1 ut111zar el semen y ... 
putativo rue ae 0.778 (n :: 91. La psn natural (0.52) la 
det~rm1naron a partir ae m11es ae registros rte la Facnttact cte 
C1enc1as Veter1nar1as de la UBA (ArgenttnaJ. En este esrt1a10 la 
conc:entrac1on espermat1ca et'?' tas aos1s oe insem1nac1on ttte rte 30 
m111ones y el procentaJe ae pre~~z a la primera insem1nac1on tue 
ne 68.1~ para el semen X-putativo y ae 28.9\ parA el semen Y
putatlvo. Cleo1cto rtl D.::tJo m'mero cte 01:>servac1ones para 10S 2 
tlpos cte semen ( 39 y 9 crJasJ, rnr1eron una prueba masiva 
{Fernl!lnctez F>t al .• 198bbJ 1:.>n Ja qui'? se obt.uv1eron 198 crlas 
conciuyendo que !A prooao1l1Ctan de ~rror tui:> ae P ).0.001 1no 
reportan rest11caaos ae este segunao estuct1ot. 

Aunque 1a literatura c1t.a trana)os con 76 a 951; ae ex1to en 
!a separac1on ae espermacozo1aes X por r.romatogratla en coltlmnas 
ae sephaaex. Beck~tt et aJ. ( 1G8QJ, no na11aron dlterencta 
s1gn1t1~at1va a1guna en Ta Pfopnrc1on es espermatozo1a~s X entre 
el semen trataao y el no tratado. Estos autores sexaron el 
esperma pre y posc-tr~tamtento por 3 mecttos: t1nc1on de 
qu1nacr1na. car1ot1po e n1nr1a1zar.1on ae1 DNA; stencto las dos 
n1t1mas t~cnlcas muy cont1abJes. 

Centr1tugac10n en gradlentes de oensldad de Percol! 

~ es ei Perr::oll? El Per("olJ es un get ae stJH·e moct1r1cado 
cuyas -pirl:~estan recuo1ertas con po11v1n11p1rro11ctona 
(Kaneko et a1, 1983; He c1ure et a1., l989J 1a cual parece 
conter1r1e Prop1eaaaes inertes Por-10 que el semen recuperaao 
puede ut111zarse s1n riesgn~ de prort11c1r ri:.oa.r.c1on+:is 1nr1arraaror1<'\s 
en e1 tracto repronuctor temen1no 1P1cker1ng Pr ~J., }Q89), 
fJeJ:HdO a s<?r poco viscoso, permito:- !<\ sei::ameñtaC"itin rte tf\s 
c~1u1a~ ann ~ ve10~1rtaoes de r.encr1tt1ga~1on naJas 1300 x g1. 
Aaem~s. con e1 Perco11, se pl1enpn nacer so1u~1ones ae oens1ctan oe 
nasta 1.13 g/ml sin el 1nr.remento ae !~ prF>Slón osmot1~a tPertotc 
r.1taoo por K-"ni:>Ko +:ir a1., i.:iAti1. t:c;tas ~ara<"'terlst"tr.i'ls ri.:-nimrtan 
11Jon 1m ti~Jo ntuñeró .. ni'? r.~111t,:ic; n.~ni'\rtas. La aF>ns1oaa ni:. 
sea1ment:ar1on a.e equ111r:ir10 en~! ":>Spt?rm.a n11mann +:is rti:o l. ll A 
J.12 (Kanekn F>t ~l. c1t~aos por K~neKo ~r aJ .. 1Q86J y parPre ser 
que eR menor Ta Oens1ctad ne 1os Y fForst"ir-!..!'.: ~-. lGM'lt. 
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AJ 1g11;¡1 q11P 1af: t¡t.rn1~ns ant:enrnrnenre menc1onar1as. JA. 
("entr1t11gi'lrlf6Jn i;on gt·rltt1enr..;:s ª"" f'Prr.nL1 tul':' rre.,di'I <'.lr1q1netJmf?nte 
para meJnrar 1a ~a11nao aeJ RPmen ae pac1Pntes con prooiemas ae 
tert1110~0. ~J ~emen ontPn100 postratamtenro esta 11nre d~ 

componenre~ anormAJ.es o 11·reg11Ji'\rP~ y ne 11ntoc1tos. Las 
pohHH·toni:>~ n;::¡("r,::.nnn,=,;;<> a1sm1n11yFn i:>n torma importante quedando 
solo rPpns nn pi'ltnqen~~ ~nnrrnt~nte~ rnn Dftc~er1ostftt1cos. 

TamD1~n Fe ~11m1nA Ji'! maynr p~1-tP OPJ pJi'lSrni'I sem1na1. Anem~s. en 
la~ trR("C"10nPF- C'l>'> m;::¡yor 11,::.nnHrnn '1P f'••rrolt (fil-q()'tJ t::.P rec11pera 
22~ cte li\ rnn1~e1ltf".'tl"'lt4ln r)rJl)lni'l1 0 lO~, íle j1")¡:; Pt::.perm8tOZ01C1€'S 
mót:ll+"~ y con meJr"II. t":'rt.111nari qi1., 10~ rnntrnies 1 rC1rc:ri:>r- et aJ.., 
¡qe3; IlZUKa ~ ~·' l'-B8t. ~ -

!'.!A plenf:-"I que a1 s0m>?-TPr los e:::p":'rm;:¡ri-n.01rtes a 
centr1tt1gar16n, la pArt~ m~~ pPsaaa ae 10~ mismos m1rarA en 
ct1recr10n centr1tuga 1 RnPmrPv et aJ .• 1988}. En un medlo con 
dlterent.es dens1ar\OP.s. iOí:' mennr--~ Tñayor y ne arr1na ana.jo) 1os 
espermatozoH1PS X se111mentñr1~n m.11..c: r~p1cto t Kanel<o Pt. at., 1987). 
En ei esruri10 nló' f\nn>'."~~o ""t i'\1 1 !'11-<l), 11r111z..,ron •mii.-!'ÚJ-il~C'l1'n ne 
Nycoctf:>nZ 1en 1n qnf".' ia ~01·m ... ntar1tm ne lns Pi:;p~i-matn201oes es 
s1m11ar a ia qno:> s+:> pres+:>nra f:'n soluC'1oni:>s ae f'erC'olJ J y 
conr!tty.:iron q11+:> ·'l,l""m'~ ci,:; l·"I QPnsin,10, C".P!"'tas ::-,"lraC"ter1st.1~as de 
s11perr1c1e tpos101i:>m"nr.:- c-:argas P1~ct.r1r.a~1 1nr1uye~ tamrne-n en 
Ja ve1oc1aoa dP seo1mentar1on ne los Pspermatozo1aes. Mediante 
est~ m~tono SJ:i prer:POOE' 10 obtenrlón n.e tral"C'tones riras en 
espermarozntaei=:. X. 

En re1a~1on ~l SPX~r1o espermat1co se nan nPcno pocas 
inv~sc1gac1ones lltJ11zanao esti:> m~toao. KanPKo et a1. fl963J, 
rr.:tt.<'lron APmen h11mil.no y oor11v1Prnn un 73't de esperiñat"Ozo1cies Y
putat1vns a parr1r ae JFI ~;::¡p;::¡ CP m~nor dent::-1,il.d l<I.O~ q/mJJ y en 
Ja tri'\r.CI(")n m~s riensrt 1>1.ll g/mil rtPt~C'ril.ron un 27.4% ne 
esp1?rmil.tozo1aes c:orpti~,-1110-F pns1t1vnc::: n, ,-,1rno CIP ntra m.:tnera, 
72.t:i!t dt> espe-rmntozo1aes X-p11tat1vos. I1zux..:1 et a1. t lqf113), 
ut:111zaron 2 t~r:n1cai=:.. para mP.Jnrar la terttTiaaci de semen 
numano: en la primera, C"'OO una C'apa ae n.ens1acHt t'lnlc:":a, ooruv1eron 
11na pan ctP o.:tl4 tn = .15): mea1a11re l.'\ 1;i::-guncia t.r>rn1ca, ~n 1a 
~1e t1t111z~rnn estrAtO~ n~ atcPr~ntes nen~tnaaes. rPg1straron 11na 
psn ae 11 . .::i1.1 111 ::: tn1. uprFltl 1r1ra.c10 por Arnann, JQAq/. no obt11vo 
res111ronns poi=:.1t1vos. Al .:-v~111ar la separar.1ón n.e esprmatozo1d~s 

por c1~ometr1a n~ tJliJ~ la ps t11e ae 49:51. 
Iw~sakl et a1 ! 1q~M1, ~tr:'XAron pot· mea1os ~1toqen~t1cos a 880 

emnr1on.=.s nnr;:¡¡-\1ñni: .=t F""rr1r n-:- t"'rt111zaC'1Cin in v1tro , ... on semen 
separano por el m~rono OP Perro11. Conrl\1yeron que esta t~cn1ca 

no $ll"V€' parr:i 1.:\ ~ep~ror.1t>n ª"'° o1?spPrmatozo1ae:r:: X e Y ae bovino, 
a1 menos r.on e1. 1T1 ... r.-.,no qqe e.1.1os 11t111zaron. 

T~cntca. Lns p~c:n~ gQn,,.ra1e~ <1.P J.a rentr1r11g~r.1on Pn 
qran1,:;ntP~ ~e n..,n~1a~n o~ Per~o11 son: 

- :;P f'l.""'par,; 1in~ so111cii:>n mara·"' a€' f'Prro1J aJ 90~ y a partir 
~~ Psr~ pr~p"'lran ~n111r1nn"'~ ne OlTPr~nre~ OPns1aaa~s. Et 
n~imern n.o? so111r1ones t l a 121 y sus aens1aaaes son var1ao1es. 



Las aens1aaaes de rt1terentes n1111c1ones de Per~oJJ son: 
l.06, 1.07, l.OS, 1.0~. 1.10 y J.11 para lrts so111r1onef' rc11ya 
concentrac1on de Perco11 sean 43, '33, 60, 68, 7ti Y 84't, 
respectivamente. se depositan en torma de aenRtdad aecrec1ente 
en un tubo de centr1ruga empezanoo por 1a ae mayor dens1aad. 
1t1qura III.2; Kaneko et a1., IQBJJ. La aens1aan ne cana capa se 
compruPtia mea1ant . .;> 1a ~ntt=1tugac1ón s1mu1nrnea de t.11bos cent.rol 
a 1os q11e se anaaen mflrcaaorefl ne aens1aa11 r.01ore.:taos Jllnt.o ~on 

!as sol11~1ones de Per~o11. 
- se c~nrr1r11g;, a ¿Q(1-hnO q por 1:_, minutos y se rer.11pera laR 

rracc1ones aeseaaAs, ias ma~ aenRas. 

~ste m~toao pare('!e t~ner rn11~no t11turo ~n e1 r.ampo oe 
reproaucc1on numana. A1rn l'.'11Annn no s1rva para sexar el esperma, 
se pueC1r;> emp1e.::tr pari\ aumentar 1.'i tert.1!1dact ael semen ut1112:acto 
en 1nsemtnac1on art1ttc1a1. Den1ao r1. que e1 entoque en 
reproC1ttcc1on an1mAl es dtst1nto tlos an1ma1e6 n~ oa]a tPrt1t1da~ 

son 1naeseao1esJ y a que no ~e nan obt~n1no rps111taC1os tavorab!es 
en el s~xaao, parPce a1rlc1¡ que este m~tocto sea ae ut111aan en 
e1 sector pecuario. 

c1toaetr1a y separac1on de tJuJo 

Ei ctesarro110 cte esta técnica para e1 sexaao espermat1co se 
na aaao enteramente en Ja a~caaa cte 1os 805. Actualmente la 
c1tometr1a cte tluJo (CFI a mostracto ser m11y etect1va prtr.:t evau1ar 
m~toctos cte separac1on aeJ esperma t~lnKe! et al., 19851 y sn10 en 
torma muy rf;!c-1ente se nan onten1ao rP.Wicaaos pr.itct1coR 
prometeaores por mecno de c1tomo?trla y separac1on ª'=' tH1Jo tCSF; 
Jonnson ~ ~-, l'H~q: Horeu f.!~-. 1988). 

La CF se caracteriza por aeterm1nar la proporc1on ne DNA 
ceJttl.::tr. Esto se logra m1C11endn la r111orescen~1a em1~1aa pnr e1 
ntlcleo ceuuar ( ten100 con a1grm r111orocromo1 rtPsp11~s <to? s~r 

ex1tado por un rayo 111.s~r. La t1uorescenc::1a em1t1C1a es 
proporc1ona1 a Ja masR nuc!f?ar ¡ P1nK.PJ Pt .::11., 19821. En los 
an1maJl">S t'.1(lm~sr1c-os las Otrio:-r.;_..11c1,:i . .:: -"';1 ffi~~;;-Ollr"tt=>-3r enr-re tn::< 
espermatozn10Ps X e V son llf>! c'lni.-11 n"" ~ ..... ;¡ q,3'{, •F'll'K>:>I Pr "1.1. 
1982; Ga,rner et .=u., l'H;J; t.•t""/"lnu 1. L~l:{H •. --

La sepai=aClon ae Jos f'.'SPf'.'rmarozo1oes. m1n1enno P:-::r11F: 
dlterenc1as, t111? lograoa primero por P1nKe1 er aJ.. 1 lq>j¿), 

estucuanao a1 raron ~r:.ro~1~ !?-1:~~r)n t r pnre~a--n~J .--t11-M5:¡:. ¡ y 



.Jonnson !:.!_ ~.!. l 19H2 J, en esv1i:no~ ron cn1nch111a Lan1ger (pureza 
cte 95%). A ctt:'c1r verr1aa. en "?Stos estucnos se n1zo separac1on ae 
n(1c1eos mss que oe ce1111al" aetnao a que, para una meJor t1ncH>n 
ctel nt1c1eo, Los esp~rmarozo1ctes tueron sometidos a dlgest10n 
proteo11t1ca 1a cual provoca nesconctensac1on nuc1ear pero tamn1en 
pérct1aa de memoran.:\ y citoplasma celulares. Por supuesto, estos 
m~toctos no perm1tPn la poster1or ut111zar.1on del esperma para la 
1nsem1nac1on. Por etlo, se moa1t1caron 1as t~cn1cas ae 
preparac1on y t1nr1on esperm-'t1cas 1Jonnson et. al., 19870) y se 
comprono J <=t. r..:\pac1artn OI? Pstos nt1c1eos para Msconaensarse y 
tormar et pron11c1Po masctl11no aei:;pu,_:=; d.r:;> la tPrt111zac1on in 
v1tro ae ovoc1ros cte namst~r nent1aaaos (Jonnso11 y c1arke, 1988), 
Hore11 et at. ll9B8J, comproh.:\ron ta capac1aad tert111zadora de 
1os espet=matozo1aes separanns pnr CSF al inseminar var.as y 
coneJo~ con semen trataao de las resper.t1vas esper.1es. En este 
caso, las rra~c1ones enr1quer.1oas en espPrmatozo1aes X tlteron tas 
tm1cas que mostrC\ron a1guna d.ef'v1ac1on ae 1a psn. Johnson et al. 
t 1989), separaron eF:perm;:i.tozn1rte~ 1nr.actos mea1ante un cttOmetro 
y separador ne tlllJo moa1t1caao {JonnFon y P1nKe1, 1Q86). 
onr.uv1eron tri1'l.cr.1ones con p11rez.n ae >-tt:i y klt. para espermé\tozo1aes 
X e y reRperr1vi1'l.mentP. ur111zarn1l P~tas trarc1on~s en 
1nRem1nar.1on ar~1r1c1a1, la psn ne 1a~ r.Rmadas ae cone:ias 
insem1naaas con Fem~t1 enr1q11ec1ao en espPrmatn~otrtP~ X tite a~ 94' 
y ia psn ae l~s camaa~s ae coneJas 1nsem1nanas con Pl ~nr1quec1ao 
en esperma Y tui:- oe 81'>,,. A manera cte control, 1n,c;.em1ni'\ron otras 
nemoras con P 1 semPn t'P~11 J t i'\nt,::. de 1 a rer.omn infle-= tón cte 1 as 
tracc1ont?-s X ,::. Y Pn lgua1es prcJporc1ones, la psn en es::;tns casos 
tue cte ll.47. En Ja r1gura ~ se muestra un esquemC\ ctel c1tómetro 
y separAaor ne r111:in. 

Annqt¡P ~n los estua1os ae Morell et. i\t. tl9R8) o en tos de 
Jonnsnn et ~1. 1 JGRui, 1os c:r1ns naC"1ctoSae nemnra~ insem1nfltl.:\s 
r.on i:;t?merla~P.c::tP tipo no prei:::ent"<ffon maltorm.:\c1oni::os cong~n1tas, 
es riesgoso ront1i'\r:=;e ne qnP PO un rutt1ro >?Sta~ t1nr.1ones 
nur1eare"5 no provocflran murac-1ones genf!>t.1cas nflJO un sistema 
donde sea comnn la ini:::"'m1nar.1t>n C"'0n semen ::;eparaao por esta 
t.ecn1ca 1Hore11 !E-ª.!·, 1~88¡. 

Jonnson ~ A!· ( 19~q 1, sena la varias ctesventaJaS ae i?sta 
ti'!'C"n1ra, y son: 

L.=t cant1ctar1 rte espermat0zo1oes que p1.1eden se-r separad.os 
por un1aact ae r1empo es muy 11m1taaa talredector de 350,000¡nr). 
Esrn e11m1na las pn~10111n.:\aes di? t1t111zar laCSF para producir 
s@1tt~n ~omer1·1al p1r? la 1n~em1nac-1nn Art1t1c1a1 ae especies 
aom~s.r.1c~s. 

ParPrP n~ner ~~ynr mnrcaltctan e1nnr1onar1a al inseminar 
con semen separaao por esta t@cn1ca y se cree que se aeoe a la 
pre.si:-nt'.'1~ del tlnorocromo en ,:ioL DNA.. 

Et cn~ro nel apararn es muy .:\Jto 12~0.000 dOlares para 

[1.;>0100 al tuturo prornetectnr ctP. esta tli!'cn1c:a en el sexado 
espermar 1co, en e1 captttuo 5 se dan en aeta11e ios pormenores ne 
1..'I. m1smñ. 
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Colectores 

Figura 5. CttOmetro y S'?paraaor ae F l\l)o. 'I'omaC1o Cl'? Jonm;on !.!_ 
~· { L987aJ. 
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CAPITULO IV 

HBTODOS PARA S B X A R B H B R I O N E S 
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METODOS PARA SEXAR EMBRIONES 

4.1 INTRODUCCION 

El sexaao emnr1on~r10 se na tntentacto en varias tormas como 
son: ana11s1s ~tto1og1~0 cteL corposculo ae Barr o 1aent1t1cac1on 
cte lOf' cromoi:;omas sex11a1es, ct1flnt1r1cac1on rte c11rerenc1as 
metaoo11cas, cuant1r1ca~1on ae tas a1terentes tasas ne 
crec1m1ento, aeteC"c1on cte anttgenos espectt1cos y la 
tdent1t1cact~n ne secuencias g~ntcas espec1r1cas. 

Antes ne entrar ae 11~no en e1 terreno ne! sexa)e 
emnr1onRr10, pareC'e perr.1nente naC"er un nreve rest1men sonre 
aspectos de a11atnm1a y r1s101og1a ne1 nesarrolto ne! emor1on 
pre1mp1antaao, con e1 t1n c:te recorctar t~rm1nos i:.enc111os no 
comnnmenr.e maneJoctos. Igna1mente se mPnc1onaran algunos 
par8metros sobre transplante emor1onar10 y m~toaos 

comp1ementar1os qui::> Jo enriquecen. De ef.ta manera, queda sentada 
ttna OaRe 15nt1rP Ja ...-11.::tl pnr1F:>r PntPOr1Pr y PVftJ.11ar mi'\f; t1e1ment:"e Jos 
resultaaos que se nan ooten1ao mea1anre JaR t~cn1ras para sexar 
emor1ones. 

Generalidad.es sobre anatom!a y r1s101091a (expresión g~ntcaJ del 
embr10n. 

Lr.s t~rm tnos q11F:" ::;e ur l 11 z an para OPs...-r lti 1 r 1 ,.,.,s ct 1 terf?ntes 
etapas dP ctesarrn110 ae1 emnr1on se oasan en aatos mortológ1coR 
pr1nc1pa1mente. A ront1n11ac1on se aescr1oe eJ aesarrollo Oel 
emnr1on oov1no y en el c-11aáro !V.l se r:ompara con el d.esarro110 
emor1onar10 en otra::; especies. r.as primeras etapas se c1as1t1can 
segnn el nhmero celular. aA1 se á1re que e1 emor1on es ae una 
c~1111a tcon pronnc1eos mas~1111no y temen1no) y nasta 16 c~1111as. 

A partir ae esr.a. o:-t:apa Sf'!' ie aa ei nomorP ae morUlr\ por seme.Jar 
1m ractm:"'I oe uvas'•. El contorno 01astom~r1co es ne11nean1e 
h<\sta que a1r.anzan un nt1mero aprox1maao ae 3l! c~1u1as momento en 
e1 que seª"" ia romp.::i.~r~r1an, ia r.11,;1. ante~eae a la tnrmac1on 
ae 1tna cav1aan 101nnror.e1e1 1n1c10 ae la etapa ae 01astoc1sto 
1Better1nge y Fl~cnon. 1988). La etapa ae 01astoc1sto se 
a1v1ae en temprano, medio y tard.1o t 100 a 140 c@lulas 
aprox1maaamente1, 01astoc1sto en eclositm tmoment.o en el que 
aesec-na la zona pe1nc1oa: 200 ce1u1as aprox.) y b1astoc1sto 
en ei::ing.:\r.tl':ln 1 inoo c4!'1t11as aprox. 1, ae~pu~s oe 10 cua1 sigue la 
1mp1,;nra...-1~n o r1Ja~1nn 1Betrer1ngP y Fi~~non, lQRH: 
::.KrzyBzowsK.; y smorag, lY~Q). En 1.::i. r1gura h, SP m11estr~n 

e~ql1emas ne 1~ morto1og1a y nnm~rn ce111Lar emnr1onar1os en sus 
a1:erentes etapas. 
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La tis101og1a ctel emor1ón va C"amrnani:to $;P.g,1n su oesarro110. 
En las primeras divisiones 1a maqu1nAr1a metano11ra ~s C"as1 por 
completo de origen materno 1Better1age y FJ1:.>cnon, 198HJ. En e1 
raton lma onena parte del RNAtn materno esta ct1i:::pon101e para 1<:1 
traat1cc1on en la etapa ae 01astoc1f:to, este mater1a1 rt1e 
incorporaao durante la ovogl!'nes1s (Harez, 1989). s1 se r111r1va a 
ios emor1ones en un mect10 con Ac:t1nom1c1na IJ f 1nn1nt<1or cte 
transcr1pr.1on, stntesis ae RNAJ, no se b1nquea la seqmenrar:tón, 
pero s1 al mea10 ae r.ult1vo se Je anarti:' puromir.tna 11nn101oor oe 
la slntes1s proteica, t.raa11cr:1on1 no nay segmentación 1~a11n.c;Ky, 

1982 J. La proaucc1on et'? RNA nei:erogeneo nuclear 1 RNAnn J y oe 
RNAr se da en la etapa cte 2 r:~lulas en ratones y caoras, 4 
ce1u1as en puercos y numanos, ~ cl.>l\llas en nov1nos y lri c1:>1u1as 
en ovino~. Los rPquerim1entos metao~Jir.os tamo11.>n var1an, por 
eJemp10, cuancto el sustrato pr1nc1pa1 e~ 1a g1\1r:osa. los 
emor1ones nov1nos cte u1 c~1u1as cont:1n11an su ctesarro110 a 
01terenc1a ae los emor1ones ai:o lti c~1u1as. Es importante 
cons1d.erar esto para la e1anoracion cte 1os mect1os cte cultivo 
tBettertctge y r1ecnon, 1988), 

cuadro II. "Anatomta" ctel emor1cin 1pre1mp1antac16n¡ en a1terenr.es 
especies. 

Premoru1a• Horu1a•• B!aStOClF;tO 
tempr¿tnn ta roto elongaao . c~lt11ar 1-16 16-32 100 140 1000 

115 
8-lh 40 72 

l-12 12-60 "º 
E et a el ae1 0-4 3-ti 7-~ ~-12 13 
emnr1bn 0-3 3-5 4-6 5-7 
1a1as post 0-3 3-~ 4-6 5-1 11 
estro1*•• 0-2 .J 4 

0-2 3-4 4-~ 'j-6 
t)-J 3-6 5-B B-lú ll 

En tracia 3-3 l/2 
a1 t\tero 4-5 
(olas post 
estro)•••• 

Premoru1a, ael a1a o nasca e1 tn1c10 ne 1a mnnu;:i,, 
MOrula, 1nc1nye moru1a temprana y moru1a compa~t-:1. 
D1a o ~ dta ae1 e~tro. 

Ei:::peclP 

oov1no 
ovino 
r"ltOn 
numano 

00Vll10 
equino 
SlllnO 
r.oneJo 
humano 
ovino 

bovino 
i:oqu1no 
su1no 
coneJo 

La entraaa al t't~ro varia ..,,n 1os a111ma1~s ~11pPrnv111ano15. ""l 
menos en la vaca en 1a que eatP se ~a~1~nra l n1a ma~ ro11 
respecto a los ne superovuli\aos t H~wr.. er. a1. le.e,~). 

Adaptado de Avery y Shm1at t 1989-¡-; H"atez ( 1Cf8Y I y Me l•ona1a 
y Pineda ll969). 
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Transterencta emnr1onar1a y tecn1cas comp1e•entar1as 
~ara lñ trarst~renc1a Pmnr1onar1a se conJUntan un gran 

nnmero cte tecn1r:a.s y var1rts ae e11as sirven para meJorar su 
et1c1en~1a. Algunos cte tos tar:tore~ que atectan esta et1c1enc1a y 
que tienen qui::- ver con ml:'toans qt1e se mencionan p0Rter1ormente, 
son: ca11aact oeJ emor1on. etapa ae ctesarro110 ael emnr1on, m~totto 
oe see~1onñm1entn, nnmero ne nem1-emnryos transrer1nos, ere. 

Ftg\1ra 6. Las cllrerentes etapas 
emor1onar1as y su nt1mero 
c-eH11ar 1 novino). Tnmacto 
ne Hate~ t1G89). 

o.o,c.-p .... ;., 
d•l•t"D 

D•ot d•<1>u•t 

d•I••''" 

El P•"1r~metro que 5e 11r:111zar~ romo O.:\se ctP C"omparñC"\On paro 
loP res111r~n~~ reportanos en Los tr3naJOS dP Rexacto emnr1nnar10, 
es aqu~J que SP oot1~ne mea1ante una t~cn1ca ae transrerencla 
emnr1onar1a traa1c1ona1•' tr1gura ll en la que se transt1eren 
emDr1ones completos, con zona pe11ic1aa tZPJ intacta, en etapa rte 
moru1a o n1astoc1sto temprano y transtertaos en tresco por la 
t.~cn1ca no qu1n'lrg1ca. En oov1nns el 1nct1r.e ae prenéz 4:'n la 
trñnsterenr.H'l emor1onar1a no q111n•irg1ca nene ns11ar enr.re t)f1 y 
ti':I%. Atmq11e 1a tér.n1C'a q111rl'lrg1ca presenta. meJores 1nc11ces ae 
pren~z 1 75-80~; Henscnen. 19881, no se cons1aera romo parametro 
nase ya que la mayor1a ne .Los trana)os a tos que se nace 
rPtPrenr1~ en P~ta rev1s1on. \ltlllZaron la t~n1ca de 
rr3nsterPnr1~ no qi11rnrg1ca. Tamo1~n en pequertos rumiantes 
P.'\t'P(",::> naoer meJores 1ncaces rte prenéz. con emor1ones transter1aos 
q111 rnrg1ramente t 4n- 75't1 que con los transter1áos no 
qu1r1'lrg1cami:-nte 140%: KraP.mer, 1989). 

Otr.:\s variantes q11P se conñldPran importantes en !a 
transrer~nr1~ emor1onar1A so11: 

L~ rant1nan rt~ em~r1ones recolectados mediante 
supt=:rov111 <'H"l ('In. E 1 numero ae emnr1ono:os ontentdos por e! m#l't:odo 
oe superovu1ac1on varta segun 1a t~cn1ca, 1a especie y la 
aonactora. Drtancourt et aJ. 11988), obtuvieron un promect10 de ti 
emnr1on.:-.c; v1ao1es pornerñnra en ovinos. Avery ~ ~- 'l989al, 
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recoJectaron un promea10 ae 5 emortone~ ae 6-1 atA~ ae 186 v~~RA 
cionaaoras. 

La v1ao111aaa ae 106 ovoc1to~. La v1an111aact ae ios 
ovocttos superov1.11aaos es menor que en Los ovnr.1t.os ovu1acios 
espontaneamente. En ias esper.tes ctom~sr1r.Rs lAS anorma11oades 
cromosomtcas .r;e oan en naJa proporr.1on en cvu1ac1ones n.:ttura1es 
1 Ronerts .!..! a 1 • , l qqo J • pero mB::: cte 1 a m 1 r:an neo Los emnr1on;:os 
ontentdof' a Partir cte va~as s1.1perovu1aaas f'~ oesarrollan 
anormalmente (Ktng, 1985J. Por eJemp10, en ovinos, el 1na1r.e ae 
anorma11ctaaes cromosomtcas en embriones onten1aos a par~1r ne 
ovocttos superovulados e~ ae1 17't vs l't Cti<'\OdO se tert.111zaron 
ovorttos ovulados nat11ra1mente 1Klng, 1985). En nov1nos, e1 lq~ 

cte !os emorlones ootenHtos rte ovo("t tos s11perovu1aaos presentan 
anorma11oaaes cromosom1cas tBetter1age y FI@cnon, 1988). 

1 
Mo,,gulto infloble 
que Mlloio 
,,._.,1odel c1.1erno 

F1qnra 7. Ti!>cn1ca a.:i- t.ranst°"ro:-nC"lit emor1onar1é\ por ei ml!'t".ooo n1) 

qu1rL,rg1~0. Toma.no rtl? Harez t 19891. 

s1ncron1zo1":tón entrF- r.nnr\ni:ir-n y r~(""~prnr"I r,:-- muy 
importante la s1nr.ron1zo('1nn rtf'.' 1r1 ri:t~P n~1 r~('ln si:>x11r11 PnrrF
aonaooras y reoceptoras. Lo m~>:1mo q11.-:> ~-=- pn~n~ tOlPr"'r ne 
as1ncron1a entre oonactora y rerept.or<1 PS nF- 48 nrs 1?ooerts ~ 
~·. 19901. En general los emnr1ones trcmst.:-r100R a ro:>ceptoras 
en etapas uterinas menos av-"nZil.rtas ~on ro1er~11c1s m .... Jor q11e a 1a 



inversa fRonerts et al, 19901. Recientemente se JP n~ a~an m~s 

importancia a 1a61ñCron1Ft entre J.a er-.apa ae aei=;arrot10 rieJ 
'?'mbr1on y la rase sexual cte Ja receptora (Aspron, com1micar.1on 
personal J. Pensanao en emnr1ones cr1opreservaaos 1 durante e1 
tiempo que sea1 este segundo cr1ter10 parece ser mhs 1og1r.o. 

Ectact del emnrlon. Hay ev1ctencli'ls di:> que emnr1nn1-?s en 
etapa de moruia o bJastnr1sto tPmpr~no th-B dtasJ son Jos m~s 

v1an1es para 1a transrerenr.1a 1s1nqn y Hare. lQAn: Motisrar~. 

1980). 
Reconoc1m1ento materno ae J.a pren~z. El rer.onor.1m1entn 

mar.erno cte 1a preñ~z se aa a tos 12-1~ d1aR ~n oveJas y 15-1~ 

a1as en vacas tRooerts er. aJ., 19QOJ por 10 qui:> es 1mperat1vo que 
J.a transterencta se 111;>~ a- cano en l?ti\pa~ prPVlaS. 

Embriones rreRcos vs. Pmnr1ones conge1anns. Lns @mnr1nnes 
se pueaen transrer1r en rresc:o o püst. cnngelac'"'lbn-nesr.nngetaC'tOn. 
En general se obtiene meJor 1nd1ce ae prPn~z en 1a rransterenc1a 
con emor1ones en tresco tBr1tt, 19Bd; RowP, l986J. Pero conrorme 
se pertecctonan 1os m~toaos ae conqeJa~1ón esta a1rerenc1a se 
reau~e 112% en 1985 vs 7% en 1987; Gray, 1Q88J. 

Figura 8. Secl'."1onam1ento emor1on.:.r10. J...J Ruptura aP Ja zona 
pe11lc1cta IZPJ y RP~("1on<3.1T1lenr., CP! emnr1on ~on m1c:ro
agUJa ae v1ar10. ~I y t.'1 sepnrac1on ne n1a~romeros e 
2ntroaucc1on ae uno nli? e11os en 1ma nueva ZP. 
Tomaao ae Harez i lQ~Q), 

T~cn1cas coaplementar1as en la transterenc1a emor1onar1a. 
Secc:-1onam1ento emor1onar1 -i. ffna Clt? 1 ~-~ ti;,~n icas ,~,1mp, .:>!11enr -"rl~S 
en la transterenc1a ¡r;i.mor1onar1a es 1a n1secr1ón OP tns @mnr1ones. 
Esta es muy importante ya que ne esr-" m-"nern ~L.. p.JF>Oo? r.nr.;:i.ner t1n 



mayor namero o~ emnr1ones por nemnra. Aoem~s. por ser gemelos 
iai!'nt1cos y, por tanto, en Jos qui:" pracr.1camente se na e11m1naao 
1a var1an111oaa gen~t1ca, son mt1y uc11es para la invest1gac1on 
(Nagasn1ma et al., 19891. El secr1onam1ento emnr1nnar10 se pueae 
rea11zar cOñ MJa met.C\l1ca o ~on microaguJas 1 snei ton y Sze11, 
1988) como se muest.ra i:>n 1a r1gura 8. La actnes1on entre 
n1astomeros parerP SPr en parte r~1c10 nepena1ente 1Better1ctge y 
F.tf!>~non, 19138) por U'I que se rar.111t . ., y meJora la separaC""1on de 
Olastomeros en un mA-ctlo tlnre ae car.ionPs ca++ y Hg++ 
tSKrzyszowsKa y Smorag, ¡g)j91. La etP~tlVH1ao di? la transterenC"ia 
oe embriones oise~taaos va del 16 al 60~. Los emor1one~ en etapas 
m~s avanzadas resisten m¡;>Jor ia manip1uac1on. Durante este 
proreso existe p~ra1a~ ~e1u1ar, 13-llt e11 er~pa ae n1asto~1sto 

tarato {SKrzyszowska y smorag, lq89J. 

Los aem1-emoryos (porc1011Ps ae emnrton resultantes del 
secc1onam1ento¡ transter1aos mt1estran ser menos v1ao1es que los 
embriones Intactos postaesconge1ar16n tP1carrt ~ ~., 1985). 

zona pelUCH:t.:ltZPI. tl Pmhr1nn e~tc'l 1-0:0.~nnv•rto por 11na memnrana 
1zona pel1H·'..iaa1 q11e, ent.re orras rosas, 11.?' ~irvr> ae prot.1?cc1on 
contra la 1ntecc1on por m1croorgan1RmOR \Aspr~n. comun1r.ac1on 
personal). son conrr~a1ctor1aR la$ tnvest1gac1ones soore la 
a1spensao111aaa tNagasn1ma er aJ., ¡gaq; se1ke Pt al., 1989; 
w1111ams y Moori:-, }Qtlfll o nOaiipensao111aad 1f'lCarO ~ ~·, 
1985; snelton y ~ZPt J, lQH):(J rt,,, i~1 ZP. t;s mb.s, a1c11111ns autores 
obtuvieron meJores rPst11ranos a1 rranster1r aem1-emoryos s1n ZP 
que ~on e11a; esto io arnacan a un mt:"nor tn<'l.neJo ae 1os emor1ones 
que no se rF>tntrom1cen en ZP tSe1Ke et a!., 1989). Pari:.-ce haner 
mayor unitor-m1aaa ª"" crltl'!'r1os J?n cuañrO-:l qui:" la ZP es necesaria 
para 1a superv1veJ1C""la ae emnr1ones en etapas ae morula y 
ant.er1ort:"s (Betrer1ag.::- y Fl~r.non, lCJBB:; Nagai:;nuna er. al., 198~; 

setKi:o !t.!: ~-, lGJ'.t'l; :;ne1ron y sze11, 19813; w1111tliñs--y Moore, 
1988). 

otras t~r.n1ras. E! transp1ante de nnc1eos tRooi y Sttr:P, 19891; 
Síñitl1 ~iñlJr, l 990 1 y la t"ransri=orenC"1a ae genes ( Hawk. et al., 
1989; W11mut et a1., 1Y~n1 son t:~r.n1r..::i~ royo a1H1e P!Ha c"fec1~cto 
!'"ll.p1aamenre qüe,·-Junto a los m~toaos anter1orPs, 1ncr~mentan 1as 
pns10111aaoes reproauct1vas y productiva~ en la c1enc1a an1ma1. 

se r.oncJ 11yen est.a introauc~ion con 
a~everac1ones de Klng 119S~J. 

:·nempre naor~ 0:1erro nivel de p~rc11oa 

1mporrar 1as cona1r.1on,::.R. 

las s1gu1entes 

e~or1onar1a sin 

t.nrr.,. m.t!s mani?Jn ne 1os i:>mnr1nnes se re<'l.ttr.f'?', mayor sera 
1-'\ p~rcnna. 

- ~1empre a11mo:onra e1 1nr:nr.e ae pren~z a1 meJorar Ja practica 
ne ~11.!\1qu1era ae 1as r>!'cnir.as. segtin F<owe \ 19tit:>J, se necesitan 
rea11zar a1reaeaor ae 500 transterenc1as para considerar n~o11 a 
tln t~rn1rn PO @sr.,- proreaim1enro. 
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4.Z ENZIHl\S LIGADOS AL CROHOSOHl\ X 

Los mamtteros nemnras 'rlenen C'tomosomas sexuales nomo1ogos 
XX. Parte de los genes que ("Ont1enen son exclusivos (genes 
ligados al cromosoma X), et.ros genes 101" comparten con el 
r:romosoma Y de macnos lSlmm1er et .:\l., 1985) y otros tantos !os 
comparten con aut.osomas 1A1nert5 et a1., 1981; Bonct1011 et a1 .. 
1~8:91. De los genes "exr:1\1s1vos aeicr"Omosoma X" si:- a1ce Cj\if3' las 
hemoras tienen et ctoo1e q11!'!' Los milchos. Por tanto, s1 la 
exprestón de P$tos genes ruera constante. canrla esperar tamo1~n 
aon1e act1v1nart ae ciertos enzimas cod1t1caaos por este cromosoma 
en ce1u1as XX con respecto a c~Htlñs XY. Para compensar esta 
d.estgua1CHH1, uno ne tos cromosomas X esta inactivo en 1as ce-H11as 
somat1ca~ 1en mam1tPros ae sexn tPmPntnn: Krat~er y G~rtler, 

1978). Annrn rnen, ri1trantP la ovogene~1s y aurante t?l 
crec1m1enco ae1 nvoc1to, amnns cromosomas K esran act1vos 
\Epste1n, 19121. En camote aura~ce 1~ e~p~rmatog~nes1s e1 
cromosoma X Oel macno parPce estar lnact1vo 1a1 menos 
parc1a1ment1?; Jao1011Ka y La1nn, l~8S; Lttsnyrz y Ltnostf'y, 1972}, 
Despu~s oe la tert111zar1on persiste la 1nact1vac1on oe alguno ae 
1nF cromosomns X pero al llegar a ia etapa ae d-16 c~1u1as todo 
parece inn1rar qu~ amoos rromn$omnR X lPJ materno y el paterno) 
est8n acr1vo~ en in~ ~mnr1ones nemnr~ en el oov1no y en el raton 
pos1n1emente n~sne la ~ta~a ae 2 re1u1~s en 1a que empieza la 
t'.>:i<prei:;ton '.H-·:nc:t 1H1tP:":, lqAq; &Ptr..1?r1og"' y ru•t:"non. 1988); por 
lO que, í"l17lnr1rar1vñm·""nte nñOl-'\nao, en estR '°'r~pa Or:>t oesarro110 
son 01oqu1m1ca,me-nt1? y, t.al VI?':., r1s101tiq1cttmPntt:- n1terente8 rte 
1os emnr1on~~ ma~nns 15pste1n ~r a1., 19lMt. l.a a~t1v1naa 

enz1mat:1ca nei::C'omp~nf:ortlt perR1::;t€> üUrant.P loF\ erapa ae monua y 
01astoc1sto temprano y poa1n1emente en c~1u1a~ ae la masa ce1u1ar 
interno:'\ 01trante e1 n1ai:;roc1sto r.arcuo (Lyon, c1taoo por Epste1n 
!.! ~ .. ¡q7¡;t¡. 

La m..;--01;-1c-.n ae la art1v1oar1 1?nz1mat-tca na s1a0 propuesta 
para sexar ~mor1ones en nase a las a1rerenr.1as seno1actas 
arlrer1orm~nte Las ~nztm~s 11gaoas al ~ro~osoma K ~uy3 act1v1aact 
~~ na ~va1t1aao C"o11 e~r..e t1n son: H1pox(\nt1na guanina 
tnsto1·1oos11 t.ransrerasa 1 HG~RT o HPRT; Epstt:t-ln !! ~·, 
1~7t\: Kratz.er y Garc1ier, 19713; MonK y Kath1.tr1a, lq77; Monk y 
Hanoys1ae, lqBSJ: a1ta-ga1accos1oasa ¡alta-gal; Adler, 1977) y la 
glu~o.c;a 6-rosrato aeshldrog€'nasa tG6PD; Rteg~r. 1984; Tlttln et 
al., lq90; w1111ams, 1986J. -
-- En 1a mayor1a ae eFtos raso~ se on~ervo una a1str1buc10n 

rnninna1 i::on l·'I. -'.'CttVtC1aC1 enz1mat1ca cte tos emor1ones s\ig1r1encto 
q•1e ~~na pnn1ac1on rorresponae a uno ae Jos sexos. 
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fftpoxantln guanina toetor1bos11 transterasa (HPRTJ. 
Epste111 ll?t. a1. l J~7BJ n1v1n1Pron emor1ont?s en 1~ etapa oe 

01astoc1sto teiñpt=ano ('On el ooJeto oe ut111zar 11n" cte esAs 
m1taoes ¡aemt-emoryo} para sexar1a mea1~nte anA11~1s cromosom1co, 
mientras que 1a otra m1tan se 11t111zo para rne111r t~ arr1v1nri.11 
enz1mét1ca de la HGPRT. En 3 exper1m1entos, tos oern1-emoryos 
ronstcteraaos nernora a1 an~11s1s rrnmosom1ro mo~tr~ron t1n~ 

act1v1aaa 1.87, 2.42 y 2.11 v~ces mayor ron respec~ro a .tos 
emor1ones macno. ~ara aescartar quP esta a1strlbltr1on n1mona1 
se aeo1era a causas c1rc11nstanr1a1es m~s que a a1rerenr1as rea1es 
entre aos poo1ac1ones ae emnr1ones se eva1l10 camo1~n !a act1v1aaa 
del enzima aaentna tostor1bos11 transrerasa tAPRT) coo1r1caaa por 
genes autosom1cos 1Epste1n, 1978; MOnK y HanC1ys1ctt:a, 1988}. rie 
esta manera se puenen ev~lltar tamo1~n ias varta("lones 
1na1v1ct11al~P en el me':aOoitsmo emor1onar10 1van VtlPt et. al., 
19J39J. Para lr:t enzima HGPRT se onservo ct1Rtr1011("16n D1rn0Cia1 
etenno cerca de 2 veces mayor la act1v1daa en emor1ones nemoras 
que en macnos, en camo10, para ta APRT no se ooservo a1~na 

a1str1buc1on req1str~naose una proporc1on en Ja act1v1oao 
nemnra¡macno oe 1.19 (Epste1n et al., 1~781. En ~poyo estas 
otiF.111?rvac1ones se tiene que H\ distt=1ouc1cn oe 1a actl'.'laao ª"' Ja 
enzima HGPRT es un1moctru en emnr1ones menos aesarro11aaos ctP 
c~1111as o mAs ctesarrollactos ae 01astoc1sto tarcuo, etapas en 1as 
que uno ae los cromosomaf:: X esta inactivo 1t1g. 9). 

Mórula 

rlastoc1sto Tardío 

Rhstocisto Tardío 
Avanzado . 

Aetivirlad c!e la Enzina HGPRT 
!"°"'": P<>" ,,.,,.. r~• • ...,"'6·.· 

Figura 9. Hea1c1on ae ia act1v1aa~ ae ta HPRT en emor1ones ae 
01rerentes eaaaes. Tomaao de Kr~tzer y Gartler tl978J. 

En la t1gura 9, se m\11?strrt 'ª a1str1ouc1on ae 1a actlVlC1aC1 
et~ ia enz.1m.:i. HGPRT en 3 etaP-"S 0""1 OPs.1rro110 e1r1or1on.~r10. La 
a1str1011c1on ae ta art1v1ctan enz1m~t1ra ~s ciaram~nre 01moa~1 ~n 
ta etap~ ae ~-32 re1111as, pero paro 1a Ptapa n~ n1~sto~1Rro 

tarctto avanzaao no es ev1aent.e, ae ner:no, muesrra a1str1n11c1ón 
un1modal tKratzer y Gartler, 1978¡. 
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HonK y Hanays1oe (1988), ~exaron correctamente 14 t93%J ae 
l~ emnr1ones ae raton m101enao 1a act1v1aaa ae esta enzima. Estos 
autores ootuv1eron niastomeros ••senc111os", mecuante p1peteo, cte 
emnr1ones en etapa ae 8 c~lt11as. A los DlastOmeros senc111os se 
tes practico ei sexa)e y el resto ae caaa emor1on t7 celu!as) se 
ut111zo en 1~ tran~terenc1a emor1onar1a. En otros estudios 
transt1r1eron 47 emor1ones ne ratón. 21 sexados y 26 controles, 
con el ODJeto oe ver s1 a1sm1nl11a 1a v1an111aaa emor1onar1a por 
e1 maneJo a la 01ops1a. El 1nn1~e ae pren~z tue ae1 71 y el 73\, 
respectivamente ts1n a1terenc1a ~staa1st1ca¡, Por este meato, el 
a1aqnbst1co ae1 sexo emnr1onar10 tue et1c11?"nte y rap1ao 
perm1t1enao la tran~terenc1a emor1onar1a sin la neces1aaa ae 
cr1opresPrva~1on previa. 

Glucosa 6 tostato deshldroqenasa (G6POJ. 
La enzima G6PO int:erv1en>? en el metR.0011smo ae 1R q1ur.:osa, 

cata11za la ox1ctric1on ne la g111r:osa-6-tnstato a tosrog111("onato en 
la c11a1 se lln.::>ra e1 c-1 r:0mo co;~ tkteg'i"r, l(.¡H4J; Pn esta 
n:-acc1on. interv11?ne 1a coen.:1mt1 n11·(~"'"1n:ii'l'.1rt;1, ;;¡nPnln o.1n11rtf>OtH10 
tosr~to tNAOP) 11nerAnaose como NADPH+ (W1l11Rms, 1q8b). R1eger 
t 198'1), propon€' qne mea1ante la mea1c1on ctPt ('(•.' met"r\br"111C"r"l se 
pueaen ct1st1ngu1r emnr1nnes nemnra ae emor1ones macno ya qlte los 
primeros nenertan 11ner~r e1 doblP ne P~tl?' m~tano11to comparaaos 
con ios segunctos. 

W1tl1am~ t l 9><h ¡, t::>Val 110 ta ~~t 1 v10.ia cte l Cl G6PU i-n ernnr1ones 
ne raton oo~en1ao~ 4 alas po~t-apaream1ento, 11t111zb t1n metorto 
co1or1metr1r.:o s1e1H1n l?-1 s11sr.raro el azu1 nr1JJantP ni:o cres110. 
Este 511,;;trato p1Prn+:o C'."Olor al ser renuc1ao por la NADPH, ne esta 
manera F>e puO?nl? PValttar sem1n1~nt1tat1vament.e los n1ve1es o.e 
G6PD. Al mPnlr la rolnr~r1on nP tos emnr1ones a1 m1rroscop10 los 
c1as1t1r.ó en h grupos ldel o al ')) "aro1rrar1am.:-nte". A los 3 
grupos mas cotore.:-taos l3, 4 y~ con riaJOS n1ve1es ae G6PDI Jos 
c1as1t1co como rorm~aos por emor1ones ael ~exo mascuttno y a los 
3 qrupo8 m~no8 co1oreñaos tO, l y l C".)n a1tos ntve1es cte G6PDI 
como tormaaos por emor1ones ae1 sexo temen1n~. se transt1r1~ron 

516 emnrlones C1P tos cualPR nar.1eron 181 134') y ae estos el ti4' 
t11e sexan" correctamente. S1 n1en ~ste resllltaao se ve po~o 

~1entaaor, tomanao en ct1enta grupos por separaao, la et1c1enr1a 
i::-n 1a pr.:or:t1cc1on ael sexo tue mayor para 1os qrupos s1tufü1os 
na~la los P)o:tremos lo y 5) r.t¡y;¡ act1v1art.a ae G6PD se r.onstctero 
mtty aira o mny OaJa, rP~pert1vam1?nte. La et1cenc1a en e! sexacto 
P<"r"I l':'~t<J" grnp0s t'I.,, al? tH't ln = 16, gr11po O) y 10l1't tn J, 
qrup11 5) pero por C\esgrac1a est.os gr11pos ramo1~11 mcistraron la 
mayor rectucc1on en v1an111aad arr1m11ao a tox1c1aaa ae !A prueba. 
Este proolema p11ecte ser ev1taao s1 se practica una n1ops1a al 
emr.ir1on obten1enao ae prererencta solo un blastomero tHonK y 
Hanays1a1?-, 19881 a1 ~ua1 f;e le sexa m1Pntras que el resto ael 
Pmnr1nn se t1r111:a para ia transterenc1a. 

r1rt1n "'l Al. t ¡qqo), m~rnante un m'-'roan s1m11ar roncluyeron 
que 1~ act1vlaaá-re1at1va ne esra enzima tG6PDJ en 1<" vta pi?ntosa 
ro~tato no s1rv10 para a1aqnost1car e1 sexo en emor1ones nov1nos 
Oo? 1 l'.1\as. 
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Alta 9a1actos1aasa talta-galJ. 
En e1 estua10 ae Ao1er et a1. ll977j, el incremento 111asta ae 

300 veces) en la act1v1Ciaa--cie esta enzima coinc1010 con e1 
incremento ae la activ1aaa ae la HPRT. Esta a1za ae act1v1aaa tan 
ev1aente sugiere que ameos cromosomas X se expresan en emor1ones 
ae raton a partir ae ia etapa oe 4 c~lttlas y nasta ante~ ae la 
1mp1antac10n. 

Una ventaJa ae1 sexar 1os emnr1ones m1a1enao ia act1v1aaa 
enz1m&.t1ca es que permite a 1a vez eva1uar 1a v1an111aact et'!' 1os 
embriones ya que 1a act1v1aaa ae cua1qu1er enzima es retleJo ae 
1a act1v1aact celular total (Rteger, 1984J. 

Los errores y¡o ctesventaJas en PJ rt1agnost.1co ne! sexo 
emor1onar10 mea1anre la med1r1on ae la a~r1v1n~a enz1mht1ca se 
puenen aeoer a: 

11 D1terenc1as ''lrtlos1ncr~t1cas'' en la act1v1naa enz1m~t1ca ae 
caaa emor1nn 1Epste1n ~al., 19713; HonK y Hannys1ae, 1GA8; van 
V!1et ~ !!..!·, 1989J. -

2J No se conoC"e Pl momento exaC"to ae J.ñ i'\ct1vac1on e 
1na<."'t1vaC"1bn C1Pl ~romosom,; X Pn nemnr,;~ 1Ep~tP1n Pt ~~· l47H: 
Ha.tez. 1987; van VllPf ~ ~·. 1Q891. 

31 Presencia ae RNAm ª"" origen mat€'rno. Una ranr1oaá 
tmportant-e ae1 RNAm ao::> origen mati:-rno, lncorJ:'orano r111rante la 
ovog~nests, esta ct1spon1n1P para ia traat1cr1en en l~ etapa ae 
Dlastoctsto tHatez, 1989; van v11et ~ ~·, 191'39). 

41 Etectos tOXt<."'os ae a1qunos oe los ri:'aC'ttvos o dP 1os 
metaoo11tos rest11tantes, 01sm1nt1yenno •~ v1an111n~n ae 1os 
emnr1ones (van v11et ~ ~-, 198:i; w1111ams. 191'.i.6). 

Las aesventa)~s l, 2 y 3 p11pagn t1~v~r tac11mente nar 
ta!sos sexaJes sonre toao en Jas zonas C"o11naantes ae act1v1nan 
enz1mat1ca. E1 erecto toxico carece ae rP1evanr1a s1 ia t~~n1r.a 
se rea11za Foore 01ops1as emnr1onar1as. 

La 1nvest1qaC'1on en esta ar~a nn na gozaao a~ popt11~r1nan 
por 10 que ~on tan pocos intentos no sJ:>rta Jll!"TO aesrarrart.; romo 
una pos1011idaa ae imporr.,ncta, :-.':-g11rdmenr.,,_ ron ~1 
perte<."'c1onam1ento de estas ti!'cn1r.as, r\tgunñi::; o roaas 1a~ 

d~sventaJas podran ser superaaas nac1enao mltY atrarr1YR e5ta 
me~oao1og1a en e1 sexaao emor1onar10. 



4.3 SEXAJE EMBRIONARIO MEDIANTE TECNICAS INHUNOLOGICAS 
(detecc1on ae1 ant!geno H-YJ 

?Que es ei anttgeno H-Y' y ctHU es su tunc1on? 

H1stor1camente nao1anao, se sospecno ae la ex1stenc1a ae1 
antiqeno H-Y por primera vez gracias a los estuo1os ae 
transplante ae piel en 11neas ae ratones y ratas altamente 
consangutneas. En 1955, E1cnwa10 y s11mser tc1taaos por wachtel, 
1964), observaron que ias nembras cte la cepa C57BL/6 lB6J ae 
raton recnazaoan 1os transp1antes ae p1e1 provenientes ne macnos 
y, en camo10, c11ancto el transp1ante 10 rea11zaron entre nemnras, 
entre macnos o ae nemora a macno de la m1sma cepa, no huno tal 
recnazo. Se post111c que el recr.a:o se OPrita a lrt. presencia del 
antlgeno H-Y lhlstocompac1n111aAn-Y1 pre~Pnte en 10~ t~J1nos ae 
1os macnos p€'ro no r.te ias nemnrai:: y a qu'.> est.ns to aetecran r.omo 
extrano rreAnno re~pt1estn 1nm11ne contra ~t m1~mn. ~StP pr1nr1p10 
es en et q11e se nasa. ta prom1cc1on ne s11eri'l nnr:1 H-Y p¿\rt'\ la 
detecc1on ne c@1u1as con ''tenot1po macno••, en et caso que nos 
ocupa, emnr1ones XY lAnnerf:on, ¡qA7; war.ntel, 1~841. nen1cto a 
que ei anttgeno H-Y ~e ner~~tó en tas pr11POas ae transplantes cte 
piel, menr.1onanaF arr1ha, si:> 1e r.:onoce como anttgeno de 
i::ransp1ant€' ldetectaao por tnm11n1aao c-ettllo!\r, mecuaaa por 
llntoc1tos Ti. 'l\\mn1~n H!· hf\ aetP~tano un anttgenf"l por 1nrn11n1nact 
nurnonu tmPnHH1n p<)r J1nrn.:1tos B) y se JP na itamn.no ant1geno 
mascu11no ctetectaOil sero1~g1ca~Pnte tSDH por s11s s1g1as en 
ingle~). A ne~1r vern~n. et re~nazo nP lnJ~rto~ Ee na tanto por 
tnmun1nan ("e1111n.r cnmo p.;r tnm1m1rtad numor<'!.l 1v111a et al., 
1988). Actualmente f'XlstP conr.rov°"'rsla sobrP s1 sOn dos 
ant1genos a1rerent.es o s1 es e1 m1smn tBooman ~ ~·, 1989; 
Cattanacn, 1~81¡ p+?ro, 10 que s1 se conoce, es que comparten 
ant1gen1c1ctact cruzaaa atta tAnd.erson, 1987; Booman !.!: ~., 1989; 
Wachtel, 19134 J. 

F1.togi;ionl!'t1camente nao1ancto, se cttce qtie e¿:;te anr1geno na s1ao 
al t. amente conservaao, cte tal manera que pueae ser netectacto en 
in~ an1ma1es ae sexo neterogam~t1co ae pract1camente tocias las 
e::::pec1e.s (Avery f?t aJ.., 19890; wacnte1, 19·1~a1. Entre 1cs 
mamlreros na s1rto aet="ectacto en 1os macnos oov1nos, caninos, 
caprinos, equinos, "'l n11mano y et ce roo, entre otros; en aves, 
estA presente en 1as. riemoras ya que estas 50?1 ei sexo 
h€'teroc1got1co ZW y a su ant1geno se le ~onoce ~orno H-V, el cttal 
pri;o.sPnta -'\ntlgPn1c1oact cr11~.:tna ~on el H-Y tWa~nte1, 19841. 

Esta rPrs1srenc1a a trav~s ae la evn1t1r.1on st1g1ere un rol 
v1ta1 ae P~te ant1geno en ta cons€'rvac1on oe 1as especies 
! Wacntf'? 1, l q 75n1 y es propuesto como e 1 l naucr.or pr i11ar10 oe 1a 
01terenc1~r.1on Sf?x11a1 ae lA gonaaa tt€'St1cuJar en mam1teros y 
ov~r1r..:t. en aves¡ Apoyánaose en ta n1potes1s ae que el an~1geno 
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H-Y es pronucto ne1 gen coa1r1canre ae1 racror cte aeterm1nac1on 
test1~u1ar 1TDF, por sus s1g1as en ingJ~s; wacnrei, J975DI. En 
a~uerao con esta n1potes1s estan los estun1os en ios que c~1111as 
ovar1cas ne la rata tueron 1nauc1aaR a organizar estr11ct11ras 
test1cu1ares t~. .2.!:·, tnnu1os sem1n1teros1 a1 ~i::-r exp11e!5tas al 
anttgi:;:ono H-Y', etecto que se ve n1oq11eaao al anacur anr,1cu€'rpos 
monoc1onales ct1r1ginos conrra PSe ant1genn 1M1111er Y IJrD.:tn 
c1taaos por Wacnt€'1, 19~4 1. 

Por el cont:rar10, Mr.Laren ~ at. 11cu~4), reporta la 
Olterencla\:100 sexual maS\:llllna Oe ratones ql.11? r.arer.en ae1 
ant!geno H-Y y, ~11rgoyne ~ ~· t lG~,;¡, senaum ti'ltia en la 
espermatog~nes 1s ne ~stos ratones. Burgoyne t l ~8A) , reporta q11e 
1as c~1u1as ae ~erro1i 1ina1spensan1es en 10 PRpPrmatog~nPRtSJ 

siempre presentan C"r0mosomas sexualf?S XY en quimeras cte ratoni::>s 
XX-XY a c1ltf:"renc1a ae otros r1pos ce1ui.areA di::>l rest1cu10 como 
las c~lttlas ae Leyctig en las qui?- nay tanto c1onas ceH11ares XX 
como clonas ae c~1u1as XY. simpson et al. 11987), aetectaron por 
t"!'r.n1cas ae n1or1a1zac1on ctel DNA, q~ el gene que coaitica para 
e1 anttgeno H-Y y f'l que coc11t1ca para TDF snn <11¡:;:.t1nrnR y SP 
loca11zan en porciones a1terentes ctel cromo.soma Y. aJ menos en el 
nt1mano. Esto sugiere que e1 ant1geno H-Y es consect1enc1a y no 
causa pr1mar1a ae la a1rerencHH"10n sP;:ual, s1enao imporr.am:.e, 
tal vez, RO!o para @tapaR posteriores ae la misma. 

Anora nien, lo qUP s1 es RPg,1ro y ae 1nter~s para el SPXri.Je oe 
Pmor1ones, es la amp11a n1rt1R1on ae PAt~ ant1QPnn en Pl reino 
animal. Esto permito:- ur111z.:11r anticuerpos OP rata o raton para 
1dent1r1car ceH1las XY n"'!' ntras espec1i:os 1Wacnte1, ¡qA4 J. 

Detecc1on ae1 ant!qeno H-Y en emnrtones 

Existen mn1r1p1es eJemptos ne 1as var1ar1ones en 1a 
expres1on gl!'n1ca entre tipos \:e1u1ares y "'!'n !as a1rerentes et.apas 
crono1oq1cas y t1s101oq1cas en un mismo tipo ce1111ar. La 
expres1on ae antlgenos ae st1p~rr1r1~ 1vi11a ~tal., 1988J, en 
est.;o caso en emnr1onPs, nn e.e. l<\ exrepcion. l.<l-man11ra~1cn y 
aireri:;anc1ac-1on ae1 01asrOC"lSto resn1t<'1 PTI camn1os i:-n ut superr1cii:
trotort~rmiC"a a1ter~nnose, Pnrre orr.:ts ~nsas, Ja exprPs1on ae 
ant1genos tisulares (Better1agP y fLl!'cnon, lq88J. Par~ el 
antlgeno H-Y se na aeterm1naoo qll"'!' Ja meJOr etri.pa pAra a~~PC"tar10 
por m~toctos sero1ñgicos es a pArt1r QP la tAAP ne ~ ~~1111as y 
nast.a e.! 01asroc:-1sro t.:imprano s1tC>r:.an prAct1ra.ment>? n•:1~ s11 
detecc10n en etapas previas y, aunq11e toaavta st? expresi'\ .:.on etapa 
ae n1a~toc1~ro ~ardln, e~ m~n~~ ~r1r1entP su nererr1~n \Kr~o y 
Goleloerg, 1976; wn1te er- al., lQftJ; wn1t1~ .;>t. aJ., 1QB7 1. En ia 
tase ne DlastOClsto ei1 ~XpanA1nn ~l .:tñr1g~n0 H-Y n.::i. s1nn 
aetectaao i:on la mi'ls~ rp1111ar i:irPrn.::i. P""l"'l no PO .:.1 rr0r001i'l~.,.0. 

se p1en$a q\IP l?S un mP('an1smn 110:- ,qrnpr.;r.:-r1~1011 rt.:>l i;:;mr1!·-,_:.,11 p.:ir.::t 
evitar quo:- la nJ?mnra q11P in gl?Sfñ, to n?cni'lr"' pnr ~~r Pl 11vqn~10 

cte un a1oinJerto l wn1 tP ~ !'2 .. l '4~1 J. 
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'l'i!ocn1caR ~:l_!_~1'~_!+':°~_5. I.OR primeros mt!'tOOOS de OeteCClc'>n Oe! 
aí1t1geno H-Y J?n emnr1ones "5f' nas.:t.nan en pruen'is C'ltotox1cas tKrco 
y fJo!C1JJf:'rg, }Q76¡. f.n ,:;-stas pr11enas si:- c.u1t1van emnr1ones en 1a 
i::>t"'Pª ai::i mor111a o n1~sn11a .:in un m".'t:110 a1 q11.,. se le na artact1cto 
st1ero anti H-Y. [1espt1~s ne a1g11nos 1avaaos tpara e11m1nar tos 
anticuerpos q11i:.> nn i=;¡::r. na11,;n ttJacto a 1os Pmnr1ones) se 11;11 artacte 
rnmp1emo?nto ae r11yr1, AS1, 1a.c; r~1tll.'\f: q11i:> tl)P.n anr:1r11,.,.rpos antl 
H-Y por presentar esti=> ant1geno en st1 st1pert1C"1e, ser~n 11saaas 
por ~J romp1emento. EFte rn~to.in aemosrro q11e aprox1mactClmenre et 
':'11J"'\ ne 1os ~mnr1ones rueron l l5aaos 10 q11e suqer1a que los 
emor1ones no are~taoos er~n XX. Epsre1n et a1. 1c1~aaos por 
WaC"nt.el, ¡9~4'. conr1rmarnn tas sospQcni\~ oP°KITo y Goll'1tierg al 
reg1str.:ir 11n q~~ ae emnr1ones nemnra oespues ae rea11~ar1es el 
r~r1nr1pn ñ 1n~ emn=1nnes no ~teC"~RanA snmet1aoA a tina prl1ena 
s1m11~r A la ~nrer1cir. fgt1a1mente Ae ~emostr~ 1~ rerreza ae esta 
n1potes1s a1 transp1.:intñr emnr1ones ae ra~on no atPrtaaos t~2~J a 
nemnras pse11aopren~aas. oe un total ae 1000 emnr1ones trataaos 
sonrev1v1ernn Al rrAn~pl~nte 5~ y ae e~tos el 86% eran nemnras 
1wn1te !! !}·. 1Q831. 

Tecn1cas ª'"" 1nm1mnr111oresr""r.r1i\ llllllr""''"'ra. üi=:-o1f10 qut?> la 
metocto1og1~C"1totn}:-lC-~-·-·e11íñl.n-aS~1eCt~m~rir..,. .:i Jo~ "'mnr1on+:-s XY, 
se moa1r1rti 11t111z3nao t~~nli~Rs !"lo? 1nm11nor1uore::;r.i:-nc1a 1na1recta 
t IFI) presc1nc11enao O""l Ciimp1i=>mE>nto ae tftl maner-a q11A no sea 
ateC"taao tipo celntar i'\lguno. De est.R manera, pueaan ser 
transpPintaan.~. post.<?'r1nrmi:>nre a s11 lC1Pnt1rlC'ftr1on y f'eparac:ion, 
tanro emnr1nnes XX (por 10 genenu H-Y negat.1vos1 como los XY 
tpor 10 genPr31 H-Y pos1t1vosJ, ev1tanao ast el aespera1c10 ae 
mater1a1 0101091~0 tWnlte et a1., 198JJ. E~ta t@cn1ca se nasa en 
ta ut111zac1tin ae un seqlJnOo ant1r.uerpo marcaao con alguna 
sunRti\nr1.; ttunr+->srente, generalmi?ntP 1sot1oc1anato de 
r1uori:>sce1n~ tlTC-FJ o 1sor1nc1a11ato ne roaam1nh (ITC-RJ, qt1e va 
a1r191no contra los .;nr1ct1erpos ae1 anr1st1ero H-Y. E~te segt1nao 
ant1ct1erpo ~~ nor1en"" n~ Ja inmun1zac1nn ae coneJos 11yer et a1., 
191',¡, canras 1Wn1r.e et al .• l9i;7), o a1gnn otro an1ma1 ct1tireñt.e 
ae1 raton, ron IgG a.,.--OriQen mur1no. De eE:ta manera, primero se 
cu 1t1 van lOA emnr 1oni?s en 1m meen o con an t isuer-o H-Y, se nace un 
lavaao, se r•11r1v'1.n i:>n 11n medio con antl(""t1i:>rpó marcaao con ITC-P' 
i:>1 r111-11 ~r- i:ne esper1 t1rami;ionre a1 primer anr.1ruerpo. se lavan 
n11i:>vamt?nt.:. y por mern.; f!PJ m1rrosrop10 cte t 1uorPsr.enr1a se 
nerectan io~ e~or1ones H-Y + tmacnos) y tos H-Y - 1nemnras1 para 
F.11 sepa rñr 1rin. 

La apdr1c1~n ae 1os anr1rl1erpos mono~1ona1es nan s1ao ne 
gr.:\n imporr.~nl""li'I p.=,r.:t 1a~ pri1,,.rH\S s~r')lOgl:""as ya que aumentan su 
eEper1t1r.1aao _; r;u grano qui'> no so10 si:> pueoe a1st1ng111r entre 
tipo.oo: ce1u1.:i.r10"F: cnrerPnr¡:.s, sino que ramn1e-n son ia1entlttcan1es 
J-""!i:; Pt,=¡pñs º"" niri:i.rAn.~1 'c1on en un m1Fmn r1po ce1111"r 1V111a !~ 
.2.:.. l~tBJ. t-.oo~an 1 JC¡H.~). reportr'\ ~i ~exa110 a;:. emor1ones 
riov1n'"ls º"" t--- t nt::ll" 11t111:anno .:\nt.1r11erpos monoc1ona1es en PI. 
t.arn1r<' º"" IFI. En +?Sto:> ef'tt1rt10 l'""H'lSlt1raron a !os emnr1on€'S en 

r""ro?g'1rt~~· t1uoresc~nv?s tJ5t), no t1uon•scentes t40l.J e 
1ntermP.11.1n~ 1 r111or,,.sr.l'.'nr1a poore, 2'51.J. Por mea10 ae1 c~r1ot.1po 

<>;:. rtl'.'renr.1nc e1 sexo a~ PStoi:: ~mor1on,.,.s. E.1 lOOl. 01;1 Jns emor1onPs 
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ae t1uorescenr1~ oeterm1nan1e 1pr1meras 2 r.~tegortas) rue s~xaao 

correctamente como ma~nos y nemnras, respectivamente. En los 
emnr1ones c1as1ttcactos como oe t1uore~r.enc1a 1ntermea1a e1 sexaao 
tue incierto. 

L'tPtaro III. El ani:-tgeno H-Y f':>n el sexaao rte emor1ones cte raton. 

('epa 

C')7BL/h 

I('R 

C57BL X A 

CD! 

varias C"epas 

NR 

NR 

Etapa 

4.$ y lb 
(".~J.UH\8 

.¡. M c~1u1as 

B, liJ C'~1111as 

Horu1a, 
01ai:::t:or.1sto 

NR = no rep~rt:aoo. 

t Tomaao cti? wacnte1, l 9tt4 t. 

Tratam1ent.o 

c1totox1c1aao 

c·1rotox1~1aact 

car1ot1po 

C1totox1c1C1ad 
Tmp1~nt~r-1nn 

Clt.Ot:OX1Cl<lctC1 
Car1ot1po 

l'l tor.ox1c1aaa 

c1totox101aa 
Imp1antac1ñn 

r1uorescenc1a 
Imp1antac1on 

Resu1taao 

'º"' C1P 11515 

50't. 11516 
92't hembras 

87't nemoras 

52't hemoras 

Hbl, ne-mnras 

4til> llSlS 
81 >t. nemoraEI 

55'1. marcaaos 
78't macnos 

Wacnt.e1 et al. t 19881, sexaron correctamente del 73 a 82' 
ae ~mnr1onPS -OoVinos ae ~ ~ 7 n1as por 1a t~cn1ca o.e TFI ron 
"'nttcuerpos mono~1onaJ.es. 1Jt111zaron como marcaaor t111orescente 
~i cnmpue~ro 01ot1na-strPptav1a1na y oetectaron los embrton~s 

r111nresri=-nres por mea10 ne r.1rometrla ae tltl)O (pag. 97). En este 
t?>;pi=-r1mento el 1nn1r¡:;. n.~ pren~z rue airo l 74~1 y seguramente se 
aen1~ en parre a q11e transp1a1\taron ae 2 a 4 emor1ones por 
receprora. La t~C"n1ca Ollro apena~ 2-3 noras 10 que es compat101e 
con 1"' r rl\ni::: r Pr.,.nr-1 ñ OE> f.'mrir1 ones PO tresco • • . Ninguno ae los 
cr\oR r~~t11r~ntPs oe estP est\1010 presenro anoma11as ~parentes. 

EstoA atirores resumen tamn1~n estudios rP~Jlz~aos en 1986 y 1987 
"'" tnJ:: r¡ne ne ~h emor1nnl!"i:: sexaoos por ttiPctlos 1nmuno1og1~os, el 
~~\. r11~ sexa~o ~orreC'tamenr~. 

En pq111nos. wnoo er .=.1. ll~8M¡, sexaron <"orr-=:ictamente 
m.::oriurnr"' 1a. "t~cn1ra cte--IFl a1 91 y a1 75'\ ae emnr1ones 
r 111oresc1?nt.es y no t J.uoresci:iontes, respect1 vami:inte. 

53 



Re1ac1on entre ve1oc1aaa de crecl•lento y cultivo en suero anti 
ff-Y, con el sexo <le! e11br1on. ~e na v1st.o qne loR "."mnr1ones 
presenran cuterent:e tasa ae aesarrollo. Avery er a1. ( J989a, OJ 
c1as1t1caron a los emnr1ones en 3 C"ategortaf' ~gtiñ li't tasa cte 
aesarro11o que presentaron. Reportan que, aJ r.ar1or1pn, 1os 
embrtones tueron 78't mar,nos en el qr11po r:te ctesarro110 rap1rtn, Y 
73!t y 89't ae hernoras en los grupos OP n~sarro110 inti::irmeo1n Y 
lento, resper,t1vamente. UtRt1m1 et a1. 1r1tanos por Avery Y 
snrn1at, 1489J, a1 1n,..11oar en unmi:oClio con ant".1s1ti::oro H-Y a 
emor1ones ne caora y ae var.a en lrt~ etapas ae mor1ua compac-ta Y 
01astoc1sto temprano, ~nc-on~raron tln" esper,1e ae arresro ael 
aes arrollo en algunos ae Los emnr1one::-. De los embriones quo:-
cont1nuaron su oes.,,,rro110 101asroc1sr.o.'<J y qn~ tueron 
transter100:-;, el 80':>;, r"='Slll ta ron nemnr"i;. con este m1smn 
cr1terlo, Avery et a1. f 1GH9n1, incunaron f'.>mor1ono<;>s ai:o 6-7 01.=1~ 

en ant1suero H-Y anaSe C1E> Offt.1r.11erpos monoc1onatl'.'S". Los sexaron 
por meatos c1toqen~t1cos y el 68' ae 1os q11e cont1nt1aron su 
aesarro110 tueron XX. en camo10 los ae aesarro110 arresta110 
1moru1a compact.aJ eJ. 100% restuto XY. La oesventaJa ae est.e 
estuct10 es qui:.> !nt=> emor1ones ni::-oen l"~r C'T.11 tt vaao.c; por varias 
horas ( 10-~01 por 10 que 01sm1m1ye lrt v1ao111aaa ae 1n~ mismos 
fde 6 emor1ones transter1nns nac10 solamente 11na crtaJ. 

Otros metoctos 1nmuno1f.)g1cos ut111zaoos para la oet:ecc1on r:1e1 
ant191;1no H-Y son el ra111n1nm11nn,:an,c;ayo 1 RIA; Mert~ y Go1ctnerg, 
1984) y el enz1mn1nm11noensayo tf.Lif..A; Etonman f'llt a1., 1Gf:l9J. 

Es importante onservar qui:> para ia real 1z~C10ñ ae cua1qu1,,.ra 
ae e~tas t~cn1cas, 1os emor1ones aenen estar nesnl1aos, es aectr, 
sin zona pe1nc1na. Esto PS ~on e1 t1n ae que ios anttgenos 
queaen ar.ces1n1es a ios anr.1cuPrpos y tamn1~n par.; F.'.'Vl tar q11e 
estos n1c1mos se llnan a 1os Pmnr1ones en tnrma 1ne~pec1t1c~. 

Proaucc1on de suero h1per1naune anti H-Y 

L<'.'1 proctttC'!'clon ae ant1suero H-Y se nasa i;;on la PSr1m111ac1on 
cte1 sistema inmt1ne oe n~mnras 1pr1n~1pa1mente raconP~, ratas o 
coneJos¡, ron Cl!lt11as que expresPn esr~ a.nrtgeno. pnr ¿uguno ae 
1os s1gt11enres mea1os: 

aJ Transpiante repet.H!O ne reJ1aos. GoJ.nnerg er a1. 11q111, 
ootuv1eron ei añt~fñ H-v-11~-la;e;.:i.nqre ne n-:-mñra~- 5-14 atas 
Oespu~s ae1 cuarto o q111nro rer,nilzn 1"1"'.' inJPrt.o ae p1et 11@ mar.no a 
nemora ~e 1a cepa 86 ne ratones. E~te m~toqo, ~ 01r~renr1~ oe 
los s1gu1entes, se nasa en 1a e.c;t1mu1ac·1on ae 1.=i inm•m1aa.o 
ceiular. Braa1ey y He~Jop 1r1raaos por ~raa1ey er aJ., 1qff7J. 
moa1t1caron esta t~r,n1ca al naf'Pl' Hnn 1mn1antac1óñ"-1nT.rrtec;:ntibrJtC"a 
oe l'.',i;.i1u1as s1ng~n1C'i\S ¡r.1:>111.A~ pro'.:1?n1~nto?,c;: Cl;:> an1m.=i1""" ·,,A 1.=i 

mt~m-:t repa t'f-?nlPnno ~sta romo ~arrtr:r.,,rtsr1roa 1rn.::i .=ur~ 

consonqt11n11:tan1 oe p1e1 onri;.n1en110 1111-1 r"'.-sp11i=i~ra :ll'L..:: r.'lp1nrt y 
pasaJera. 
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DJ Inmun1zac1on con ~~!titas ae macno. Las ce1t11as ut111zaaas en 
Ja iññiüñlzacroñ-seciot~med1~-1a suspens1on oe 1as mismas 
en suero campon tostataao (PBS, por st1s siglas en 1ng1~sJ a ias 
que se anaae algttn aayuvante. Las c~1ttJF\s empJeactas mas 
comtmmente son 1as onten1aas ae1 nazo ae a1gun macno qui::a 
corresponaa a ia misma cepa qt1e ias n~mnras 11t111zactas como 
proau~toras del ant1R11ero. En Pi eRqt1em~ dP inmt1n1zar1on eA 
importante tanto la concentrac1on ce1111ar ~orno eJ ra1enaar10 ae 
1nmun1zac1011es. Plectran1ra y Annerson 114S~J, 11t111zanao 
a1t1;1irenr.es i;>squemas ae 1nm1m1zar1on enr.ontraron qui:- s1 si:- inyi;>ct'3 
una aos1s ae 100 m111ones oe c~1t1laA 3 VPces a 1a semana a11rante 
J semana~, la proaucc1on o~ anr1st1ero es Oa)ls1ma o nt1Ja y se 
sospecna que se cten.;o a un tenomeno rie to1eranc1a ae zona a1ta. 
Parece ser qt1e 1a aos1s ce1111ar maB Prerr1va va n@ 25 50 
m111on€"S et.;> ~!>1u1as 1 vez a Ja :=;Pm~n" por '\ si::imanas segu1oas de 
ap11rac1ones ae r-:.>ruerzo citan 2 semanas 1P1enr.::tn1ta y Anaerson, 
1985; wn1te et a1., IQ87J. 

Otros t1POs-celular-:.>s ut.111zactos para la 1nm11n1zac1on son: 
c~Jt11as esperm&t1cas, c~Julas ep1teJ1a1es, t1moc1tos, etn. 
Tamn11!'n se p11ecten emplear cP.l\l!as CH" otra espec-1e como los 
espermarozo1aes ae Ot1mano tH1nr1cnsPn-Konane et a1.,19~~J. 

Para cucuquu~r t.1po cel u1ar ut1 i1z;iao i:>n J"""as-1nmun1zac1ones, 
e~ 1mportante nacer una serie ae iavaaos (2-31 ae Ja s11spens1on 
celular con oOJeto de e11m1nar teJ1cto con~ct1vo o plasma s~m1na1 

¡cuando se empleen r~1n1as e.spermat1c:;u:: ~orno 1nmunógeno!"'); 
1avaaos que se 1nterC"'atan con procef:os ae centr1tugar1on para 
aumentar la pt1rí:'za y r:oncentrac1on C'e ltllari:!s. 

h.lJ Proaucc1on ae d.nt1r.uerpos monoc1ona1es anti H-Y. El 
esquema ae niper1nmun1zac1on para proaur.1r anticuerpos 
monoclonales es mas prolongado (9-21J semana~) que eJ menc-1onaao 
arr1oa. Aaemas, aprox1maa"tmenre J atas antes ae 1a tt1s1on, se 
ap11ca un "retuerzo" cte 50 m111ones ae ce>1u1as por v1a 
intravenosa. {1esp11~s ae et o::isquema O!'? niper1nmun1zar.1on, s"" 
tus1onrtn c@1u1as esp1~n1cas provenientes ae i.:is nemnras 
n1per1nmun1zae1as, con ce1u1as ne m1e1oma. De r.a1 suerte que 
resu1tan un gran numero 11nc1u~1ve miles¡ ae clonas proauctoras 
ae ant1c11erpos. Posteriormente se investiga mer:11anr.e prueoas 
como IFI, EL!SA, etc., c\lñlPB ae t.:is r:lnnas proa11cen ñnt1r-:11f;"rpo 
anti H-Y Y ª'°' estas se oor1enen J"ts q11.::o Jos prOct11r.Pn ~n torma mas 
pura (Booman l?t a1., 19€19; H1nr1scnen-Kon"'ne et a1., 19135; HecK y 
Gold.berg, 1984; W"BchteJ ~ !!__!., 1988). - -

Problemas en ia prooucc1on ae ant1suero 

Por aesgrac1a ta resp11est::. a !as 1nm11n1zac1ones r.onrra et 
ant!geno H-Y es genera!m~nr .... pnr>r"" fAnr1f'.>r~nn, lq87; cnr1rnrr.n y 
$teel, 19~5; f'1earanlra y AllílPrS<)l1, lY'1'JJ. Esrn SP rii:-n., ,,,.: 

~I oaJa ant1gi;:in1r1nari ª"" e:=:r"' mo11>r111.::i y n.;J;i n~ns1rt;i;r1 n-:-
!a misma en !tt memorana re1111~r (Ko", tY8l1. 

nJ var1an111daa ne re.sp11i:-sr;:i. a 1.;s 1nm11111zac1c)fli:os .:>ni:-re tns 
a1rerentes animales (pr1n~1pa1menrP raton~s1 11t1J1zaon:=: p~ra i~ 
proctucc1on ne es ti? ant u::uero 1Pti:.-aran1 ta y Anni:ors:Dn, ¡ .jH.,; wn1 ro::o 

55 



Aln'JCl1!11POS PJIOOUCJOOS POR 

LAS HDfl'IFIAS SMMIUDl.5 

AHTlCVEMl'OS 1"'0DUC1005 POA 

LA3 UMA...S llOllMlt.AtiA:! 

TlPO Y t:AM":'IDo\ll OtL AHTJC\.ll"PPO 
rPO!lllClfl(" tu RH?1.'l:STAAL 

o ••.;1~r!1."' H-Y IP~!~.t:.-rr SGLO ti.. ltL'JlAP :J[ l'AOiO) 

C::::J •·r.:t:rn" •tC"'C!.fl'::I' l~~:~'i:~ ~ ... ·;:~¿~;r~r~~lwro'.O 

,6 A•r::::t .. C' 1'~7 .. "~L"<'"-' ·Hr.rtr:i :-r Cf'''- •1n:rr·.'7!<i A LA 
Dl L• 1!7""llf-' A l!r'\fl1I:Ai:; 

, .... 
• M 

F'1gura 10. Respuesta inmune vs. el ant1geno H-Y en nemnras 
1nmun1z~nas con ~~111la~ s1ng~n1rap ne n~~o. 

et al., 19A3J. :-;010 un Jú~G cte !Os ratones inmuntzaaos producen 
Süe1~0ant1 H-Y acept<'\OlP t Koo, 1981 J. 

r 1 f'tJero anr.1 H-Y "c:ontam1na.10" r:on auroant1cuerpos 
01r1g1nns rontra orro tipo ne a11c1genns Olterente~ a1 H-Y (Onno 
t'.:'t ai. c1 r.aao por Iyer et a1., 1989 J. A pesar ae que para la 
proaü'C:C"ton ae este anr16lieri5 se 1nmun1zan r(1tones nemnras cte 
cepas altamente consangu1neas con ce1u1as s1ngl!'n1cas cte oazo 
tAnriPrsnn, 1987; tyer ~ ~·, ¡qe9; Koo. 1981; P1ectrah1ta y 



And~rson, 1?8';¡ Whlte et at., 1~133 y 1981) li?n eL 13upni:-i:;.to ae que 
1a respttee-r:a inmune Oeestas nemoras ira rnr1gid."'- contra el 
anttgeno H-Y pr1nc1pa1emte l t1gura 10), se proouce rf:'spuesta 
tnmune tamo1~n contra ant1genoi:;. nomo1ogos (presentes por 1g11a1 en 
inacnos y nernorae: OF!' una misma cepa¡ y se p1F!'nsa quP se cteoe a 
p~ra1aa o rupcura oe la to1eranc1a a esos ant1genos. 

Existen varios meC"an1smos por 1os qUE" !'te pnPcte "romper" la 
tolerancia. G<">mez oe la concna et a1. { 198BJ, sena1an que 
"· .. en ocasiones, anttgeno~ prop1os-;-m0d.it1C"actos por causas muy 
01versas, pui;octen volverse 1nmunoge-n1coi:;. Esto na sicto muy 
emp1eaao para pro0\tc1r moae1os e><:per1menta1es cte '='Otermectades 
auto1nmunes tpor eJem. tirog1oou11na nomo1cga o netf:'r01oga en 
aayuvante ae Freuna para 1nctttc1r t1rotcnt1s en cnversos 
an1ma1e~1n. Otrc mecanismo conn~1ac y, prona1oemPnte e1 m~~ 

coman, por el cu~l se tnterrumpP 1a to1eranc1a es e1 rte l~s 

lntecc1ones t i:ioore t.oao las virall.:'S J en las que ant1genos cte1 
m1croorgan1smo estan pres".'ntes en la memorana rte la cel\lla 
intecteiaa, provocanao una respuesta inmune no sólo contra los 
antlgenos externos sino que tamo ten cont.ra 1os propios. Amt:>ns 
mecan1smos pt1i;icten presf:'ntarse auram:e 1a procturc1on ae sui:>ro anti 
H-Y ut111zancto c~11.11as ~sp1en1cas. El primero se exp11carta por 
laE' inmun1zac1ones repetHli'.l:R r.nn artyuvante. En e1 seg1.mao 
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Figtira 11. Antir.11erpos pr0auc1ons pnr n~mnre1.i:; Pll rP.c:.pn.:>~r-él 

1a inm11n1za~1on con r.•1111-'\~ Psp1~n1rAs ne mArnn IAJ 
a 1a entrñaa ne nn ·lllf1g€'nO t?Xógi:;ono tv1n1~. H-Y, Ptr.1 
lBI y aosor~1nn ctP1 .:\Otl~ttf'rn H-Y por 
c~1111as emnr1onar1as cte h~mora o~~ ~1Rrnn A. 1!. 



mecanismn, el anr\gPno H-Y serla el anAtogo ae1 anT-tgeno v1ra1 
t1g. 11. EA por Pito q11e al ru1r1var emnr1ones en ant1suero H-Y 
se veran atectaaos tamn1en a1gunos emnr1ones nemori'lf'. 

La r1g11ra J lA, muesr.rf\ comn tos antlgenos mon1t1r:aaos 
estimulan al s1~ti:-ma inmune pi'\rf\ la prncHtC"cton de A.nttcuerpoc. 
Los antlgenos nom~1ogos moa1t1~aan~ tten~n ant1gen1r1aao oaJa o 
nu1a aeo1ao a 1n1 s1m111tua ron 1os anttgenos narura1es, por 
canto, Sólo Pi ant1gPno net@r~lngo 1mon1t1raan o no) 1n~u~1r~ una 
respuesta 1nm11no:- et~ 1mportanC"1a. En 1a t1gurfl. 11 A. 1 se muestra 
ia a1terenc1a en ansorr1ón 0~1 anr1s11ero H-Y 1ver poster1ormente1 
por célUlRf: i:?mnr1onar1as de nemnra ('I ae maC'ho. t'!ianao el 
ant1suero es ansnrrncto por rP1tJ1as ne t1Pmora ;:i,1gunof: 
autoant1rtterpofi y pnr~ n ni'\ctR oi::ol i'\nr1i:;11i::or0 H-Y i::-s i\nsorn1ao. En 
camtno, c11anao ~i rlnt1suero H-Y Pf: ao~nrn100 por r1:>n11;i.s ne 
macno, aaemas ni::- toB a11roant1ruerpos ansorotc1os por r.e1u1as cte 
nemnra, es aosorntdn r;i,mn1~n tocto o casi todo et anticuerpo ant1 
H-Y. En tas 1nrer.r1ones v1ra1es ltlg. llR). el 11ntoc1to T 
~oopPraaor reconoce r.nmo exr::rano "' Anttgenn v1rR1 y, ne tgual 
manera, a r::oaa la r~111!fl P!".t'lm111anrto "' íllt'?-r'?-ntP~ rinn-"S cte 
11ntoc1tos ~ par'\ lo'\ prnrt11C"r1nr1 '1P "nt't.-11Prp'1f:' t rP.c-pnPsta inmune 
numeral). DP la misma manera que en ~1 i:>JPmpto n.nter1cr. ta 
resp1.~~sta inmuni: Pf:tarta c11r1g1aa prinC"1p.=i1r:;PntP rntit'rC\ el 
ant1geno exogeno len esra rRso ei anttgeno v1rd1J pero tamn1~n 

hi'\Ora prom1cc1nn oe at1roant1C"uerpos. 

Una comprobar.1on inn1rerta ae esta n1pótes1s es 1 .. 01sm1nuc1on 
de 1a art1v1aact aP! ant1~11ern ri11r;:i,nte li'\S prueoas de 
espec1t1c1aaa ae~ mt~mo. A cont1nuaC"1nn se menc1nn~n esta~ 

prueoas de espec1tir1naa. 

Eva!uacton de la espec1t1c1actae1 ctel ant.l~uero para 
detectar el ant1geno aacno (H-Y). 

Para ~ono~er la .:.~pPr1r1~1aan ae1 anr1~11ero ~1e se quiere 
11t111zar para sexar Pmnr1ones, se toman a11~11otas ctel suero y se 
anacten por S>?op.:\rt'lan a nn m¡:>~10 o:on Pl qne ~e PSt'.~n c:t11t1vando 
relllias. i\rr~,-. y l~<)l<ln••n_: 11.;:¡7n¡ 1:r1;.::.;.r.>n '""~l'!l'~ ..;>:5"pl~n1f'"R f1P 
m.?irnn ni:> 1~ rt?pñ tln, r.:>11110~ O;'.!:pl~l'.H'-35 de nt"!T:Ol":l at? li'!. m1~ma 

.~epa y :r.;:.n10 control ;sai. :-.•~n1as,1 rn:n0 ani::<"'rOPnro:ios net 
i.nt.1suero H-Y, para oesp11~s o.esar1ar10 en C'Ultlvoi:< ae ,;amnr1ones a 
lf''~ ql!P f5P ¡P:-: ,.n.;nP rnmp1Pmenro. ~.:. E>'.":.peratHl q11P a mayor 
e~p.-:ic1t1.-1aa.1 do:>l s11i:>rn, mayor SPr1a 1-i\ .:¡n.c::nrrt•')n ne "nt1r":uerpos 
H-Y en el cu1tivo ne ~~l\11a~ esp1~n1cas ae macno, oaja o nula en 
el ~t11t1vo ne r~1t11as al? iemor" y nulo Pn el ronrro1. De 1a 
m1sm~ man@ra, i~ cant1aaa nP em~r1ones atP~t~dns al ~e~ar1ar Jos 
an~1sueros postaosorc10r1 s~r1a Oa)a o nllla para l~ altruota 
ansni-n1oa en ce-1t11as O.P m~rno y cercéln-"' o igual a1 control para 
l~ a11rl1nr~ ~nsnrntn~ ~n 1a~ c~1u1~s n~ :1Pmnr~. Los resu1taaos 
q\li::> no-ruv1,,...ron sP mq~i::tt·An o:-n i:ai ruaoro IV. 

Lns resu1taoos mostraoos en i:al cuadro IV no OeJan lugar " 
a\Hla ae qlti:a el sui:oro tue aosorn1no preterenrement<? por antlgenos 
propio~ ne c~1u1a5 masru11n~~- Esre cu<:\aro 1ncttci\ tamnt(>n que 



ex1st10 ClPrta ansorr.Hm OP ant1cuerpos en ios emnr1ones XX. 
Esta aosorr.ion pueae aeoerse a: ia presencia ~n e1 ant1suero ae 
a11toant1c11erpoR ··contam1nantestt; a ant1gen1r.1aad cr11zaaa entre el 
anttgeno H-Y y otros ant!genos de s11pert1ci~ o; a Ja presencia 
r:tel antígeno H-Y en a1g11nos emorionf.'.'s X.X. 

t..:uaaro JV. Ansnrr1nn de antis11ero H-Y. 

SUERO 

control 
Anf;orn1do en cl!>lu1as ae m<"'cno 
A.nsorn1ao en c-~1111-:tf> ae nemora 

Mon1t1caao de Krco y Golaoerg 119761. 

EMBRIONES AFECTADOS 

53'1; 
ll'l; 

46~. 

Variantes oe "?Sta t"r.n1r.ñ 1nr111y~n H\ aosnrr.1C'ln del 
ant1suero con or:.ros t.1pos r.e1u1a.res 1 Iyer ..:>t a1., 1989J # prueba 
de c1t.otox1c1ar1.a ne e~permatozo1aes en lñ ó-~15,,. ut111za a1guna 
c1nc1on vital para r.onocer el nnmero de espermatozoides 
atectaaos por ei anr1suero en un medio al que ramn1~n se le 
anaaio comp1emenro oe cuyo ¡pi~ar-'nita y Anderson, 1~85; 

Goidnerg, 1971). La ansorr.1on se real lZa comunmente a 4 grados 
centtgraaos. miran te iO m1n. 

Anteriormente se menciono que el ant1s11ero proctuc1ao en 
ratones puerte !-'Pr ut111zono en et t::e>:a)e de emor1ones cte ot.ras 
especies. En estos raso$ lA anRorc10n aene nacerse con 
11nroc1tos ae nemnras ne esa especie con eL t1n rte remover 
ant.1c11erpos que se unan a 1os emort(lnes por et ner.no de no ser 11e 
origen m11r1no queaanao en e1 ant1suero ant1~nerpos contra el 
antlgeno H-Y en torma ras1 exc111s1va lf.naerson, 1987). Otra 
manera de eva111ar ta espec1t1c1aaa ae esta ant1s11ero es ia 
men1c1bn ae 1os niveles ae ATP en e1 medlo res111tante ae una 
pruena c1ro11r1ra ae eRpermatozo1aes ya qUP son inn1rat1vos a~ la 
proporr.1ón ne r.~1u1ri.s atPct.('l;aas l'l'1mg, <:iraoo por P1eorah1ta y 
Anaerson. lq851. 

Para t1na11zar, manera º"' resumen se incluye a 
conr1n11ac1~n ia m,,.tooo1og1a ~ grosso moao ap11cada en el sexacio 
~mn1-1on"'r:n PO !A ~~pPc1e nov1na y men1ante la t@cn1c-a de IFI . 

..-ro:ip~rArl('ln oe1 antlf;HP.rn: 
ál- unrencionae- 1as r~Hllas inm1mogen-":'3. :snspensicm ae C"l!-1\Uas 
e~Pll!>111~af;, iavaao y rentr1rugac1on. 
n• Inmur1z~~1nnes "' ratone~ nemnra. conrenrracion ce1u1ar:25-J5 X 
lt) <:@1111~t.. c.:i1ennar1n ne inmnntzñ<:le'.ln: nna vez i'\ la semana por 



t.res semanas y poster1ormi:inte 1nyecr.1ones c:te rPrtJPrzn r..:l.da 
sem.:-lnaa. 
cJ úotenc1on ae 250-400 m1cro11tros cte sangre ¡por r.orte ae rola 
o por ptmc1on retrooro1rtar1aJ. Las sangrtas tm~x1mo una vez ru 
mes) se nacen 7-10 a1as aespu~s 01;> romp1etar el pPrtoao 1n1r.1a1 
ae inyecC'tones o 1-10 atas oespu~s cte la 1nyer.c1on oe retuerzo 
prox1ma pasaoa. 
aJ Eva1t1ar.1~n ae1 antl~ltPro mea1ante 1a aosorc1on ne1 m1smc Pn 
11nroc1tos ae var.a seg11ic1a ae pruenas ae r1t:orox1r10r\ct en esperma 
o emor1ones y¡o lñ mea1c1on ~e 10~ n1ve1es ne ATP ~Whl~~ et al., 
1487¡ P1earan1ta y Anoerson, l9Ei5J. - --

co1ecr.1on emnr1onar1a: 
a¡- !:iltperov1.11ac1~n ae las nemoras aonaaoras. <.:11arenta mg 11.i;i F:'iH 
1aos1s t.ota11 cuv1c11aa en 8 iny1?r.r.1ones 11na carto doce noras Y en 
nos1s aecrec1entes: nos 1nyPc~1on~R a~ 8 mg el pr1m~r Ola, 2 ae ti 
mg el segunao ala, aos ae 4 mg el tercero y aos ae 2 mg al ct1arto 
ata. Este tratamiento aa meJores resultados s1 se ap!tca entre 
los atas 9 y 14 Oel ~1c10. Para aestru1r el ruerpo !~teo se 
ñPnen anaa1r 25 mg cte prostag1ano1na F-2 alta ~t terrer ata ae 
tn1c1acto e1 tr~tam1enro ae FSH (Zarr.o, 1990J. El estro se 
presenta 46-72 noras aespu~s cte la 1nyecc1on ae Ja prostagJann1n~ 
y JEtS ovu1ac1on~R 24-4A noras post-li'.'stro. 
DI Rer.01ecc1on de emor1ones. La C'Oler.c1on r.o qu1n,rg1r.a se nac:e 
a 1os 6-8 a1as post-estro. Los Pmbr1ones i=:ostarAn en etapa cte 
moru1a o ae t>1aRtoc1sto tarct10 1wn1te ~ ~·, 1987 J. 

"t:u1t1vo" emor1onar10 
aJ Los e11or1ones se cu1t1van en meato cte Ham F-10 (HF-101 con 10~ 
(V/VJ et"'.' su~ro anti H-Y mur1no cturante 90 m1n. 
DJ Despt1~s ae un J.avaao se c111t1van en merno HF'-10 al qi1e sfO' ie 
arHHUO 10% (V/V) i:te suero anti IgG m11r1no mar~ar:zo rnn JTC-F 
(Booman, 198~; P1edran1ra y Annerson, 198!1; wn1t~ et a1., 19~7) 
aurante 90 m1n. y se vue1ven a lavar para e1iñ11nar la 
t1uoresC'enc1a no esper.1t1r.a. 

Eva111ac1on ae le\ t luorPsrencH1 
ra--eVi\'fÜetr.lón·(ie!a-f1uoY:~~nr1a Se nnr:-e a l.ln aumPnro n'? 2fH)X 

con m1rrosC"op10 invertic10 at> contraste oe tases eq111p.=i.oo para 
este r1n. Los emnr1ones se ~1~s1t1can como H-Y pos1t1vos so10 s1 
se ooservan areas rtP tJllorPsrenc-1a lnt'!"nsa 1oca11zona o ne rorma 
qranu1ar 1wn1te !l~ :i.1., lqRJ ¡. 

compronac1on 
La comprooac1on s~ pnecte nacer por ana11s1s cromost"Jm1co ae ios 
emnr1one~ o por tr~nsrer~nr.tñ ne los emor1ones y eJ rJ01g1~rr0 ~PI 

sexo a1 n~~1m1ento. 

ti O 



4.4 SBXAJB BHBRIONARIO POR ANALISIS CROHOSOHICO O CITOGBNBTICO 
(car1ot1poJ 

El sexaao de emnr1ones mea1ante e1 an~11s1s cromosom1co se 
puecte real izar por aos procec11m1entos ! onservac1cn ae1 corpnscu10 
cte BRrr 1 el cua1 corresponae al cromosoma X inart1 vo J o 
ana11zanao el car1or1po. La primera ae estas aos recn1cas, 
aunque rap1aa y si:-nc111a, no pueae llevarse a r.aoo en ia mayor1<'1 
ae las especies aom~st1cas aernao a qui?' el asper.to granu1ar del 
c1top1asma a1t1ru1ta enormemente Ja iaent1t1r.ac1on cte dtcno 
corpnscu10. Actemhs, en especies como la nov1na, el corptzsculo no 
es v1s1n1e en ias etapas en las que ei f:'mnr1on f?S transter1b1e 
( K1ng, 1984; w1ntennerger-Torres y Popes cu, l q130 J • 
En cuant.o a1 car1ot1po, s1 se pueae rea11zar en las especies 
aom~st1~as y, ae necno, tiene una cert~za casi del 100~ en la 
mayoría de los casos tK1ng, 1984, Le1Do y Ral!, 1990; P1carct et 
al., 1985; van Vltet et a!. 1989J. A1ternativamf:'nte al sexacto de 
lOs emor1ones, el C'"arl0t1po permite detectar aoerracciones 
cromosomicas pucuenaose cies('cnar cie esta manl?~a aquellos 
emor1ones que las presentf:!'n t Pt(':ara et ~., l <l85 J y, en 
1ngen1er1a gen~tica, permite a,i:ot.ectaF a lOF• emnriones 
transg~n1cos 1Le100 y Rall, 1990J. En esta secc1on se proceaer~ a 
ctar genera11a~aes sonre esta t~cn1ca ana11zanao sus ventaJaS y 
aesventa3as en el sexadn cte emortones y en el apl!'ndlce !pag. 9.:!-
97 J se anonaara soore las t~cn1cas ae DanaP.o. 

cartotipo c0110 aed10 para sexar emnr1ones 

El car1or.1po s~ pu-::ia~ oet1n1r como e1 Psn1c110 ª'"'l mlmero, 
rROrtoJ.ogta y caract:~r1st1cas r.1ntnrHl.1Ps a@ ios cromol';om.:ii:: ae 11n 
1na1v1auo cua1qu1~ra. 

Premisas y pasos E.!!.!~ ~ ~~_!;___~.!::_!~ ~ ~.!! rar10_~~· Ex1snrn 
Clert:o'.\S- prem1s.:ts geni:-ra1es p;irrt ia rt:?a112ar.1ón ae 11n C"ñ.r1ot:1po 
sea c11a1 sea la t~cn1~a ae nana@o. Entre estas se tiene: JJ ios 
cromosomas se aenen ooservar rorzosamente en la metarase o en 
tases cercanas a ~sta por 10 q\le ei tl?'J tc1o o ias c .. it:olluai:: 
11t111zaaas aener~n estar en tase nP rpp11rac1on o n11t0~1~ cHonne. 
1989; Yosn1zawa .,.t a1., 1'*90J; ¿¡ .:.x1ste una c0i·r"!'1ac1on mlJY 
alta entrf> e! ntimeFO OP C'~llllas y¡o el 1nn1 ..... "" m1tctl<'i, ae esti'\s y 
el nt1mero a~ metatases 01spon101es par.:i e1 ana11s1s r.romosom1r.o 
(Picara et: a1., 1985; s1ngh y Hare, 1Q80; W1nr:ennerger-Torres y 
Popesr.u, }9ift),; 3) no todas 1..=tl'> meratf\Ses on.c;,:>rv;in.=i,c; PO 11n.:1 
lam1n111.:i t.1enPn 1.rt .c;ur1r1enri:::i ,.a~1CFtf1 pnr;¡ ·"~r reirir1n;:¡c; i:>J1 r-1.1,.::inr~ 

en ~1 n1agnost1r:o 1:-:.1ngn y H.=t.re. l"-4Hci; y.,c;n1;-:,~wa •"'" .;1 1q.:in1; 
4J est"" pro~~r11m11?nto aana a 1as ,.~1111aF pnr in q1?.:>, p..<r-.::i Ui'°" 
E1mnr1oni:>s a t.ransto<:.>-r1r, s~ nar,e nec.,,~ar10 ta torn~ C:I'< 11JM n1c;.ps1a. 
Df:\ ir::-srr:ts prem1s.;s se pueae inti;;ir1r qui;:i tos ~mnni•n.::-;:; en tt't,c; 
etapas 1aea1es para su tran:r:; rer"'nc1a 1 mor111.'\ ~ .'lrrn ;¡ y n ¡ ;¡stor: l~rn 



temprano; singo y H.:ire, 19Hll 1 presentaran grannes dlt 1c:t11 tades en 
cuanto a1 nt1mero ne r~1111as ··a1spon1b1es•· para ~l car1ot1po a 
partir cte \lna n1ops1a. Pero tllen, antes de ana11zar las 
ventaJaS y la~ oe~ventaJaS cte eRta~ t~cn1cas se oar~. a manera cte 
resttmen, un oosqui:i-Jo general oe ct1a1es son los pasos que se 
siguen en 1a preparar.ion cte 1as cl!-1u1as para realizarles el 
car1ot.1po: 

l) !':ie ont1ene ia mt1est.ra, q11e en en este caso corresponde a 
ce1u1as cte una rnops1a oe emor1on. 

2) fie p11eae o no nacer cu1t1vo ce1u1ar ,varios Olas) en un 
mectlo que contl?nga alg\ma sunstanr:1a m1togena como la 
t1tohemag1ut1n1na. Por supuesto, s1 se lleva a cano este segundo 
paso, en el sexaao ne emnr1onPs se proceoera tamnil"n a la 
conge1aC"10n OPl resto rtPl emnr1on que se ut111zarl\ para la 
transterenc1a. 

3) Previo ana11s1s ael m'l.mero ae Cl!'l\uas en cn1t1vo, se 
anacte a estas una S\tt>stanc1a que •·arreste" tas et-lulas en m1tos1s 
como la co1cn1c1na o la cotcem1da. 

41 Provoci\r que 1as ce1u1as se n1ncnen tttil1zant10 una 
so1uc1on n1pot6ni("a con eL ttn rte q\\P los Lromr.1snmets ~e separen 
entre st. Re tlJan 1a~ ~~l\llds ~on metano1-~c10o ~cet1co. Y, 
por fl 1 t lmo, r.;e t 1 nen y .i;,e observan a 1 m1crosC".op1n 'Klng, 1984; 
Ronne, 198Y; Picara~~·, 1qAo;, van v11f;>r ~t:. ~·, 19139). 

cuadro V. Caracterti:-t:1cas morto1og1cas ae ios cromosomas 
sex\tales en rtlterentes esper1es rtome-sticas. 

Er.;pecte Nt1mero 
cromostim1co 

.;o 

Horro1og1a 
cromosoma X cromosoma Y 

Largo 
,5unmetacentr1C'o 
Largo 
suntnetace-ntr1co 
Largo 
acrocentr1co 
Largo 
acrocent-r1co 
\con nrazo corto 
muy pequeño) 
Tamano men10 
metac~ntrico 

Tamano men10 
s1mmetac~ntr1~0 

E'eqtteno 
metacentr1co 
Perp.1eno 
acrocentr1co 
Muy pequeno 
metacéntrico 
1"t11y pi:-q11e1'1.o 
metacentr1co 

Peq11el\o 
metace-ntr1co 
Peqt1eno 
acroctontr1<"'0 

L•JS -rnm.".')Somas so:ox11a11?s tleni:?n morto1og1a V-'\r1ana en las 
n1terentP~ ~sp~c1es pero at1n ~~l son t8~11mente ioent1t1can1es en 
rArt~ e$pe~1e romn inct1ca Pl cuactro V 'King, l9A4). En el nov1no, 
por PJPmp1n, 1n~ rrnmnsoma~ spx11~1es X ~on tos m~s granaes y son 
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muy t.\c1 tes ae c11sr:.1ng1ur ya qu~ son 1os t'nt~os metacentr1cos o 
sunmetacenr.r1r:os, m1ent.ras qtte los aurosomas son acrocentrlcos. 
En cuanto al cromosoma Y en et Bos t..aurus es metac:::~ntr1co y en el 
Bos 1nct1cus es acrocl!'ntr1co tfüg~·; Le100 y Ra11, 1990; 
PlCarCl et a1., 1985). 

La-aetecc1on ae cromosomas X o 1mo Y se cons1aera 
sur1c1ente para e1 Ol~gnOsttro 1P1cara et al, 199~) o tamb1~n el 
na11azgo ~el cromosoma Y sin examinar TOs-X \Yosn1zawa ~ ~·· 
19890). 

var1an1es ea1>r1onar1as en el sexado por car1ot1po. Toda 
r~cn1ca presenta ciertas var1an1es la mayorla de la~ cuales se 
intentan controlar para aumentar la veractaan a1 incPrpreTar Los 
res111canos. Las vnr1aote~ quP se maneJan con respPctn Rl sexaJe 
c1toqenet1~0 en emnr1ones, ae las cua1es aepenne en gran parte el 
ex1to o rracaso de ia tt!-c:n1ca y que tienen que ver con el nt\rnero 
c~1u1ar, son: eaan ne1 emnr1on, v1ao111ctad ae1 emnr1on, n~mero 

cte c~lulai:: en la n1opsu\ y nt,mero cte ~~1111as en rep11cac1on 
t1ncttce m1tot1co1 p;1ngn y Han:-, lQBO; Ptrñrn Pt .~l., 1985; 
W1tenoerger-Torres y Popescu, 1Qr30; van 1111et !!_!: ~:-. 1"~891. 

Edad del emnr1on De las var1Bhles antes mPn('1onar1;\S tal vez 
18eaadCieTeiñiirion sea ia mas importante ya que de ~sta aependen 
en gran parte ia rnayor1t'\ de tas otn\s. Por eJemp10, los enior1ones 
de 6-7 alas (estro ala O¡ son Lo~ mas v1ao1es para la 
t.ransterenc-1a tantn porque son 1os q11e me)or 1na1ce de pren~z 

preBentan t s1ngn y Ha re, 1980 J como porque Fon los ae mayor 
st1perv1venc1a en r111r1vo o t?n e1 proreso ae C'ongelac1on
ctesconge1ac1on 1P1rara ~t ffl., 1985; stngn y Hare, 1980), en 
compc'\rac1on con etr.rir1nn!'.".':' (i·~ TI-1~ atas (PO erap.::i. cte 01astoc 1sto 
tarn101. An~mBR, e1 r~conoc1m1ento ae 1a gesta~1on se 11eva 
cano en lo~ dlA~ l~-1~ en nov1nos \Rnoerts et ;\l,, lQQO), por lo 
quP H\ transrerenc1 a ai:.ne nacerse en etapf\sPreV1as. 

Parece ser ~tP ta toma d.e 1~ 01ops1a atecta el ctesarro110 
a~ los emnr1oni:;>s de oov1no a meno, que se 11eV'?' "' cano en etapas 
anteriores a ios 13 C11as, es m~s. ei cultivo de ernor1ones en 
etapas avanzanas ne a1terenc1ac1on tn1astoc1sto taralol ct1t1cu1ta 
su poi=;ter1or aesarro110 ya qtie et mectto oe cn1t1vo no alcanza a 
satlstac:er 1os rPquer1m1Pnt.os n11tr1t1vos ctf;' estos emnr1nnes 
tW1ntennt?:"•J.;.r-Torres "i PnpPi::rn, l9RO). 

~~~m~~-9' ce1u1ñr P tnctlC"'"" m1tot1co. como se v10 a1 1n1c10 cte 
esti:> c"á:Plr.\il-:_,.;,- ~~mnr10[lef5~ en etapa ª"" m;''irula tlPnen 
~prox1maaamentP lri-~11 c~1u1as y en etapa ae 01astoc1sto temprano 
cuentan ron cerrA ctP ion ~~Llllas tBetcer1nge, 1Q08), por LO que, 
en e1 caso ae q:1<:> se 01serten estos emnr1ones \Ut111zanno 1.1na de 
1as mltaaes para e1 ana11s1s cromosom1~0 y la otra m1taa para la 
tr"nstPr~n~1aJ se contar\a ron un mbxtmo dP 8 a 50 c~lulas para 
~n;\ll~Ar menos qtte ~"" J~ACJC\ ("11tt1vo rPl\llar. Housrata et al. 
1 r1raonf" por :-.1ngn y Hñ.re. l~Hu), c:on rnop.~na~ ae R01'3.PIF:>nrP 1~0 
rP1ttias oP Pmnr1ones á.:> i;-1 ellas togr"ron sPX.:\r a1 ·th't ae 1os 
;;i.mnr1nn17s 1n qt\e snponi:> un tnatce m1tottco muy a1t.n tsuper1or a1 
l~r.) para poaer er.conrrar mAs ne un.:t mennase por 1am1n111a. 
P1 ré\rd ~!:. ~. t l qe,~ J , sexaron un h2. "J't ne emor1ones l n=B) 
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01sectaaos l25-50 ceH11as y 1.5-3.2 th)llras 
Yc~n1zawa et al. ( 1909a y 1990), lograron sexar 
emor1ones de-raton ae tan solo una cP.1u1a tn 
respectivamente). 

ml='tatlls1caf'J y 
et 78.5 y 72~ ae 

499 y 189, 

En contraste, S1ngn y Hare ( 1980), so10 lograron sexar a1 33~ 

ae emor1ones ae 6-7 dlas ooten1enao 01ops1as cte 15-17 
c~1u1as; Yosn1zawa et al. (1989nJ, sexaron el 27.2 y el ~º' ne 
eraor1ones caprinos eñ efapas Oe moru1a Y Plastoc1sro; H11rray et. 
al. (1986J, ootuvtenon tlguras metatas1cas aceptaDtes Oel 20% "Ci'e 
eñ\or1ones lTI=290J, en la etapa ae mon11a c11eron me)ores 
resu1 ranos que los emor1ones ae 8-16 ce1u1as. w1ntennerger
Torres y Popescu (1980), iograron sexar al 60~ ae emor1nnes cte 13 
alas con 01ops1as ae 130 a 400 ce1u1as a partir cte cP.1u1as ae1 
trotoo1as~o tl/10 a 1/3 del emor1on1 r.on tnrt1ce m1tot1co del 4% Y 
5 a 16 metatases por 1am1n111a. En e1 n1t1mo P.Jemp10 es notoria 
L~ venta)a en cuanto al ntimero ae ce1u1as por rnopsia pero tiene 
co•o desventaJa que los embriones ae esta edaa tl2-l5 a1as) son 
poco viables para et cultivo o 1a conge1ac1on por 10 que se nace 
necesaria una t.tocn1ca muy rap1oa a partir ae su reco1ecc1on para 
poder t.ransrer1r1os en "tresco" ctesputis cte sexactoi::: 1K1ng, 1984¡ 
van v11et et al., 1989), t~cn1ca qUP en la actua110ad requiere ae 
un m1nt•O- Cie 5 nrs para sexar 12-15 emortones por 2 
e1togenettstas expertos tK1ng, 1984). Los res11lt"-rtOs en los 
Cllterent.es estua1os parecen 1noicar que tamb1tin 1a especie, la 
tecn1ca y o sus eJeC\lt.antes, tienen que ver en ta etect.iv1C1ad C1o?l 
sexaáo por meci1os c1togen~t1cos. 

De 10 a1cno en el p~rrato anterior se aesprende la 
iaportanc1a ctel nt'lmero rte C"~tutas y ae1 1nct1re- mit.ótH~o cte ~stas. 
s1ngn y Hare (19801, compararon ios ina1r.es m1tot1r.os ae 
emt>r1on'!s en t:!'tapa de monua c:te tres espect~s dlterentes 
r.111t1vanos r.on 50 ng/ml ae r.01cem1aa por 4-6 noras, !OR 
resu1taaos se observan en e1 rt1aaro VI. 

Ct1aa.ro VI. Inctlct::"s tnltOtir.os cte emnr1ones en la etapa rtt'.' mórula 
oe tas espe~1es oov1na, iepor1da y mur1na. 

Especie 

EsOVlnO 
coneJo 
Raton 

No. emor1ones 

Hod1r1caao de s1ngn y Hare ll980). 

Promectlo ae 
r.~1111ns por 
emnr1ñn 

';O. 2. 
44. 3 
39. 7 

PromPOlo ctPl 
Inrt1re MltñttCO 

ª·" 12. l 
7. ~ 

Del cuaaro Vl, SI'.' C1t=1n1tr:P q11P ('()\l ,,,.~te nt1mA'r~ i·p1111;:1r ~ ?1-~.,1 

<:'~ll.llBSI ~ 1nrt1ri? mltt)r,1r.o !l.S-12..l), SP rmrpno1·p1 '111 m.q:.omn OP 
2.':l m~c~tases pnr emorion 01~er:taao por tn qi¡p Fe nPrP~1~~r1~ 
mucna suerte para que amrias mPt~tit.SeF tnenm rtP s1\t1r.1entP 
ca11ctad para e1 an~tisis. 

Ya S'?' mencionó q11e 1ofi emnrionF-s cii:- n-7 rt1a.s pl!eeil"-n 



congi::olarse por !O qu'? se resuelve, al menos par~1.:t.1mi:inte, e1 
pron1ema del oaJO numero oe metatases ana11zao1es meOlñnre eJ 
cu1t1vo oe las ce1u1as ae !a n1ops1a et tiempo nece$ar10 t3-lO 
d1as o mas> para que aumente la poo1ar.1on ce1u1ar a 1m numero 
oeseaoJe (>100 ce1u1asJ aseguranoose ast 1a ootenc1on de una o 
mas metatases por 1am1n111a y emor1on at~n en los casos de lnd1ce 
m1tot1co oaJo (<5'tJ. se r:t1ce que el proo1ema et"tá re:=atelto 
parcialmente ya que el 1na1ce <te prt;:"Ol!>Z a1sm1n11ye 
s1gn1t1cat1vamente en emor1ones ~onge1actos en comparar1on con los 
transter1ctos en ''tresco••. Por eJemp10, P1card et ~l. 11985), 
reportaron tan so10 un 23. lt o.e n<'lc1m1enr.os cte2t1emor1one~ f'lt=> 1 
ctlas n1sectae1os, sexaaos y congt:"lados siendo que el ~x1to en la 
transterenc1a cte 1os emor1ones n1sectaaos, sexanos y transtertnos 
en ••tresco'' tue rtel 60,. 

Si:.? pueae conc1u1r que: 

Las etapas ae mOrl1la o 01astoc1sto temprano, aunque las 
mas v1an1es para la transterencta, tienen la nesventaJa OP poseer 
un DaJo m\mi:>ro ae cf!o1u1as para la rnnpF.1a. f'or 10 que se nar.e 
1no1spensa1n1e ta conge1ac1on ael emnr1on a transter1r y e1 
c-u1t1vo cte c~itl!as ctl>? 1a n1opE=1a para aumentdr su n1imf?'ro. 
Asegur~ndo ast, una canttctan aeseaDle ne metat~ges ana11zan1es 
por 1am1n111a y emnr1on tP1cara et a1., l~B5; 8lngn y Hare, 
1980; van v111?t. ~ !!._!., 1CfH4), - -

Los Pmor1one5 oe lt-15 r11af: r1en+:on nn n11mPro O.t;:"se~OlP ae 
c~lt11as para el sexaao por car1ot1po 1a1reaennr a~ 1300/ pero en 
esta etapa los res1i1ranos ne 1a tran~terenr.1a emnr1onar1a 
(superv1venc1a post-cteEconge1ac1on e 1na1ce ae ronr~pr.1onJ son 
mas n1en pobres 1w1ntennerger-Torr~s y Popesctl, 1980). 

Lns m~toaos C"ltn1óQlC"O~ .:;;on cnstnsos por 1n qne la 
ut111zac1on ne estos m~tonos c1to1~g1cos ron ttnes romerc1A1es es 
poco atentaaora. Pero la cert.eza que "'e ont1ene con ~stas 
técnicas (cercana al 100,), 10 nacen un m~tooo iaoneo en la 
~valt1a~1on n~ orre~ t~rn1rR~ tRntn PAra el sexan0 emnr1onar10 
como para et sexaao ne esperma o para otros tlnP~ tK1ng, 1~84; 

van V11~t ~ 2-!:.· lQ89). 

- La etect1v1oact en la reat1zar1on aet ~ar1ot1po es var1an1e 
y ctepenne oe 1a especie, ctP 1A t~r.nt~a empteana y10 oe 1~ 

han111aaa ae los t~rn1c~s. 



SRXAJR EMBRIONARIO MEDIANTE HIBRIDIZACION DRL DNA 
(sonaas ae DNA Y-espec1t1casJ 

Al 1g11a1 qi1e en e1 and.J.1F:1.c: r.1togener-t1r.o 1?stucuaao 
anteriormente, ~s~a meto~o1ogta 1h1nr101zac1on del DNAJ aana el 
material 0101og1co a t1t111zar por lo que es ina1spensao1e 
rea11zar la t,.,cn1r..; sobrP cP1t1JaF: 111'." 11na n1ops1a. Atlorl"I nten, 
tiene la venta)a ae qt1e se necesita un naJO nnmero de c~1u1as 

110-20; Leonara et al., l987J ya que se r~ql11ere una 1nt1ma 
cant1oaa ne flNA Pc\rarea11zar la prueba, no es necesario que 
estas r.1!'1111as est~n en m1tos1s (se pueC!E' rea11zar 1gua1mente con 
nnc1eos tnterr~s1ro~ o en a1v1s1on; Bona1011 P~ a1., 1989; M1111er 
et ai., 1987J; vé\n v11er et al., 198g; West et di., 1987J y se 
Püea;¡- rea11zar en 11n cortO tli=:ompo t 10 horas; Leonaro et a1., 
1987J. Ademas, s1 se combina ~sta tecn1ca con la a~ reacCion~ae 
po11merasa Pn rñnena tPCR, por sus s1g1as en 1ng1es1 el sexaao 
pueae reaJ.11.arse en •m 1".".11'."mpo tan cort"o romo 3 hnr.:=1s y con mf?'nor 
cant1aaa <'1e DNA (Herr er rtl., l990a¡. 

La n1or101zar1ñn rOñ SOnrtas DNA Y-especltlcas para el sexaoo 
PmDr1onar10 cons1~r~ en: lJ aerectar sect1en~1as nt1r1ent1a1cas en 
el cromosoma Y q11e f"eRn exc-1111'1Vas C1€'1 mismo, esto es, que no se 
encuentren norma1menr.P i:.n n1ngt'n ot.ro cromof>oma ¡ya sea el .X o 
algnn auto~<"lma J , ;:. ¡ :;nnto?r.1zar estas 5~C'll"'nC' l c:ts 1 sonoas J 
marc~nao1as ran1oarr1varnente (801101011 et al., 19Bql o por mea10 
ue coiorant.Ps ao:o rea~~1<"Jn enz1ml\t1r.a tfirZ~nnaurn "'t al., 1990; 
Leona.re ~ a1., JC)J:i7J, ·"' ren11za:::- 1.=i n1nr1c11z.ar.·ion de Pstas 
sonaRs ~011 -m.,rPrJñJ g+?n.r>t.Jro pron1ema IDNA ae c~ltuas 
emor1on"r1a::;1 y, pnr t11r1mo, 4J iePr i:.-1 res111t,;ao. Por 
supuesto, ,. 1 r.-.;::::-<"l 11.;.1 ••mnr1on qu~ no ~e inr111yP en 1a n1ops1a R~ 
ut111z.::t p¡;¡rn r1·"ln.c:rer1r1n a una ri;><'~pr<"lra dE'.SPl'I~ . .::: cte sdner el 
a1agnesr1~n CTA1 ~AX~ 

La ontenc1011 de ias sec11en('lcts nuc1eot1a1cas Oei go:>noma 
ce!luar as1 como 1.:'lf.. t~r"n t<'a~ ai;;o hlDrHttzac1on ae1 DNA se 
exp11~aran Pn neta11e n~Jo P! 1n~1so n~ recno1ogla ae DNA 
rer.-,mo1nanr.::., <'tq111 SC"llO SI? m+"'nr1nn"n aJqunas caracterlsrtcas de 
~stos. m~-:.ooo::; C"on el tln ni:- que quecte C"Jara Ja reteri::onc1a que 
<'ont1nt1a~1~n si::o hftce soore 10~ tranaJos ne sexa)e np emnr1oneR 
me~1anre n1nr1n1z,;<'1~n nA1 DNA. 

comn se m~nr1ono '1rr1oa, ias sona.,s ae DNA son porciones de 
DNA s1ntet1zaads art1r1r1a1mente. s1 para la slntes1s ae estas 
S~C"tt~nr1as s~ 11t111z.:i.n nur.1el')tle1os m.;r~;iaos, ~stas sonn:as pued~n 

.,,y,mar a o.:r.r.:.rt1r la. pret=;o:>nl"1a e 1nr111s1ve 1a C'anr.1ctaa de 
por~1n11P~ nomoiogas A ~sra aentrn aP 11n DNA problema. Est~ 

i-.,po'.\r:'lCldr:I rie ia. sonoa a~ ctetec-tar ~ll!'.= ~e~u1?nc1as nomo1ogas si:::o 
r1""'rie i=i 1a.<> carart1?r1st1ras ne C"'.omp1emt?-ntar1oaa cte cases que 
pr>?sentt=1n 1os aC"1aos n11c1P1r:o.c::. Esto es qut:", en ~1 ac1ao 
"e~o:c1rr1oont1~1t?-1co por eJemplo, una r1m1na siempre se apareara 



con ltna ~den1na y una g11an1na con una c1tos1na. De Psta manera 
una ca.nena de [INA SI?- apan~-'r"' ron otra c.;toena o~ tJNA r.on t¡:¡nta 
ar1n1aad y estan111ao como comp1ementar1aao presente s11 seC"t1enc1a 
ae oases. A la un1on oe estas oos caoenas, la caaena nart1ra1 y ia 
s1nt•t1ca (raa1act1va), es 10 q11e sP na riaao en 11amar 
ninr1a1zac10n del DNA. Una variante ae esta r~cn1r.a es el 
realizarla soorf:" r.~1111as en intl?'rtase o, s1 se ri::oqu1er1?, r.~H1ias 

en metarase ttJadas a 11na Jam1n1t1a y F:e Je conore romo 
n1or101zac1on 1n Rltt1. Estn ei1m1na la neces1oaa ae extraer el 
material gen~t'iCnC:ie1a rl!-l111a aciem~s ae permitir 1a 1nca11zarion 
espacial oe latsJ secuenc1a1sJ nomo1oga1s¡ ae la sonaa dentro 
de los cromosomas tPlnkel ~ ~·· 1~86J, 

La lect.ura del restut.aao en Pl caso o.e q11e se ut111cen 
sonaas rao1oact1vas se nace expon1enoo el mater1a1 pron1ema ~ 

pe11ca11a autoran1ogrl!.r1ca (Alnerts et a1., 1987 y Iq89J. En el 
caso cie que ia sonda se marque- COn a1gun colorante cte 
reacc1on enz1m~t1ca 1a lectura se logra amp11r1cando la sena1 
por mea10 de t~cntcas inmunoc1toqutm1cas tK1rzenoaum ~ ~·· 

1990; Leonarct~~·· 1981; W~ler~_!-~., 1990). 

Orlgenes del sexaao ea.t:ir1onar10 •ed1ante n1nr1a1zac1on del DNA 

La tecno1091a cte1 sexaao mediante n1nr1(11zac1on aer1vo ae 
tos estudios encamtnaoos a 1a ot1sq11eda ae1 gen r~~ponsanie ae la 
determ1nac1on sexual, a ,!';aner el TDF tvan VtlPr. '?t al., 1984). 
cuya 1oca11zac1on siempre se na sospecnaao en e1 ~romOSomA Y 1en 
e1 capltt110 V se mencionan 1nteresantPs aesct1nr1m1entos 
reC"tent:es sonri:- i:oste gen y sn rol en la aeterm1nAc1on i=;ex11a1 J. En 
la actua11aact, a ct1reren4~l~ a~1 cromnsoma X, SP cnnoren por.os 
genes del cromosoma Y. f.n h11m.:inot=: se C"Onoc"'n: Pl gen q11e 
coa1t1.'."'a p~ra e1 TDF (f'agt:" F?t at., t"H7; Htmpsnn ~r ai.. 1'1fl7J, 
el qu*" C'Od1tlca para el antlg¿:[lo H-Y, eJ qtlP C"oalt1~ para e1 
anttgeno l2E7 ¡presente en 11ntnc1tos T 1et1c~m1cos, g~nP~ p~ra 
aos po1i.p~pt1aos ae runc1on at?:;;:conoc1oa y, pos101emente, genes 
1nvo1uc-raaos en la espermatog~nes1s y e1 ramano ae 1os a1enres 
(Van v11et et al., l989J. Tonoi=: Pflto~ geni=>s ei;:t."-n 1oca11zcHtoi;: en 
reg1onPs eüCrOñl~t1cas ae1 orazo cor~o ael cromosoma Y tYPJ y en 
la re91on prox1ma1 oe1 orazo iargo (Yq> exc111y~nao al r.entrcmero. 
Por 10q1ca, entre más qeni;is se logren si::oc11enc1ar en el cromosoma 
Y, mAs genes exc1t1s1vos ae este cromosom~ y st1~ snnnas 
correspona1entes portr~n ser nesr.un1Pr~as. 

Se nan 1aent1t1cado y c1onano secui:>nt:"tas Y-especltlcas ae1 
numano, ael raton, Oel or:iv1no y ae1 ovino. F.n "'!I n11rn.-,no J.'\ 

mayor1a de las sonnas ooten1a"R ~orrPspnnrtPll a la zona 
eucromAt1ca del cromosoma V tvan v11et et a1 .. lQRq¡ como la~ 

sanctas Y-190 (secuencia repl?'tlClVd; Ht11ti::>r--er:·-a1., 1'<~7J y la 49t 
l secuen<"' ia senC"l 11 a; VP.rgn;:i,uri l?t ;; 1. . l q1-1:f1. -fn i::o 1 hov1 no SP 
conocen, entr~ otr.:\s. !As sO-rioaf: ES5, ESG.n, Ese 1rorH1.-,: 
~ect1en~13~ repPt1~1vas: Bo11n1n11 pr ~1., l~HqJ, J~ BC 1.2 
lSec11enc1a repet1t.1va; K1-rZ~nn.:i.um er-~-"'··t~, l~~nl y i-'1 BRY4 IHl?rr 
,!! ~., 1990tiJ; ae1 ovino, la ov11-:-i THerr ~·· tQG1.t.:i1. 
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UtlllCtad cte lAs ~~~ ~~!! Y. ~pet1t~ ~ la 
ñI5FiCi1.Zacií:iñ Cle1: UN~ ,S,2E !_l_!les ~ c11agnost1co ~· La 
mayor1a cte las secuenc1as n genes cnnten1dos en el DNA ce1u1ar 
estan presentes como ser.11enc1as ün1cas lSenc111as1 o con algunas 
pocas r:op1as por gennmt\ nap101de, el aem~s ~NA corresponde a 
ser:uenc1as qne tienen r.1entos o m1 ies ae copias tA1nen:s, et al., 
1~81) y puenen i:.ener nomologt"' en cromosomas no noiñ01Ci9os 
lBOnct1011 et. al., l9R9; van V11et et at., 1989, West et a1, 
1981). LasSer.~nC"ta!3 tm1~a.-:: o al?' pOcaScop1as en e1 genoffia, $0n 
generalmente exc1us1vas oe t.m par cromosom1c:o, por tanto, m<!l.s 
esper:1t1cas qui:.- las sec1tenc1as repet1t1vas (Van v11et et. al, 
1989; Vl!'rgnaud i:>t. a1., i9B4). Atm ast, "'S casi 1na1spffisañle 
ut.111zar secnenciis-a1tamente repi:ir1t1vas para e1 i:;ehaelo cte 
emnr1ones mecuante r~cn1rai:: cte nior1ct1zac1ñn ya que en e.1 ~aso ne 
las sec:tti?nc1as \'n1r.as es c11t1c11 interpretar 1os resultados 
cten1cto a !a ct~o11 re:;pt1esta que se onr1ene y a que se necesita 
mayor cantidad ne DNA. lY ele r.~u11as1 para las sec-uenr.1as t"ln1cas 
en comparac10n con las se-cuenc1as ne m11es rte copias en el genoma 
(f"tll11er ~ ~t., lq~1; VPrrynanct et at., 1-=+84J. Lle nerno, la 
mayor1a ae ~f.. i::nnr1r1i::. rnrn&>rc:1a1e6.u{l11zaari~ l?O e1 so:>i<.ñdo ae 
emDr1ones se nntuv1ern~n a pdrt1r OP yq qt:e ~ont1ene ~ecuenc1as 

no exc1us1va~ 0~1 crornns0ma Y tv;i.n Vi1Pr ~ ~-~·, icu~ci¡. 

t.os pr1mPro~ rrrinaJO$ encam1nddOs ;i, n~rer &>l ~~xacto prPnart\1 
por mect10 cte t~rn1r.;i.s ele n1nr1a1zac1on se n1c1Pron en n11manos. 
Et1t.r~ nt.ro.~ tPnPm0s ln.=: flP: 

- 1.~or.rten t:>t ~1. 1 ¡q1"2), qui:> rt1ogn11i::r1c~a.ron ~orrect.amente e-1 
.c;exo ae 13 retos-~ part1r cte n1nps1a ctP vP110s1rtaf1PR r.or1on1cas 
\\'rlllZC\ndn :nñ ~onnn tnca11zactñ Pn YG rte 3.4 K.llonasl'."~ lKD). 

Ver~n~\1~ ~t a1, \l984J, n1r1Pron et 01~gno~t1co ctP! sexo 
oe l2 retos 11t111:!"itnC17' rotr.o tllf~ntP º"'UNA. c~1111.1s oe1 rrotorHasto 
a p~rt1r ae 01op~1a p1~~"'ntar1~. ~n estP esrua10 se traoa)n ~on 

aos ~onnas Y-espectttcas una 08 las cuales corresponae a DNA 
reper1t1vo tsnncta Pll y la otra {sonela 49t) a DHA de seruencta 
nn1ca, amnas en U\ porC"1on Yq. La cant1d.ael ae DNA ur.111zacta tue 
áe 3 m1crog1·amos y e1 t1empn cte rea11zac1~n tue oe 2 dtas. El DNA 
SP onruvo men1anre extr~r~1ones repPt1ctas con tenn11r1orotormo. 

- Wesr et a1. 1 l'H~7J. sexaron 1 emnr1ones, La mayorta cte 2 a 
.'.!. c~H1tas ñiect"iante 1a t~r.n1ca cte n1nr1a1zac1on in s1tu. El 
01agnost1ro requ1r10 ele 4-8 ct1as; t3-1 de expos1Ronae las 
au~orRct1ogrartas1. 

ht\ Lo~ an1m~1e~ oom~~t1ros estas t~cn1c:as se han ut11tz~cto 

apen~s rec1~ntemente. 

- Leont\H\ Pt al. t 19137 1, ut.111zaron nna sonda Y-espec1t1ca 
nov1na n"' :!SOnCojllas aprox1mactamente tv;\n vi.1e1: et ~·, 1909) 
mar•~AnA ron 01ot1na. ont11v1eron n1opF:1os ctl? 1n:Zü C"t:c>l\Has a 
parr1r nP1 trotoblaf'~o cte emDr1onPs oe 1-~ ct1~s y tas t1Jaron 
iam1n~11as para reo11zar la n1nr101~AC"'lOn in s1t11. ontuv1eron 
mo?nl.::\llf"i:" n5r~ t"PC"'nlCi'I t.tna certeza 0+? 9') 't COn-I=esp~CtO a 106 
emnr1ones i::.:exar1of' pero solo puá1ernn sexAr 1'3':'1 o.e 150 01ops1as 
t ~ I'{, l. 



Bonn1011 et aJ. t1~8Q), 1aent1t1caron y a1s1aron tres 
secuencias: repQt1f.iv-a¡; r.te nnv1no Y-espec1t1cas. ae Jas cua1es 
ootuv1eron las sond<'\s ES5, ESB y la ES6.0 ae aprox1mactamente 
2600, 600 Y zn r.op1as, respectivamente. La rea11zac1on ael 
d1aqnbst1r.o mea1ante ~sta t~cn1ca tes tomo 8 o1as (1 Ola para 
extraccion y pren1oria1zac1on, 1 ata para n1nrid1zac1on y 6 atas 
ae expos1r.1bn a ia pe11ct11~ raa1osens1n1e1. Por lo que s~ nace 
inaispensao1e ia conge1ar1on ae 1os emor1ones que se 11t111zaran 
en Ja transterenc1a. En el experimento l, ae 101 01ops1as 
emnrionar1as tngraron s~xar 91 emoriones {90~), transrir1eron 87 
ohten1encto un 1na1re QP prenPz ne! 40t y ae ~stos, 34 ae 35 tetos 
{97~) se sexaron correcti\.mente. En nn f'egunoo experimento, cte 111 
e-morlones transrer1oos post si::-xacto y oesc::ongelar.ion, r.11yo lnd1(':P. 
ae pri:-n~z rue 411·,, nacieron ~7 neco:orroF: v1vos el lOO"t, cte ios 
ctta1es t11i:- ae1 sexo a1agn0Rt1raao. 

En un estua10, K1rzenn~11m i:-t a1. (19901 inti:-ntaron sexar 
emor1ones oov1nos tanto por 1"' r:1>~1Cá oe ninr101zac::1on 1n sir.u 
como con ayuoa ae la t~cn1ca de PCR. Por mi?rHo ne n1nr1ctizacTOn 
1n s1tu 6exaron n1opsias tl0-211 ~~1u1as1 ae emnr1ones bovinos en 
Ptapa-al? n1ast.0C'1sto ! 7 ata¡::.!. Ut111z.=irnn 1"1 .snncta BC 1.2 de 
2000 copias tmarcaaa con 01ot1ni\.J. sex~ron rnrrectamente 
(corroooranrt~ ~1 nt~gn~~r:1co por an~11s1s r.1rog~n~tico1 18 ae 19 
mue~tra~. Prev1arn~nte at sexaan emnr1onar10 y, para cnnnr.er lOS 
11m1tes ae reso1nc:1tin Ch" li'!. t~cn1ca, "rt1ognost1c-aron" el sexo 
tconoc1noJ cti:- an1maJPS ant1ltos tVacas y toros) onsi:-rvanao 1os 
cromosomas sex11~1es de s11s i1ntnr1tos. ~1 A~~ ae los 11ntocitos 
de origen macno prP5ento reR~c1bn pos1t1va a la sonaa Y
i:-sper.1ru·.a al igual que el 8"t º"" ios 11nroc1to:=: rt+'> origen t1Pmora. 
concJuyeron q11~ 1:"1 l~~ rte 1os 11nroritni:: ne nr1gen macno no se 
marcaron aeb1do a tactores r1s101og1r.os cte 1a~ c~1u1as 

tconoensar.1on i:-xr?s1va ael material g~n~tlco deDiao a la etapa 
celUJar en 1e1 q11e sP l?O("uentran) o aen1ao a una OP.snaturcu1zac1t.in 
1nsut1c-1en-r.i:- OP1 OUA. LO!" 11ntoc1tos ae origen ni:-mbra que se 
m~rraron tUP ~tr1011no A 11na prec1p1rar1ón no Psp~r.tt1ca. En Jos 
est.uctios pre11m1naref" r.on Ja t~t""".11l("a ne PCR concluyeron que se 
requiere de 10 a 40 r,.1111as (50-2\10 pg de DNAJ p~ra ampllticar lA 
se("11enc1a n•:o5i:-ana. 

Po11aerasa de reacc1on en caaena (PCRJ. 

Atmq11e 1a t.o!'("n1c-a ae PCR, menrionada arr1f')a, no es 
n1or101zac1C>n sino c:Jonac1on ae1 DNA, se lOC"luyen aq\11. algunos 
traD.:\JOS que ut111zan ef:te m~tooo ya q11.;s. derivan cte tecno1091a 
ar1n. tJe nect10, cuanno las t~cn1caf: oe hlbrlct.1.zac1on se 
complemen~an con la cte PCR. la r~accion ~s mas intensa, raptda y 
F!'Sper.1t1r.a meJorancto en mncno las pos:1n1110aáes cte dtagnostlco. 

Esta tern1~a tiene romo pr1ncipa1 carac~P.rlstica el 
amp1iticar ti:-n rnrma aucomat1zactaJ 1a secu~nc1a ae DNA oesi:-aoa, 
a•1n se~uenc1as ''nicas tKogan ec a1., r1tactos por Hanayslde et 
ai., 1Q89J. Esto quiere oecirqüe. por mea.10 de reacciones 
eñz1mac1r.as ~ontrn1artas, se puecte s1ntet1zar y multlpll'-ar ml!~s 



y nasr:a m111ono:-s ae veces, una secuencia de DNA protl1Pma en unas 
("llantas horas (A1berts !! ~·, l9Sq). 

Algunos de l".:IS traOa]os cte SP.Xacto ernor1onar10 "'º los que si:o 
na ut111zaao la tecn1ca ae PCR como parte ae l~ rnetoan1ogla ae 
n1or1a1zac1on ctel DNA son: 

- Kanctys1ae et al. (1989), sexaron correctamente e1 100% ae 
emor1ones ae nüíñañO morto1og1camente normales (n 151. 
Ut111zaron una soncta repPttttva ae 3,400pb arnp11r1caaa por PCR. 
El sexo se cont1rmo mediante an~11s1s c1~ogen~t1co. La 
rea11zac1on ae 1a tecntca reqt.11r10 un t.1empo cte s nrs. 

Un grupo ae investigadores ae 1a Un1vers1aaa ae Canberra 
(Austr1a11a) encabezados por Herr, nan estado traoa]ancto 
recientemente sexancto emnr1ones cte ovinos {Herr et al, 1990a), 
oov1nos (Herr Pt" a1, 1990c) y, para compronar 1a~tf:>Ct1v1ctaa cte 
1a pruena, tamñ1~fi sexaron i.1nroc1tos ne oov1nos actultos ae 
varias razas y cruzas ( Herr et al, 19900). Para sexar los 
~mbrtones ovinos primero ios -ci1Via1eron ooten1enao ae 3-5 
·•secciones emor1onar1as" ae cacta unr.i temor1ones Pn Pt:apa o.;
morula o 01astoc1sto). De 56 secciones sexactas solamente 2, cana 
una ae a1terente emor1on, no corresponct10 al aiagnosr1co sexual 
a~ sus ugemeJ~s··. E1 sexano se llevo a cano en tan so10 J noras. 
El tragmento cie DNA c1onaao en esta pn1pna tue una rracc1or. ct.e 
124 pares ct.e nases (Pbl especlt1co ae ovino y conoc100 como 
OYll.1. El sexaao ae emnr1ones oovinog, rea11zacto en el campo, 
a10 por resui.tano el sexaao correcto cte 11 dP 12 emortones cuya 
romprooacion se n1zo a1 nar1m1Pnto ae Jos n~~errnR. 

La tecno1ogta et~ PCR tl~ne Plit.re otras C"aract-Prtstic:as, una 
sens10111ctae1 impresionante lªl graao cte poaer ut111zar un 
espermatozotae como tuent.e ael DNA pronlema). Esto es una venta] a 
y una ctesventaJa a1 mismo tiempo ya que se PUl?'den contaminar 
tac1!ment~ los reactivos tHanct1syctP et a1., 1989), En ctetin1t1va 
es tecno1og1a ae amp11s1ma ap11cac100aCtua1mente, no sci10 en it:o-1 
sexaao emor1onario. En el 1nr;1so soore t.Pcno1og1a oe1 DNA 
recomo1nante tpags 101-lllJ se aaran mas detalles sonre esta 
te-cn1ca. 
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Para terminar con 10 reterente a1 sexaao embr1onar10, y a 
manera ae co1orar10, en eJ cuaaro VII se 1nct1can algunos de los 
resu!taaos 0Dten1aos con estas t~cntcas. 

cuaaro VII. Sexado e tncttce ae pren~z suosecuenre, 
m~tOCIOS ae sexaao emor1onar10. 

H~toáo Embrión Nl,mero Er1c1enc1a Incuce 
en ae ael sexaao ae 

etapa emnr1ones (%) preñez 

En:nmas moruia a 516 64 JS 
x-11qadas o.Las toe 1 i=>t o 

8 r~1111as 21 93 7 l 

Anttgeno R " 16 1000 "5 mn 
H-Y r~1111as 

4 c~Juias a 258 87 NR 
n1astoc1sto 
moruia 8 86 Al 
NR 68 85 63 
a co!:.>1111as " 59 81 NR 

AnaJ1s1s n1astor.1sro 68 33 
cromosom1r.o ~r.10::;1nnaao 

ESM tri:-sro 8 60 60 
cong.=.i1aao 28 60 23 

Sonaas Y- primer 
ei::peC"lt1cas tr1mef;tre 

moru1a 
moru1a 
blíl.F.Ctoct~ro 

ec1os1onaao 

NR = no rPporraon. 
mo =" m11y na)o. 

77 100 

101 76 44 
150 57 NR 

7 85 NR 

en cuatro 

Espec::ie 

raton 

raton 

oov1no 

Dovtno 

oovtno 
ovino 
sutno 

novtno 

Dov1no 
bovino 

numano 

bovino 
bovino 
novtno 

ESH = f?'moriones sec::c1onaaos y tr<"\nsrer1aos en tresco o post:
cong~1 ac1bn oesc::on9e1ac1on. 

Tomacto ª"" van v11et fil: ~· l 19891. 
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CAPITULO V 

p o s B I L 

B N L A 

D A D B S F U T U R A S P A R A 

P R O P O R C O N S E X U A L 

D B s e E N D E N e I A 
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V POSIBILIDADES FUTURAS PARA INFLUIR EN LA PROPORCION SEXUAL DE 
LA DESCENDENCIA 

5.1 INTRODUCCION 

La razon cte ser ctel sexo es 1a var1ac1on gen1ca entre 1os 
inct1v1ctuos para su meJor aaaptac1on al mectlo y para la evo1uc:1on 
y c:onservac1on cte las esper.1e5. Para e110. es necesario que los 
anuuHes tanto tte uno coJll<") cte otro sexo proctuzcan gametos 
te-rtlles. Los metoctos expuestos en cap1t\l!OS anteriores proponen 
la man1pu1ac1on cte 1a proporc1on se~rna1 al nac1m1ento {psnJ en 
terma nasta cierto punto aJena a ta t1s101og1a reproctttct1va y, 
m~s concretamente, qametogen1ca, de 1os progenitores. Toctos 
estos metoctos tienen en comtm que para nacer variar 1a psn 1 en 
caso ae ser etecttvos J siempre se reqt1er1rll cte ctar un 

tratamiento parr.1cu1ar1zacto'' ya sea a las nemoras, gametos o a 
emnr1ones. 01cho cte otra manera, caaa trati'tm1enro solo serv1ra 
para una copu1a, un eyaculae1o o para los emor1one~ que se r,engan 
en e! momento. LoFi.s n1potes1s que a r.ont1nu<'tclón se proponen, 
prerencten hacer vi'trl<\r 1a psn ª"" nntl. maner"' mas roc11ra1 j' 
permanente int1uyendo pr1nc1pa1mente sonre ta qamerogener.1s Pfl Pl 
macho por ser el sexo neterogamet1co ten mam1.teros1; Cle r.a1 
manera q\\e a1g\\nos ne 10~ Rt:-menta1i:-s ut111zae1os pdra Ja 
repromt("'~lón prod11zc:i\n sPmPn enr1quec1cto parcHll 0 tota.1mt>nt.i:a en 
uno cte 1os gamet'os lX o YJ. As1, 1a psn ne 1a 01'.'sr.enr.enr1a !1P 
estns animales se verla arA~t1camente man1pu1aaa. 

Los mecnos que se proponen ffi(l.01Ptt1ar para crPar semenratPs 
con estas r.ararrer1st1cas son: 1a se1er:c1on; ct1f'r11pcHm ClP 

puentes c1top1asm~t1cos; tenomeno oe segregac1()n 01srors1onaoa: 
la revers1on sex\\al; y la creac1on ae animales tranRgt1:n1~os. A 
ct.ec1r veraaa, Ja mayor1a ne ~Rt""R n1pntPs1s no pAsan ctf• ser iaeas 
tutur1st.as mas que hlp()te!'n~ torma!PR ya q11P, ;; ia r.:or.na na.y 
carencia t.ecno1og1ca y10 ne conoc1m1ent.os o~s1cos para poaer 
tormu1ar un protocolo cte invest1g"c1on prop1ament.e n1cno. 



5.2 SELBCCION DE SEMENTALES PARA LA PSN 

En su rev1s1on, Honent:ioken t 1981), cita numerosos est.uct1os 
en ct1terentes especies aom~st1cas 1nov1nos, ovinos, caninos 
st11nos y aves) y en an1ma1es ae 1aoorator10, que suqleren 
tuertemente la ex1stenc1a de dlterentes pan entre especies, 
razas, 11neas, cepas o 1na1v1auos. Por eJemplo, Powe11 et al. 
t 1975), estmtlanao li\ pan de la aescendencla cte toros H0Is~1n 
cuyo Si?men tue ut.111zaao en insem1nac1on art1t1c1a1, encontraron 
var1ac1ones en la pan cte 0.39 a 0.64 entre la aescenaenc1a ne los 
dlterentes sementales. 

Una ae las pos1n1es razones por tas que se cta la a1terente 
psn entre la aescenaenclA ne a1versos macnos es q11e estos 
proctuzcan gametos X o gametos Y en m~yor proporr.1on. En el 
numano, Qu1n11van et al. ( 1982), onsr:orvaron que el rango en la 
prop0Tc1ón cte esperñi ..... roz.01ctes Y t ter11dos con q'1lnat":r1naJ en 28 
varones tue de 34 a 57't. En los varones cte 10 pareJas qui:.- tentan 
3 o mas n1nas y nlngtin n1Jo al momento del estt1d10, DmowsKl et 
al. (1979), enC"ontraron que el porcento'\Je cte espermatozoides Y 
ero cte 43+- i;:...,, siendo est.aa1~r.1camente C11terente a :11ve1 de 
P<0.02 con respl'.'cto a los valores orit.entctos <"':on esperma ne 
1na1v1nuos normates. En 1a mosca ne la rr11ra lDrosopn11aJ y en 
ratones, se na oriservaoo un tPnOmeno conoc1ao -como- segregac10n 
ct1.stors1oni1Cta PO ta cu~1 101" macnos puec:t1=.>n prod11c1r nn mayor 
porrentaJP oe !ltguno ae 1n$ gamPtos tver dtstors1on cte 1a 
proporc1on ne tr~n5m1~1~n, pag 11¡. Un tenomeno s1m11Ar poorta 
estar~e man1tP!'<ranao Pn estos vRrones. 

HonennoKen \19811, sena1a que: En caso ae ser c1erta la 
var1ac1t"ln gen~t1ca para la proporc1on sexual cte 1a aescenaenc1a, 
y Sl 1mñ parte ae este\ vaI"1ar1on es act1t1va, ser~ tact101e la 
se1e~c1on ct1recc1ona1 para alterar lA psn en una poo1ac1on. Sl 
los genes qu"°' int111yen sonre la psn tienen etect.os p1e1ot.rop1cos 
5oore otros r.aracteres lº s1 esos 1oc1 estan 11gaoos a genes que 
ar~ctan ~trns caracteresJ, entonces ocas1ona1mente aenerla naber 
rPf'p11t?~t.:ii rorro::-J ~r1nnaoA Pn 1a. psn a1 se1ec~1onar para otra 
r.etrar.t€'I"\f't ica · · . 
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5.3 DISRUPCION DE LOS PUENTES 
ESPERHATOGENESIS 

CITOPLASHATICOS EN LA 

A 10 largo cte 1a espermatoc1tog~nes1s y esperm1og~nes1s, 1os 
gamet:os en torm.:1:c1on esttm un1nos por puentes interceuuari:-s o 
c1toplasm1c-os quP se ctPrtvan ne una C"lT.oqu1nes1s inromplet.a. 
Est.os puentes com1m1can n1re~ramente a lé\S r=e-1u1as <"on ~~1111;:¡s 

aayacentes de ta1 manera que torman un~ especie oe s1nc1~10 

tt1gura 121. 

Los excelentes estua1os ne Weoer y Russe11 t 1987) y de 
Russell et al. 11987) sobre los evi:.i-ntos c1 T.01og1cos re1ac1onanos 
con !a tO'rmTc1on ne 1os pnenres ("ltopuu;mar1cos, permiten ver 10 
compleJO ae estas estructt1r~s. Los puentes c1top1~smat1cos no 
son estructttras estaticas como poar1a pensarse. Las 01mens1ones 
(li'\rgo y ct1ametro1 vartan constanti:omenti:or espec1a1rn1>nte cturante 
1a esperm1og~nes1s. Algunos puentes se torman aesde el 1n1c10 y 
persisten cturante tocta 1a espermatog~nes1s, mientras q11e otros se 
Cles1nt1?gran e, inc1us1ve, a1gunoi; mas se tormñn curante> la 
m1tos1s o la me1os1s. 
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F1~1ra 12. Comun1~~c1on entre tas ~-1111a~ poi· men1n n~ puentes 

c1rop1asma~1ros a Le t~rgn ne 1a PSpPrmaro~~nes1s. 
Tomado ae Aloerrs ~- ~.!.· 119891. 



Estructura ae los puentes c1top1nsmat1cos 
como parte importante ae la tormac1on y aes1nt~grac1on de los 

pull!'ntes C"ltoplf\mt:l.ttcos, 1nrArv1ene una 1;1struct:.11ra de origen 
ret1cu1oendote11a1 " la q11e WF:.>nPr y Russe11 {1987) llamaron 
co•pleJos puente-a1v1sor1os .:-.11 tunt:"tOn parece ser la de 
i::oi=:tarn11zar 1ns p11Pnres r1top1a:-:m~r1rns ti;>mpora1mentP ev1r.anao su 
a1r11pc1on antP~ ae qu¡;i se rorm*C'n plll?ntes nuevos. De esta manera 
se manr1e-ne 1a comuntrat:"tón enrri? lAS <"!Onrts r:111rante torto el 
proC'."~so. 

Cterr.ns t1poF rie <'\r.t1na y tnou11na son stntettzaaas 
esper.lt1ram1;1nte nl1r"nt~ Li't esp¡;irmrttng~t1P~1s, 1na1canao una 
r•rnc1on ~spec1a1 01!'1 rito¡:;..sq11e1Pto en r.~1111i'\S postme10t1r.as 
IH€cnt., l98RJ. Los ri1aml'?ntos n"' acttna 1nterv1enen en !a 
tormac1on c1f?1 Fnirrn º"'-' st:.'qmentaC'inn. Mientras que en c~lulas 

somat1cas provoC'an ia contrar.c1on cte este s11rr.o a tal graao que 
permite !a separación comp1€ta y permanente ª"'-' las C'~lu!as n13as. 
En la gnmerog~nPf>lF SllC€C1e 11n PVE>ntn esp.:-r.1a1 qui:o ctet.1ene la 
estrangu1ar.i~n neL surco en 11n mom~nrn aaao, pPrm1t1enno ast 1a 
p€rs1stenc1rt oe r.nm1m1r-'l"'lOn entrP U\~ rei1111.;.F. P.;1rec:e si:!r que 
unas protetnas 11gacsura-cruzada r.on a.ct-lna o:>st<\011 tzan los 
t11am~ntos OP P~~a prot~tna PVJtann0 s11 OP~11~amiPnto entre ellos 
y la separAc1on ne li'IF ~~lu!aR {R11sse11 et~!·• 1GA7J. 

Func1on ae los puentes c1top1asaat1cos 
Durante !a me10~1s los r.romosornas nomOLogos son segregados. 

De la m1~m~ manPr~. Jns A1PlnR nomOlngos pAr~ 11n mi~mo caracter 
estarlan n1str1nular1s <'! azi\r entre 1as dltPrentes esperm.!l:tldas 
rPsu1canao r@1t11~s n~p101ae~ gen~t1r.amente a1st1ntas. Aunque no 
se sane 1a tuncion o t11nc1ones exarta~ oe los puentes 
c1top1asmi"lt1cos se piensa que U\ aitus1on de C'lertas s110stan<'!tas 
tv.gr. protelnas, RNAm, etcJ a trav~s oe !os mismos sea de suma 
importanc:trt para la espermar.og!!'nes1s a1 asegurar ctesarro110 
s1nrron1r.o ct.I'? las r.lonas· y equ1valenc1a gam~t1ca entre las 
espermar1n;;.~ tAlrif:'rts ~!. ~·, lq87; Braun ~.!: ~· 19tl91. 

Con noJern ae ctet~rm1nar la ex1stenl"'ta o no ae a1tus1on oe 
proauct:os ce1111are.; a t.rav~s cte 105 puenres c1top1asmat:1cos, 
fira11n et ai. (1Q89J, rrearon r~tones transg~nt<'!O~ nem1c1gotas 1e1 
UNA 1ntrnCi.li('1ao i::>s,...ti. pr,::>senti;> en uno ae tos r.romosomas nomologos 
C.€ un par r.muqu1era, por io tant.o, aespu~s ae 1a me1os1s, solo 
La m1t~n oe ias esperm~r1aes portan e! transgenet. El transgene 
11t111zaao t11e e1 mPl-n<.•H que corresponde a un h10r1Cto de 1a 
protamina l m11r1na \ !=;l\ ~xpr,.::is1on solo se eta nurante la tase 
p~~m~1nr1I"'~; HP~nt ~1. KA y qo) y Pl gf:'ne a~ 1~ normona ae1 
,~rpr.i.m1~nto n11m~n"'. li>limnstraron qq,=. 1'?1 pronn~t.o át:' est'"? 
~rRn~g~11~ ~~tana oistr1ri111dn por ig11~1 "'n roaas las espermat1oas 
a p~s~r OP SPr g~n@t1cam~nte dtsttntas. 
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Hipotests. El cromosoma X porta genes nouseKePp1ng" 1 sin 
traaucc1on 11teral) esenr1a1es para 1a supPrv1ven~1A a~ toaa 
celltla por coa1t1c;,,r para sunstanc1as que 1ntPrV1Pnen en e1 
metaboltsmo 1ntermec11ar10. Atmque se c11c.e quP. P t cromosoma X 
esta 1nact1vo aurante la espermatog~nPs1s, i:os mHy pos1n1-=- que 
a1gunos de suA genes tentre e11os los not1seKeep1ng1 eRcApPn a 1a 
10a\.t1vac1on (JanJonKa y Lamn, 191:\A), De no ser p0r Joi:; pl1entes 
c1top1asmAt1cos la expres1on g~ntca postme1~r1r.a nar1a nP ias 
espermat1aes c~1u1as t1s101og1\.amenre ct1st1ntas. Al 1nterrump1r 
ta r::omun1cac1on entre las espermat1ctai::., aqUO?ll('l;S ~on cromosoma 
sexual Y, el ct1a1 carece cte genes nouseKeep1ng, tenctrlan ponre o 
nu ta superv1venc1a. De esta manera ia au;rupr.1on de 1os puentes 
1ntercelltlares portrta tavorecer 1a proa11C"c:-1on de esperma 
enr1quec100 en espermatoznt<l"-"5 X \Albert~ <=>t (\1., 1Y81 l, o , 10 
que es lo mismo, sementales r11ya c:tesct?nctenr.la se(\ exc1us1vflmente 
Oel sexo temen1no. 

La c11srupc1on cte los puent.es \.ltopLasmat1cos puecte 
intentarse mediante proceo1m1entos gen~t1ros tmutactones) o 
mea1ante tratam1entns qulmtcos a1t~mPT1tP PSpectt1co~ que 
provoquen 1a aes1nti;ograc1on cte Los <;omple)o::- p11.,,.nt1?--ct1v1sor1os 
y/o la ctlstunc1on ae Las prote1nas qne tlJ<"ln los t11amentos al?' 
~ct1na. Lle est".a manera, se completarla 1a r.1toqu1nPñl!" Ql\Pctanao 
Jas c•1u1as 1n~omun1caaas entre s1. 

La comple)a ef'trur.tura y f:!'l a1nr\m1smo OP .lOfi pnenrPs 
c1top1asmat1cos, como muestran loB estuo1os oe Weoi:-r y Russell 
\19811 y Rus~Pll et al. tl987), nar.en a1t1c11 creer que 1a 
a1srttpcitm ae PSti\S COmUn1rac1onPs 01\rBnte la e.-::permatog~nest~ no 
atecten a1recta e 1no1rertamente varios aspecto~ t1s101og1cos cte 
las c~lulas germinales hac1~nao un cans oe la misma. 

S.4 DISTORSION BN LA PROPORCION DE TRANSHISION (TRD) 

Cerca ae1 50'-t cti:- LA nescenaenc1a ae ma~nos nPteroc.1gotos 
para un a1e10 reces1vo cua1qu1era, aeber1an m.:=i:n1 tP.!=;T"ar ese 
caracter al aparearse estos con nemnras nomor1gota~ pArA Pl mismo 
caract.er, tP.nomeno qlle no se prer-;er.ra ~n 1nn1 v1n11os ron 
a1.c;tors16n C1Pt porc>?ntaJe 11e rr~ni;.m1~H>1~ cTRD. p.-ff f;'1c: ·•qg¡~~ ,:.p 
:ngl~S) tawo1~n ron~or1aa rnmn ~PgrPgRr1~n n1~rn1·~1n11AnA. S~r~ 

tenomeno na s1ao encontraan en ~1 raren y "'º ü1·n~npn11~ 
melenogaster. TRD p¿.\rece ~er que Fi.n10 se mAn1tte~r.a Pñ-- marnO.; 
neteroc1got~s y nunca en nemnras \Hon~nooKen. 1981). 

En o?l cromosomi\ 11 rte ratones ~e enr1u:,,nrrei 1mr\ reg1on 
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11amaaa ~ompleJo t.'•, ta cua1 in~111ye una varv~aaa cte 1oc1 
cuyos genes arec:tan P1 1argo dP la co1a, 1a superv1venc1a 
emor1onar1a, lñ espermatog~nes1s y la t1R101og1a PSperm~tlcA, la 
trecuenc1a oe reromo1nac1ón y la digemtnación cte nap1ot1pos t 
part1cu1ares. En el compl!';'JO t' • existen tres tipos de alelos~ 
T, +y t, y de cana lino ae ellos existen a1terentes naplotlpos. 
Las ~omo1nac1011es pos1n1es entrP los a1e1os y ~egun ei nap1ot1po 
oe caaa ~1e10, provoran var1a~1ones grad\1a1es en el tenotipo 
como: l J lO!" genotipos netproC'1gotos ·re y T+ provocan 
acortamiento y taita cte la cola, respect1vamPnte; 2) 1os macnos 
neteroc1gotas para 2 n1terentes nap1ot1pos letales 
comp1ementar1os u homoclgor.as para un nap1ot1po sem11etal, son 
est~rlli:JS; 211 tos m.;cnos net~ror.1gotaf' para los go:.noripoR T/t o 
+/t heredan ~l nap1ot1po t a mas ael SO"t ne s11 oe~C'enoen~ia {TRD; 
Hancte1, 198?). 

Hay ct1 terentes grC'\Oos d.P TRD 10 c11a 1 parece rteoerse por una 
parte a la acc1on o.e J genes dlstors1onaaores {Tcd-1, 2 y 3) que 
1ntlt1Yi:JO en a1st1ntos gractns y e-n torma aa1tiva soore un gen cte 
respuesta Ter provo~anar una m.;ynr transm1sion ctel alelo t en 
los genot1pns T1r y +/t \t,yon, rita.no por Hanne1 lQR4J. Por n~ro 
laao, la TRD en r~tnnes parere rtPno:.rse r.;mn1~n a una mayor 
capac1aaa tert111zaaora ne io~ espermatozoides ron alelo t en 
comparac1cn con a.-¡:tP!lns porr.;aore.s dP 1n.s <'11"'1"'~ To+ 1.H.;nctel, 
1987). En esta esperte tos gpnes ~a11santes Clf:'l TRD no estan 
11gaaos al sexo por 10 que no eJer('en una 1ntluenc1a marcaaa 
soore la psn. 

En f:!:l2.!':.QE.D!..l~ me1anoga.st€"r:: tf\mDl~n Psta presente un locus 
d1stors1onaaor rsrtJ y un 1ocus rte rlo":'.spue.sta tRspJ. En la mosca 
ae 1a tr11t.a, 1or11s ct1tere-ntes C1P ~a y Rsp, y que tamo1~n tienen 
que ver con TRD, estan ligados al sexo y podemos encontrar 
pon1ac1ones qlte proOUC'en r'IPt::rennPnr.1a nP a1g11no de los sexos en 
rorma preacm1nante (Honenno~Pn, 1Q81J. Mett1ante una 
t.rans1or.ac1ón cte! iocu~ 8a ~1 rrnmnsoma Y PO Qrni=;opn11a, Lytr.1e, 
\C'ltaao por HonennoKen, 1981) r.onrroto exitosamente poo1ac1ones 
experimenta Les ae brosopn11a. Estos macnos proctu)eron 
descendencia masc\tlina exc1us1vamentP, provocanoo una aesvtac1on 
raaica1 oe la psn a tal grado quP la poo1ac1on se i:Jxt1nqu10 en 7 
generaciones. 

H1potes1s. En C"ae-o ne t?Xl!Hlr an1ma1es aoml!'st1coe- con 1ocus q11e 
provoquen Pl tenñmeno TRD o que sean 11gados a1 Si:JXO, ser1A 
t~ct101e controlar la psn en torma permanente por mertlo de la 
~PJPrr1~n ne P~~n~ ~n1m~1es. s1 estos 1o~us no ttteran 11gaaos al 
sexo romo ~1 r~~~ ne1 raton, serta ne~esar10 provocar una 
translocación al cromosoma Y art1t1c1a1mente. A\\n st no existe 
un tenomeno an~1oqo en 10E> an1ma1es aom~st.tcos, otra pos1n1l1dad 
es 1a transterenc.1a rti::o ~Rtos genes ae1 raton a algl\n animal ne 
1nter~~ =nnr~cn1co. J,a tra~~loca~ion o la transterencta cte genes 
.;on an1ma~i:- . .:; ~oti tl::'C"IH<"as m11y rer1Pntes P inet1r::ientes tpags. 85-
87 J, p~rrH·111~rmenre ron lns genes TRD q11e, ~omo ya vimos, t1Pnen 
varios erectns inaeseao1es. Por tanto, 1a creac1on ae semenca1es 
~on TRD 1igaáa al ~exo. en caso ae ser tact101e. requiere de 
tm1r.na invest1gac1on. 
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5.5 RBVBRSION SBXUAL 

ESTA 
SALIR 

TESIS 
DE LA 

ND DEBE 
BIBLIOTEGA 

La revers1on sexual en mam1 teros, t.amo1~n ! !amada 1nvers1on 
sexual o 1ntersexua11ctact, es el tenómeno en el cu.:ii1 un inct1v1ouo 
con cromosomas sexuales para un sexo se ctesarro11a en mayor o 
menor grado como ctel sexo opuesto, s1encto muy tre~uentes los 
1ndlVlduos que present.an caracter1s1r.1cas de amoos sexos. Por 
eJemplo, un emnr1on ae mamltero con cromosomas sexua1es XY que se 
desarrolle como nemnra y con ovotes1ts como gónadas. 

Del parrato anterior se desprenden dos terminas. La 
cteterm1nac1on sexual, que corresponde al sexo cromosom1co y, la 
dtterenc1ac1on sexual, que corresponae al sexo renottp1co. La 
ct1terenc1ac1on sexual se puede ct1v1ct1r a su vez en <llterenc1ac1on 
sexual pr1mar1a o gonactnl y cllterenC'1ac1bn Sl'?XllCH sec:unaar1a o 
corporal. Ademas, se puecte nab1ar tamo1~n ae un sexo normonal y 
a.e un sexo pstqutco (McI,m•KY y Natt.oltn, ¡q¡:q; Ott1nger , ¡qgq¡. 

Atmque en los mam1teros la reversion sexua1 es un evento 
pato!Og1co, E"n especies menos evo1ucionactas, como rept11es y 
pE"ces, es un evento mAs bien .-.ctaptat1vo. se sat>e qui;- en especieE< 
interiores 1a revers1on sext1a1 puecte ser completa y relativamente 
senc111a ae proctuc1rse natt1ra1 o art1t1c1aJmPnt:.e por int1t1enc1a 
ae tactores ambientales rts1cos ltempPratt1ra) qt1lm1cos 
(normanas). En aJquni'IR Psper.tes ctP J.=i.gartlJRS 'l tort:.ugi'li:-, la 
a1terenc1ac1on :c:.exual ctepencte de u1. temperaturñ a lr\ qu~ sean 
1ncu.bactos los nuevos (BUll et al., 1q&8; MerrnanT-Larios et al., 
1989; Hercnant-Lar1os y v1TlaTPrtncto, 1990). ~e puede 1.Tirerir, 
entonces que, en estas espe~1es, loR genes ne 1a a1terenr1~cion 

sexual i:?stan presenr.es por igll<'l.J en tonos ins emor1oneR 
ct1str1nu1ctos en un par o mas de sus cromosomas nomólogos, 
Exceptuanao los mamtteros placentaaos, en los sistemas de 
aeto:-rm1nac1on sexual XYJXX la 01terenc1aci,~n tF:>st1cu1ar esto!\ dada 
por los anarogenos y, en e1 sistPma ZZ/ZW, la n1tPrenrt<'lr1on 
ovArica es indt1c1n,.. por tos esrroge11os. En est~s esper1es. la. 
revers1on sex11a1 t inr 111s1ve completa J p11ene E;er ino.nriaa ~on 

estas normonas 1Woltt, 19S8J y, s11 p11eae decir qni::i 1a. 
cteterm1nac1on sexual es mas 01Pn ñmn1ental qu~ cromosom1ca 
t gent-t1ca J. 

En 10$ mamtteros p1acen~ados 1ns estero1aes SPXlt~tes 

carecen oe etecto en 1a gonactog~nesis pr1mar1a tWoltt, 1988). La 
1nt1uenc1a oe las normanas sext1a1es esrero1ctes en la 
ct1terenc1ac1on sext1a1 parecP ser menor entrP m~s evo111~1nn<'l.d<'l. sPa 
la especie, sea1enao tmportanc1a ~ r~ctnres ae ttpn ge11~t1~0 es 
ctec1r, a la pre~enc1a cte gen@~ inesconnrictos pnr ~nnr~I 

a1terentes ae 1os q11e coa1t1can para 1as enz1mr1s que intervienen 
en Ja s1ntes1s ae anarogenos o estrogenos y qi1e Al PXprPsArse 
nct1ven !A a1t~renc1acion sex11a1. 
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Estuc:t1os ae 1nct1v1ctuos con reversion sexua;1 en humanos (Page 
!_!: a1., 1987; scnerer et al., 1989) y en rntones (Cattanacn, 
1987; Etcner, 1988), señalan el tntercamoio l trans1ocac1onJ de 
ciertas porciones c:tel cromosoma Y al X ten macnos XX) o la 
pérd1aa de ~sas porr,1ones (en nemoras XY) co1nc101endo con la 
h1POtes1s de que, en mam1teros, es el cromosoma Y el que lleva la 
1ntormac1on para 1.;:i n1terenc1ac1on sexual del macno. 

Se pueae ctec-tr que ex1sti:-n 2 tipos ae revers1on sexual: 

Aque11a que no aepenae ae ñnorma11aactes gen~t1cas y que 
puede ser compiet.;:i, t~c11 ('IP ser inauctda natural o 
art1t1c1a1mente, 1os 1na1vH1110R resuttantes puden ser tP.rt.11es, 
es importante ~omo m~can1smo ne anap~ar1nn, y so10 se conoce en 
esper.1es 1nrer1ores. 

Otra en la r:ua1 se presentf\ r-.rans1ocac1on o percuaa oe 
ciertos genes, s1PmprP incompleta, los 1na1v1auos que resultan oe 
ella son 1nt~rt11es o est~r11es, y, aparentemente, es la ~n1ca 
que se da en mam1reros {R~lvn rar1s1m~~ PXrepC'1ones, ver aOñJOJ. 

Para etertos de este traDaJo l!Rmarernns ~ la primera 
revers1on sexual tt1nc1ona1 o t1s101091ca y a la segunaa 
revers1on sext1a1 g~n~t1ca o paro1og1~a. 

f'art ii::-nao ae 1os conceptos i\nter1ores, se intuye qui::- ta 
revers1on sexual tnctuctrt~ art1t1~1a1mente Pn ~n1males ae inter~s 

zoot@cn1co puene 1ntent~rse por nns mea1os: 1) I~ ur111zac1on cte 
sunstanc1as quo:> activen l<" ct1terenc1ac1ón sexual (revers1on 
sexual 1nauc1cta nnmorrumenteJ; y 2J la r.nmsterenr.ta cte los 
genes cteterm1n;mtPR ae1 SF!'XO ar:> 1tnn a otrn r:romosoma y su 
de1ec1on \ r~:vi:·rR10n SPX11a1 1nm1r1cta gen~t1camente 1. 

!-'ara 1nro:-11rar unA reversión sexual cte cualqtni:>r tipo en 
an1ma1es ~uper1ores, ~s necesario antPS resolver int~rrogantes ae 
tipo gen~t1co e 1ntPrrogñntes ae t1po r1s101~g1co, como: ?cuAl es 
o, mas prooar..iemente, ruF1les :::nn ins g""nPs <1Pterm1nantes oe1 
sexo, nonctr:> est~n 1oc~11zaao$ aentro del genoma y cuAl es la 
re1ac1on Pnrre ellos?; "i'PXlSt".' tm gen 1'1.nlr.o que active tocto el 
pror.Pso?; :'fon qn~ mnmentn nenrro dA-1 ae~arrol Lo emor1nnar10, 
comienza Ja t:"Xpres1ón <1P ese (PROSJ g~ne \SI y, por t.anto, la 
.-nrerenc1~rtñn sexual?; ?.';ua1 es o C"Uales son los prooucr.os cte 
P.~P tesns) gPne (S) y a que n1v¡;r.1 act.t'a tnJ?; ?existe, en los 
mamlteros una etapa en 1a que. a11nque yi\ se na11a 1n1c1aoo la 
r11rer·enc1a~1ón i:::exuAL, esta puena revertirse rompteramente sin 
consP~uenr1as pato1og1cas? 

La revi?rs i"n sexu.11 1nonc1cta gen~t1camente y las 
interrogantes mas 1nt1ma~~nte re1ac1onaoa~ con esta se trataran 
nenrrn ctel 1nc1so ae an1ma1i:>:::: tran.::g~n1f~0s. A cont.1nuac1on se 
~Xpt1nf'r1 1~s n1pote.s1s sorit·f' romo 1nriuc1r ta r~v~rs1on sexual por 
rr-.;.:11<' . .::. ,1·1mor~1i:-~. 



Revers1on sexual inducida nuaora!•ente 

Hlpot~sts. En 1974, seatty propone Ja revers1on sexuat de 
embriones XX para crear macnos•• en c11ya espermato9~nes1s soJo 
sean proauctdos espermatozo1aes X, as1 la aescenaencta ae estos 
macnos serta siempre ae1 sexo tementno. La reverston sexua1 que 
Beatty propone es aet tlPO r1s101091co y para lograrlo se 
requiere ae una sunstanr.1a que provoque el in1c10 ae ta 
a1terenc1ac1on sexual mascu11na. como se sena10 anteriormente, 
parece que (sa1vo rar1s1mas exr.epciones; Love11-saage y 
Ronertson, y Fri?aga et a1., cltaaos por Burgoyne, 1988J este tipo 
ae reverston sexual ñO se aa en terma natural en especies 
superiores y, por et momento, es lmpostDle de lograrse a n1ve1 
art1t1c1a1. 

Et conocimtento exar.to de tos eventos morto1oq1cos y 
n1oqu1m1cos que se presentan aurante la a1terenc1ac1on sexual son 
b~slcos para la nnsqueaa de aque11a(sJ substancta(s} qne 
active(nJ este proceso; substancia (SJ cuya uc111zac1on en etapas 
tempranas de ia d1t~renc1ación sexua1 poar1a (nJ servir para 
1nauc1r 1a reverston sext1a1 comp1eta en mamlteros. 

oiterenciac1on sexual 
El nogma~a1 cte1 ctesarro110 sexua1 es aqu~1 tormuJado 

por Jost (Cttaao por w11son, 19~9), en nase a sus estua1os en 
mamtteros y d1ce: La d1terenc1ac1on sexua1 es un proceEu' 
sect1enc1a1, oraenano y re!attvamente dlrecco. El sexo 
cromosomtco (o 9enet1coJ, estanteciao a1 momento ne ta 
concepcion, a1r1ge e1 nesarro110 ya sea ae los ovarios o ae Jos 
testlcutos. SI se aesarro11an JoR test1cu1os, sus secreciones 
normonates provoran Pl aesarro110 ae carar.ter1st1cas sext1a1es 
secl1naarias masct1J1n~s, conoc1aas en conJtlnto ~orno genotipo 
mascu1 ino. S1 1m ovar to f:.e ct1?sarro11a, n si ninguna qonaaa .=>sta 
presente, eJ nesarro110 anatomtco es ael tipo tefüen1no• •. 

Las ar1rmac1ones ae Jost, estan1e~en tina ae las pr1nc1pa1es 
caractertsticas ae la aiterenciar.1on sexual en mamlteros. Es~o es 
que et sexo temenino es const1t11t1vo y et mascu11no es ino11ct1vo. 
Es aecir, con ta serrer.ton normon~1 ae ta qonada remen1na o artn 
sin gnnaaa a1gt1na, e1 2nn1v1n110 se nesarro11a como nemDra. Por 
et contrario, soto en el caso oe ser.recton normona1 ae 1a qonaaa 
mascu11na et ina1via110 se aesarrotla como macno at inn1nir, 
estas secreciones. et a~sarro1Jo ae órganos temen1nos. 
curiosamente, en avE>~ y rept11es, ent:rP otros. ~l s.:ixo inrtur.tivo 
pareir.e ser el teme.ninn. Es por esto q11P trar11c1ona1mente se na 
tomaao a Ja a1rerenc1acion 9onaaa1 como et pr1mPr 1nrt1c-1n ne 11a 
clave para entenner} ia a1r~renr.1ac1on sex11a1. 

D1terenc1ac-ion qonaaa1. B1oqu1m1r..:\m""ntP n~n1anr10, ""I pr1m""r 
inail'."10 ae1 q11e se tiene ronoC"i1T11'?nto e:nnre l~ a1r1?renr.1ar.ion 
gonaaat '?S 1a proaucc:1on ae normana antim1111er1an~ por tas 
cétt11as ae Serto11. Pnco ae.e:pui!>s, tas r.~1111.::i~ ae Le~·a1q t."'omienzan 
a proauclr 1a testosterona t V191er et a1., 1987; Wi1son, 198Q; 
Wllson ~ .!.:!·, 1981). Stenao tas cDuTas de Serto11 r.~1u1as 
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~1p1cas de la gonacta mascu11na, e1 1n1c10 de la dlterenciacion 
sex11a1 deoe ser tmscacto en eventos morto1ogicos y 01oqt11m1cos 
anteriores a la proctucc1on de la normona ant.1mt111er1ana. 

En estudios c1togenet1cos ae test1culos de ratones 
qu1m~r1cos XY/XX, Burgoyne et al. t 1988J, comprooaron q\le 1as 
ce1u1as de s~rto11 son exc1US1V'ament~ XY a a1terPnc1a ae las 
c~1u1as cte Leya1g, c~Huas per1 tuhuiares y cenuas ae1 teJ 1ao 
conectivo, algunas ae las cuales presentan cromosomas sexua1es 
XX. Esto sugiere que aaemas ae ser t1p1camente maEtcu11nas• •, 
las ce1u1as ae serto1i son las primeras o ae las primeras en 
dlterenclarse y en expresar los genes que activan la 
a1terenc1acH>n sexua 1 \ Burgoyne, 19 88) . 

Los estua1os nistolog1cos ae Taketo et al. (1984, 1985), 
ponen en serla auaa las at1rmac1ones anter1oref'-:- Ai transp1antar 
pr1mora1os ov~r1cos teta1es tgonacta 1na1terenC"iacta) ne raton a 
ratones macnos adultos, el m1croamo1ente mascu11no provoco 
revers1on sexual ae la gonarta (f'.'n algtmos casos completa). El 
estua1o n1sto1og1co cte los ovotest1s mostraron 3 zonas t1p1cas cte 
c11terenc1ac1on: una zona 01terenC"1aaa pr1nC"1pa1emntP c"'Oíl\O t.eJtdo 
ovar1co, otra como te)to.o t.es1:.tc·u1ar y or.ra ne tranJ;1c1on enr.re 
las 2 anteriores. Las ce1u1as pregranu1osas oe la partP ov"-r1ca 
y las de Serrol1 ae la test1ct.11ar parecen ~star un1aas por 
ce1u1as 1ntermert1as que a su vez se or1g1naron cte las pruneras 
(las pregranu1osas). De ser asl, las cte serto11 tamo1~n se a1Jr1an 
or1g1nacto de 1as r.~1u1as pregranulosas y, por tanto, ctenen 
mostrar cromosomas sexucHo?S XX a1 an"-11515 c"'ltogen~tlC'O, 

A1\n maR. 1mportanti::o, y q,1e de Jan en seguncto plano 1as auctas 
sobre s1 1as C'~lttlas cte Serto11 son las primeras en a1terenc1arse 
y las ctuctas sobre su r.nnst1tuc1(1n r.romosóm1ca sexllal, f'.'S el 
na11azgo ae que las i:ospermatogon1.:t.s n1mc;; son XX. En los 
estuOlOE" ae TaKeto et a1. t 1984 l, la.e; ovogon1as preisentf'.'S en la 
porc1on ov"'-rtca de !OsOvot.:-s.t1s, aegeneranan na('. la la zona de 
trans1cion y el te)1cto tPst1cu1ar carecía cte e!"permat.ogon1as. En 
numanos varones XX., tenC1t.lpH'ament.e normi'\le.~. puer.en presentar 
t.est.1cu1os con cl!'lulas ae sertol 1 y cPlllias a.e Leycllg pero sin 
espermatogon1a alguna tPatrner et at., 1qe,9). 

Estos na i Li'\Z90!" ponPn i:on JaqU~ la nipotesu;; cti? Beatt.y ya que 
e1 tln 111c1mo a.e 1a a1terenr.1ac1on gonaoa1 es la proaucc1on de 
gametos viao1es necesarios para l.:t. reproaucc1on. Aaemas, 1na1can 
que la a1terenC"1ac1bn gona11a1 debe !"F!'r entendida romo 
a1terenr.1ac1on gonaaa1 ae Células somAtlcas tc~1111as de sert.011, 
c~1111as ae Lo:-yrt1g y c~1u1as ae1 p"t.r~nqulma gonaaai 1 y 
ctiterenc1ar.1on gonartal ae cl!!'Lt11as germ1na1es tBurgoyne, 1988), 
Eventos que, aunq\1e tnt1mamente re1ac1onactns, tal vez. sean 
1nctepena1entes en ciertas etapas Clel aesarro110, por e)emplo; 

Supongamos que las C'fol\llas get"mlnales pr1morct1C'.l~S nayan 
1n1r.1aao su a1ti:-renc1ar.1on seXUi'\1 ct11rante la m1grar.1on a la 
cri?sta gl?'nttal lct1rer-7>nr"li"l.C"lón ñ t:31 qrarto m1n1ma que res111re 
1mpns1n1e rn~ las t~cntcas aC"tt1a1es aetertar tales ramn1csi. Al 
i1egar a li"I. r.resra qen1ta1 estas c~llllas C'Ont1nuar1an ron Sil 
rt1terenc1ac1on y, a su ve~. promoverlan la a1rerenciac1on 
gonana1 somat.t<"a. En c1erto ptmto o.e s\1 ctlterenc1ac1on las 
CE'l\11as germ1na1es poar1an alcanzar tal espec1a11zaC'10n que l:::\s 
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n1c1ese depena1entes de c~1u1as contiguas (co•o las 
espermatogon1as ae 1as ce1u1as ae Serto11). 

- Otra pos1D111dad podrta ser, que se activaran otros genes 
que actuen internamente y que sean necesarios para que las 
ce1u1as germinales cont1nuen con su dtterenc1ac1on y 
espec1a11zac1on. oe esta manera, los pacientes 46 :zx macnos, con 
test1cu1os n1en cuterenc1aaos pero sin espermatogon1as, poctr1an 
poseer genes trans1ocaaos del cromosoma Y a1 cromosoma X paterno, 
encargados ae las primeras etapas de la dlterenc1ac1on de las 
cie1u1as germinales y¡o genes que se encarguen exc1us1vamente ae 
la a1terenc1ac1on gonadal somAtlca. Exp11c&ndose as1 la 
ex1stenc1a de pac1ent:es con revers1on sext1a1 cuya u.n1ca 
anorma11aad tenotlpica sea la carencia de c~1u1as germinales. 

Bl proceso de la d1terenc1ac1on sexual visto desae otros &nqulos. 

Otras nipotes1s soore la a1terenc1acion sexual, radicalmente 
ct1st1ntas a 1os conceptos anteriores, son las reterentes a 
tej1cto extragonaaal o a a1terentes tasas ae aesarro110 
emor1onar10 como activadores de la dtterenc1ac1on gonaaa1. 

Act1vac1on ~ ~ d1terenc1acion sexual ~ teJidos extraqonaaa1es. 
En 1a tortuga Lep1oocne1ys ~· en la que ia deten11nac1on 
sexual es t~rm1ca y no cromosomica, parece ser que el etecto d..e 
1a temperatura acttta tnnirectamente soore 1a ganada al activar 
previamente algun otro organo o teJ1do tpos1b1emente de origen 
nervioso). Mercnant et a1. 11989), y Mercnant y vi11a1pando 
( 19901 llegaron a -taT conc1us1ón al 1ncunar gonactas 
1ndlterenciaaas ae esta especie a1v1ai~nctolas en grupos 
somet1aos a a1terentes temperaturas, 28 gractos cent1gractos (grupo 
A) y 32 granos centlgractos {grupo BJ. Temperaturas a las que 
normalmente se ctesarro11an macnos y nemoras, respectivamente. 
Justo despt1es ctel momento en el que se saoe 1nic1a la 
ctiterenc1ac10n gonactal en esta especie, la temperatura ae 
incunacion tue invert1aa ~32 granos para ei grupo A y 28 grados 
para el grupo B1. Al ana1izar nisto1ogicamente las gonactas en 
a1terenciac1on a n1terentes intervalos aespnes cte haoer invertido 
la temperatura, no encontraron inctic1os cte rever~1on sexual. En 
camt:>io, ct.1ancto ii3S gonactas no tt.1eron ext1rpñctas y Re 1ncuoaron 
como parte ae1 emorion, en mucnos ae los cosos se presento 
reversion sexual ctespu~s cte invertir la temperatura ne cu1r.ivo. 
Posinlemente por intluencta cte aigt.\n organo aiterente ae1 gonactal 
o por intl\1enc1a de c~1u1as gonactales som8t1cas (v.gr. c~lulas 

vasculares n ~~1u1as nerv1o~as1 que nasta anora no se les naya 
rtacto importancia en la oirerenc1ac1on gonaoa1. En este segundo 
exper1men-.:o, i:i-1 que se a1era la rev~rsion sexual o no de !a 
gonaaa, pare~e nao~r aepeno1ao ae ia eaad lgrarto ae ctesarro110 y 
ctiterencia~ion1 ctel emor1on y ae la gonana al momento ae invertir 
la temperatura. 
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o et al. (1988), encontrftron que el a1morr1smo sexual en el 
•arsup1iT -Macropus eugen11 es detectable en estructuras 
extragonadales (Dolsa escrotal en el macho y pr1mora1os mamarios 
en las nembras1 cuando aun no nay dlterenctaclón mortológtca o 
btoqu1m1ca alguna ae las gonaaas. 

Tasas de desarrollo emnr1onar10 _x oimortismo sexual. BaJo est.a 
htpotesli se analiza al dtmorttsmo sexual -coiñC) proaucto de 
dlterentes tasas de ctesarro110 (Hlttwocn, 1989), tanto entre 
los em.brtones de atterente const1tuc1on cromosom1ca sexual, como 
en los embriones ae especies que carecen ae cromosomas sexuales. 
En los reptt.Les en ios que el sexo 1nctuct1vo es el tementno, y en 
aves, los ovarios son las prt~eras gOnaaas en a1terenc1arse. Al 
contrario, en mam1teros, cuyo sexo inaucttvo es el masculino, los 
prlmorcuos test1cu1ares son detectables aigun tiempo antes que 
los pr1morct1os ovar1cos en embriones de la misma ectaa (Hercnant
Lartos y v111a1panoo, 1990; Hercnant-Lartos et al., 1989; 
Hlttwoch, 1989; Taketo et a1., 1984). Es mas, ann-e~ etapas en 
ias que no es aetectabiela cHterenciac1on ganada! a nivel 
morto1og1co, ias gonaaas ae mayor aesarrollo (peso y tamanoJ 
corresponden a las ae1 sexo inauctlvo (Hlttwoch, l989J. 

Tsunoaa et a1. t l 985 J, estucuanoo embrlones de rat.on, y 
Avery et al. (I989'a,bJ, con embriones de bovino, onservaron que 
extsten--aiterentes tasas áe desarrollo entre embrtones ae la 
mlsma eoaa.. Al c1as1t1car1os en grupos segnn la ve1oc1aaa de 
desarrollo oescubrteron, al ana11s1s citogen~t1co, qt1e e1 grupo 
ae desarrollo mas lento son en su mayorla h€'mnras y lo contrario 
para el grupo de mas raptoo ctesarro110. Estos embriones se 
encontranan en etapas ne morula temprana a n1astoc1sto tarato, 
que corresponaen a etapas atas (ratonesJ y semanas (bov1nosJ 
previas a !a a1rerenc1ac1on gonaaa1 en estas especies. 

Conc1us1on. Se puede conc1u1r que, crono1og1camente 
nablanao, la .bt,sqlll?da oe! procmcto o tactor natural que activa 
ia dlterenc1ac1on sex11a1 aenP nar.erse aesae etapas poC!o 
posteriores a la tert111zac1on l' no nasta e! momento en que se 
producen los primeros eventos ae la cnterenc1ar.1on gonada!. A1,n y 
cuanao este producto o tactor sea encontraao, es muy prooar:ue que 
el C!romosoma Y del mamtrero contenga genes esenc1a1es para la 
espermatog~nesis, genes de los que a1 parE."cer carece ~! 

cromosoma x. Esto comp11e<"rla at'n mas ia indt11::c1on d~ 1a 
revers1on sexual tunc1ona1 en mamlteros a1 gracio oi:- parecer 
1mpostble encontrar !a so1uc1on. 
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5. 6 ANillALllS TRAJISGBNICOS 

La transterenc1a ae genes consiste en a1s1ar genes de un 
animal, clonar1os, moa1t1car1os en el laoorator10 y 
transter1r1os a otro animal de 1a misma o de a1terente espec1e 
(Lana y Wllmut, 1987). El raton, coneJo, cerao, oveJa, y vaca 
son 1as pr1nc1paJ.es especies animales en las que se na 1ntentacto 
ia proaucc1on cte an1ma1es transgil!ontcos. De estas, el raton es ta 
especie en la que meJor'!'S resultados se nan onten1cio y de la que 
m&s se na aprenct1ao soore este campo. 

Ademas ae ser 1mportanttstmo material ae tnvest1gac1on, hay 
razones practicas ae ttpo cJ.tntco y zoot~cn1co para J.a creac1on 
ae animales transg~ntcos. Entre las razones clln1cas esta la 
proauccton t m~s econom1ca y et1c1ente) cte sUbstanc1as 
terapll!tut1cas como la 1nsu11na numana y el tactor IX cte la 
coagu1ac1on. Entre 1as razones zoot~cn1cas tenemos la 
transterenc1a ae genes que aumenten la ve1ocldaá de crecimiento, 
la producc1on de lana y la prociucc1on de lecne o que hagan 
variar la compos1c1on de la lecne (Lanct y w11mut, 1987; Renard y 
BaJ:nnet, 1987; w11m11t ~ 2_!., 1990). 

La tecno1091a cte transterenc1a de genes gira, 
pr1nc1pa1mente, alrededor ae los conoc1m1entos sobre el control 
de la expresion 9en1ca, por 10 que a cont1nuacHm se mencionan 
importantes a~pectos soore la misma. 

Control de la expreston g~ntca 

La ev1cienc1a tHt1ma ele la expres1on ae un gene es la 
presencia, lntra o extrace1u1ar, ctel producto para el que 
coa1r1ca ese gene. Este prooucto cteoe presentar nos 
caracter1st1c-as: ser de naturaleza proteica (protetna e.st.ructural 
o enz111at1caJ y ser tunc1ona1. Para que se s1ntet1ce un 
proctucto cte estas caracterlst1cas la c~lu!a rea1iza una serie de 
pasos, caaa uno ae los cuales es sucept1n1e ae ser regu1aao, y 
van ctesae la transcr1pc1on ae1 DNA a RNA, nasta 1a moct1ticac1on 
enz1mat1ca ae preprotelnas. En total son 6 p,..:=:n.5 "' tn~ q11,,. puecti:o 
ser regula:aa !a expres1on gi!nica, el primero y mas 1mport:ant~ P.S 
el transcr1pc1ona1 (Alnerts ~ ~., 19BqJ, 

Existen tipos de secuenC"1as reguladoras ~n ~1 DNA qui<? 
1nt1uyen en cuando y cuanto se transcr1ne cte un gf:"ne. Est.:iis 
llevan los nomnres genPrlC"OR ae sec11enc1as promotoras y 
secuencias amp11t1caaoras. Las sect1enc1as promotoras se 1oca11zan 
a unos cuantos nuc1eot1aos (decenas o centenasJ anteriores al 
sitio aonde 1n1c1a la transcr1pc1on ael gene (extrf:"mo 5'J. Las 
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amp11t1cadoras, por el contrar10, es comun que se encuentran a 
cientos, miles o 1nc1us1ve, aecenae cte m11es cte bases ctel gene al 
que regulan. Las secuencias amp11t1cadoras se pueden 1oca11zar 
tanto anteriormente a1 extremo 5' como ctespu~s ctel extreao 3' 
ael gene. 

Las secuencias regu1actoras son receptoras cte substanc1as, 
generalmente de naturaleza proteica (prote1nas regulactoras), que 
en con)tmto inc11can• • cuanto es 10 que se transmite ctel gene. 
Estas secuencias requlactoras puecten aumentar 1000 o aas vec@'S lo 
que se transm1t1r1a ctel gene al que regulan en caso de que 
careciera cte estas secuencias. 

una n11sma secuencia reguladora puede presentar varios 
s1t1os cte un1on para ctlterentes tipos C1e protelnas regulactoras. 
Depencttencto cte las protelnas reguladoras untaas a las secuencias 
promotora y amp11t1caaora, una protetna regu1aaora que recten se 
añada puede ejercer etectos completamente contrarios. Gracias a 
esto, pequen1s1mas var1ac1ones en e1 microamo1ente permiten la 
ct1terenc1ac1on C'!ellUar en la etapa emor1onar1a, y/o la expres1on 
cte genes te)lcto especiticos en etapas posteriores ael aesarrollo 
(A!J:>erts ~ 2_! •• 19139). 

Pr0ducc1on cte an1aa1es tranegen1cos 
Caracter1st1cas, utllldaa y meatos ~ transterir los 
transgenes. Deb1Cto a que !a magnitud ae un transgene debe 
guaraar ciertas proporciones, las secuencias regu1actoras mas 
ut111zactas para su creacion son 1as de tipo promotor. 
comtmmente, un transgene esta rormaao di:> un gene y su promotor, 
propios ae 1a especie, y ae un gene (sin secuencias reguladoras) 
ae la mtsma o ae otra ~specte. En otras pa1aoras es un gene 
nior1ao 1ntra o 1nterespec1e. 

Un transgene intraespecte puede ut111zorse para que cierta 
substancia ae etectos cteseaoles y proauc1cta normalmente a J:>aJas 
aos1s por un orqano espec1t1co, sea proaucicta por otros Organos 
ademas ctel natural, aumentancto as1 la ctos1s (y el etectoJ general 
s1ntetizacta por un 1nct1v1auo. Un transgene interespec1e pueae 
ttt111zarse para qtte una especie stntetlce productos de otra 
especie (v. gr., insu11na numana proauc1aa en la gl~nC1Ula mamarla 
oe lil vaca) . 

Los tranF.genes pni:>C1Pn si:-r r.rAnRti:>rtdos a un antmc'lll por tres 
procea1m1entos: m1cro1nyecc1on ctE" 1os transgenes a algtmo cie los 
pront1c1eos ae1 cigoto; inter=citm por retrov1rus transgen1cos, o 
al transpiante ae ce1t11as p1ur1potenc1a1es ae 01astoc1to 
transg~n1co a otro emnr1on (Lanct y w11mut, 1987; Renard y 
Bao1net, 19137). Otro m~tocto muy prometector, es la ut111zac1on de 
espermatozoiaes incuoactos con transgenes en so1uc1on (los cuales 
son aosorn1C1os por las ce1tuas espermat1cas) para tert111zac1on 
in vitro (Lav1trano et a1., 1989). Este 'llttmo metoao ann no 
t1i::.-n-=- ar.eptar.1tm geMral ya que el l!>xtto obtentdo por los 
invest1gaaores que 10 reportaron or1gina1mente, no na poa100 ser 
reper1ao por otros 1nvest1gaaores en otros 1aoorator1os (Br1nster 
~ .!!· 1989}. 

86 



La et1c1enc1a en ia creacion ae animales transq~n1cos es muy 
DaJa, ael oraen ae1 2\ en ratones (Renara y Bao1net, J987J Y de1 
l!t en animales aomllstIC·os t W11mut et A.1., 1989 J; s11!!'ndo los 
pr1nc1pa1es proDlemas la 1nteqrac1on-cte-:r-transgene a1 genoma y la 
var1ao111aaa de eKpreston ae 1os transgenes ya 1ntegraaos. Esta 
tnet1c1enc1a nace cte la producc1on ae animales transg~nicos un 
proceso costoso a1 1n1c10 (primera generac1onJ. A pesar ae 
ello, es una tecno1og1a ae gran r:uturo ya que son caracteres 
nereaaDles por lo que la crianza de las s1gu1entes camadas 
tgenerac1onesJ ae an1ma1es transg~ntcos poar1an no costar mas que 
lo que cuesta mantener una camaaa no transgt:-nic-a. 

En este trabaJO s~ men~1onan aos pos10111aaaes para crear 
animales transgl!-ntcos cuya aesc:enaenc:1a muestre var1aoll1Ctad 
s1gn1t1cat1va, ~ontro1ao1e y nereaan1e ae la psn: la 
transterencla ae los genes TRD (pag. 77J o la transterenc1a del 
gene acttvaaor de 1a dlt"!'renr.1ac:1on sexual (revers1on sexua1 
1nduc1aa genet1camenteJ. 

Reverston sexual 1nduc1da gen~t1caaetne 

Hay mucnas razones para rreer que existe una intlt1enc1a 
b~s1ca de tlpo gen~t1co en 1a aeterm1nac1on y dlterenc1ac1on 
sexuaJes. La creen~1a de que el gene que activa este proreso es 
el mismo que in1c1a 1a n1rerenc1ac:1on testicular tiene un sin 
nt1mero ae aceptos (Burgoyne, ¡qs9;Page et. ;\l., lq87J. 
TeOrtcamente, al producto cte este gene se le na aaa0 en J !amar 
ractor ne net,,.rm1nac1on test1cu1ar o TDF (por sus siglas en 
1ng1~s J. Pero, o:eo1ao a que 1ri.s secuencias que se 1es ha 
atr1bulao el carac:ter ae r.oa1t1~ar para e1 TDF (entre e11as la 
ZFYJ no nri.n convenc1ao a la r.omt1n1aaa c1entlt1r.a en genera! 
(Cratg, 1990; Koopman Atal., 1988), y a que existen n1pot.es1s en 
las que se atr1bl1Ye ageJles d1st1ntos ai:r-1 TDF el papel ae 
1n1c1aaores ae ia cuterenc1ac1on sexua1 (Hlttwocn, 1989), en 
este trabaJO llamaremos gene act1vaoor ae la a1terenc1ac1on 
sexual (gadsJ al gene to gi=:onesJ cuya ~xpres1on 1n1c:1a este 
proceso. De esta maner~. ev1r"mos enr~s111ar a estas SP~t1~n~1as 
en una tunc1on espec1t1c:a que, ann y cnanao f;Pan parte importante 
en e1 proceso ae a1terenc1ac1on sexual ¡como la a1rerenr.1ac:1on 
testlcu1arJ, pneaen no s.i:ar las mismas que in1c1en tocto e1 
proceso. 

Proaucc1on ~ ~~9"~~~ ~ $!! ~ revers1t')n ~ 
fü~a tn1potes1sJ. 

Supontenao que e1 cromosoma Y sea el portactor ctel qacts, !a 
revers1on sexual poctrla lnrtucirse art1t1c1a1mente a1 tr"nstPrtr 
esta :r;ecuencta a c:t1-'.tlq111er otrn r.romosoma, ae prPteren("1a a1 X. 
Para que la 1nr.1a1?nc:1a a~ esr:a ri:-ver::-16n ~PXll-'l 111t1Ara 
raaica1mente ae 1a q11i:o se proiiucP en torm-" nat11r~1, s~rt"' 

necesario unir (a ntve1 1annra~or10¡ !as seclten~1as oe1 gacts 1s1n 
su parte regn1aaora, gene AJ y a1gtm otro qene que conserve sus 
secuencias regttJaaoras (gene BJ y cuya expres1on se v,,.n 
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tavorec1cta por una substancia norma1ment.e ausence ctel a•tnente 
uterino. Asl, los emnr1ones transg~n1cos nemnras, poar1an ser 
revert1aos sexualmente con el simple necno cte incubar a los 
emor1ones en un medlO rico en esta substancia tn1pot~tlca aun) 
previamente a su transterenc1a y/o 1nst11anao esta substancia en 
el t\tero en un momento r:1ave ae1 ctesarro110 emor1onar10. 

Los pronlemas y auctas en cuanto a esta n1potesu• taaemas de 
1os prob1emas 1nnerentes a la creac1on cte an1ma1es transg~n1cos) 

son: 
- No se saoe a1'n cual es el gacts y el momento exacto en que 

se in1c1a su expres1on 1cra1g, 1990; Koopman et al., 1988; 
Pa1mer et al., 1989; sne1ctil!"r-Gi\c:UcKe et al., 1989)-:- -

Es-muy pos1n1e que sean iñd.18pensan1es otros genes, 
actem~s ael gacts, en et.apas post"eriores ae 1 proceso cte la 
ct1terenc-1ac1ón sexual y/o que atecten 1a !:1s101og1a reproductiva 
del animal actulto y que no sean compan:.1dos por 1gua1 en ambos 
sexos (genes de 1a espermatog~nes1s presentes solo en el 
cromosoma Y; Burgoyne 1987, 1988; Burgoyne et al., 1986). 

Ni el sustrato que tavorece 1a i:>xp?eslon ael gene asoc1aao 
a1 gacts, n1 s11s pron11ctos, aenen ser tox1cos para el emnr1on o 
para 1a nemora. 

CuA_~ ~Y. aonne ~ locaJ.1za ~ ~· El gene TDF es el pr1nc1pa1 
cana1aato a ser e1 gaas. En 1987 Page Pt a1., haciendo estudios 
cte par.1entes numanos con proo1emas-ae reversion sexual, 
encontraron ltna secuencia trect1entemente translocacta aei 
cromosoma Y a1 X o a a1gt'ln autosoma len 1os varones X.X) o ausente 
en el genoma por ae1ec-ion en el r.romosoma Y ten mt1Jeres XY1. 
Esta sect1enc1a t11~ 11Rmaaa ZFY, se localiza en la porc1on ct1staJ. 
del brazo corto ne! cromosoma Y y ~e sospecna que corresponcte al 
gene TDF. AaemAs esta sec11en~ia ron1tica para una prore1na q11e, 
tr1a1mens1ona1mente, es muy s1m1lar a algunas de 1as protetnas 
capaces ae r1?g111ar 1a transcr1pc1on ae1 DNA.. 

En el raton se na cteter:tado una secuencia s1m11ar con 2 
subtracc1ones 11ama~as Zty-l y Zty-2. En esta espec1e la 
dlterenciacion sP.x11a1 comienza alrened.or cte1 rtta 12.5, pero para 
el ct1a 10.':I ya se pueae ctetectar el RNAm correspondiente a Zty-1 
te1 RNAm r:orrespona1ente a Zty-2 so10 se 1oca11zo en test.1cu1os 
ae adulto y esta asoc1aao a1 anttgeno H-Y; Nagamln~ et al., 
1QA8 ¡. SI? rii::-sr:arto qHI!" Zry-1 tuera e1 TDF ya que en ratoñes Con 
mutac=ion W"." en 1os que 1os t.est:lcutos, por 10 aemas normales, 
carecen cte ce1u1as germ1na1es y no expresan el gene Zty-1 
tKoopman et a1., 1~89). Este y otros na11azgos, nan puesto en 
ClUC1a 1a v'i?"'raclciaa ae que 1a ser.uenc1a ZFY y el gene TOF sean ei 
m1~mo. Por eJemplo: 

- En "?l rr0mn~om;\ X tlll? ioi;:inr1nr..=rnrl. 11n" ser:uenc1a tZFX) muy 
s1m11ar a !('!. ZFY tP.:11gP et. a1., 1QB7). Ser'11enc-1i:\ q11e no esr.a 
inc1111aa en el pro('e~o Ce~1nact1vacion oe este cromosoma 
{pag. 46; ~cnne1cter-Gea1cKe et. al., 1989). 

No toctos 1oi:; pac1ente"S Con revers1on sexual mueet.ran las 
anorma11aaa~s cromosom1~as arrina sena1adAS tcra1g, 1990), 
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- La secuencia ZFY tamDll!-n na s1ao encontrada en cromosomas 
autosom1cos cte mamirero tS1nc1a1r et al, 1988), en aves 
(mecanismo ZZ/ZW cte cteterm1nac1on sexuaT; Page et. al., l987J y en 
los reptiles cuyo mecanismo de determ1naCioO sexual es 
cromosom1co 1nctepenct1ent:e (Bu11 !t! .!.!·, 1988). 

Como ya se ct1]0, a1gunas n1pot:es1~ oan al gene TDF un papel 
esenc1a1 y ct1recto en la act1vac1on ae la 01terenc1ac1on sexual. 
Por el cont.rar10, Htttwocn { 1989J, le cont1ere al ZFY un papel 
1nct1recto aanao gran importancia al desarrollo emnr1onar10 en 
re1ac1on al tiempo. Es ctec1r, postula que aque11os emnr1ones que 
alcancen un aeternnnacto aesarro110 en un momento equts, se 
ct1rerenc1aran sexualmente como macnos y, aque11os que no na11an 
a1canzacto tal ctesarro110 se desarrollaran como nemoras. 

Burgoyne {1989}, conc111a las n1pbtes1s anteriores. Atrtnuye 
un papel tamoi~n curecto al gene TDF (TDY para Burgoyne) pero a 
su vez, cont1ere gran importancli'\ al momento en que se act:1va 
este gene. De tal manera que, s1 este gene se expresa despues 
del momento optimo, ya no poctra 1nnin1r r.ompletament.e ei 
aesarro110 ae !a gonaaa temen1na, oando por resultado un 
1nd1V1ctuo sexualmente anormal. As!, entre mas tarae se exprese 
este gene, mayor poar1a ser e.1 grado ae revers1on sexual. 

La n1potesis ae Burgoyne ( 1989), permite l:'xp11car, al menos 
en parte, la gran gama ae patologlas ae la a1terenc1ac1ón sexual 
cte mamtreros, desde ina1v1ctuos con ctetectos mtnimos como 
n1pospact1as, hasta la reversion sexual tunc1ona1 en ratones XY 
nemnras tLove11-Baage y Ponertson, cttaaos por Burgoyne, 1988). 
As1 mismo, permi~e la ~xp11cac1on ae: porque secuencias g~n1cas a 
las que se les h-1 conrer1C10 el papel ae gnds (como la ZFY ctel 
numan~J. pueaen estar presentes en 1na1v1auos cuyo tenot1po 
sexual es ae nemora. 

Una tercera caracter1st1ca ae esta hlPOtests es la cte 
1nc1u1r a 1os genes ZF rtel numano t ZFX y ZFYJ r.omo coautores'' 
ae1 1n1cio ae la a1teren~1ac1on sexual en acc1on conjunta con 1~ 

secuencia TDY. En este caso 1os genes ZF actt1an, 
inairectamente, al intltnr soore la ve1oc1aan cte aesarro110 
emor1onar10 (H1ttwocn, 1989J y se le atrtnuye a la secuencia ZFY 
mayor erecto que su nomOlogo ZFX ne tal suerte que los inc&1v1auos 
C'On secuencias g~nicas ZFX + ZFY {cromosomas sexuales XY} se 
aesarro11ar1an mas rap1no que los 1no1v1ctuos con aos secuencias 
ZFX (cromosomas sexua1es X.XJ. ne esta manera los genotipos 
normales XY, con genes sexuales•' ZFX + ZFY-TDY, dar1an un 
1na1v1auo con tenot1po masculino normal; y el genotipo normal 
XX, con g1?ones sexuale5'' ZFX + ZFX, dartan un tenottpo 
tem~n1no normal. En camn10, los 1nct1v1ctuo5 gen~r1camente 

.:rinorma1es rnn genes si:ox11.:1:1i:-~·' ZFX ZFX-TDY (el TO\' 
transLocado C1+?1 r.romnsomaY al X paternn o a aigtm autosoma) no 
aar1an e1 renot.1po macno normal ya que TDY se act1var1a 
tardiamente gracias a la menor velocirtaa de desarrollo de estos 
embriones. 
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Conc1ua1on. Aunque estas h1pOtes1s son muy interesantes, en 
bt@n de ia oDJet1v1aaa cane aclarar que artn se ignora cua1 es el 
9ae1a y se conc.luye que, hasta no conocer pertectamente los 
•ecan1smos (gen~t1cos y t1s101og1cos) de .la cteterm1nac1on y 
ct1terenc1ac1on sexuales, todo tntento en proctuctr revers1on 
sexual tunc1ona1 con animales transg~ntcos tenctrA tantas 
pos11J111e1ades cte ~xtto como et que Juega a la 1oter1a. 
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M E T O D O S C O M P L E M E N T A R I O S 
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A MBTODOS COMPLBMBNTAIUOS 

En este ap~na1ce se trataran con mayor prot11aa1aaa 
tecn1cas expuestas en cap1tu1os ant~r1ores ya que, aeblao a la 
alta cont1an111aaa ae ios resultados que se obtienen con ellas, 
sirven para evaluar a nivel experimental la etect1v1aaa de otras 
t~cn1cas menos contlaDles pero mas pr~ct1cas aentro aeJ sexaao de 
esperma y/o ae embriones. 

A.1 CARIOTIPO (t~cn1C'as ae oanaeo cromosom1coJ. 

El car1ot1po es el estuct10, para r1nes c.t1n1cos o 
Clf!nt1r1cos, ª'=' <'!acta uno a,:::a los cromo~omas cte las cto-lulas ae un 
1na1v1a110. se nasa en la 1aent1t1cac1nn y c1as1t1cac1on ae los 
mismos ae aC'uerao a su morro1og1a, nt1m-:>ro y a 1 patron 
caracr~r1s:-1l~o 11~ t1nc1nn qnP prt?sf:'nten. 

Seq"n lft Joca11~ac1on d~l renrrom~ro a Jo 1argo ae 1os 
cromosomas, se a1ce q11e estos pueaen ser metace-nrr1cos, s1 el 
centrom~ro se enC'.uentra a la m1taa de1 cromosoma y contnrmoi:o se 
~le]e hi'!.c1a ~1g11~" np los extremos ~e denominan suometaC'•nrr1ros, 
acroc1:>nrr1cos o t<:>tocl!"nt.r1cos ¡ t1qura JJJ. A ex,~epctt')n Cl'? Jos 
cromosomas metac~ntr1ro1;, uno ae los orazos ae caaA cromosoma 
ser~ mas corto que ei otro llamanaoseles orazos p y q, 
respect1vament~. ANemas ae las dlterenC'las ae tamano y torma 
egtan las a1terenc1as en t1nc1on. Al ser ten1aos, tos cromosomas 
pri;senran ro1orrtr1on en a1g1inos segmenros Pn rnrma inrerrump1dft 
y raract.~rt'5tir·a, por 10 qne queaan zonas cl.'\ras y osr.uras 
~tii'l.nr1asJ tnterratarti'l.S. L.::i.i:. zonai:; q11e se t1nen correspont1Pn a ta 
et1cromat1na 1~1cKmnre y sumn~r 1G8QJ. Existen 01terentes m~toaos 
ae c1nc1on, as1 mismo, son 01rerentes 1os patron~s ae oanoeo para 
un mismo cromosoma. En Irt tigura 14 se onserva ~1 tipo ae 
tinc1on ~ara~terlst1co ae1 oanaeo G en cromosomas ae humano. 
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Esta ttgura m11esrra tambl~n que la reso1uc1on ctel banoeo es meJor 
durante la protase tarctta tcromat1oas cterecnas) que aurante la 
metatase tcromatlctas 1zq111erdas). Esto se mantttesta como un 
mayor nümero cte canoas y se exp11ca por que en la •etatase la 
compactacton cromosoa1ca es mayor y con ello algunas bandas 
ciaras, o a1gunas bandas oscuras, se unen entre et tBtckllore y 
sumner, 1989; Ronne, 1989; Yun1s, 1976). 

Ftgura 13. c1astr1cac1on cte los cromosomas segon la loca11zac1on 
ae1 centromero: a, meta("!~ntr1co; b, suometncl!-ntrtco; 
e, acroc~ntrtco; y d, teloc~ntr1co. Tomado cte Hatez 
(1987J. 

El car1oc1po es ae gran ayuaa para eJ f:l'stuct10 c1togenl!-ttco 
tanto a n1v~1 c11n1co como a n1ve1 1nvest1gac1on. En su !neto, 
las t~cn1cas cte oanaeo se emp1earon para cttterenclar los 
cromosomas ne n1rerentes especies 1~1ckmore y Sumner, 1989J. S1 
complementamos estas t~cn1cas ron ~stt1a1os escructurales 
ootenctremos tamn1~n 1ntormac1on ae la suoestrur.tura y 
organ1zac1on cromosom1cas (Ronne, 1989}. cuanao se estanaar1za un 
mt!>tocto y se conoce e1 patron cte t>anctas que debe ae presentar cacta 
uno ae 1os cromosomas, se puecte a1agnost1car con Das tan te 
prec1s1on s1 existe alguna aoerrac1on cromosom1ca num~rtca o 
estructt1ra1 ( trans1ocac1t.in entre r.romosomas, rtepler1on ae a1gtm 
segment:o, etc y. 

T~cn1cas de bandeo. Las t~cn1cas ae nanaeo mas C'Omunment.e 
\lfiTiZa(ids~son: oanaeo G, Q y R (Trent: y Tnompson, 19B7J, Las 
nanoas Q rinen regiones ricas en A-T dl 1gna1 que et oanneo G, 
pero en este r11t1mo caso se aenen aesnatt1ra11zar 1as prote1nas 
previamente a la t1nc1on. 
Aaemas, parece ser qt1e las canoas G estan relacionadas con 
regiones cte DNA ae rep11cac1on tffrata, las regiones de 
rept1rac1~n temprana son G (-). El t>ancteo R (reversa o GleMSa 
negar1vo1, a.1 parer.er tlne zonas rte DNA "!'nr1q11er1ctas en G-C ya 
que p;\ra llevAr a cabo ta tl!'cn1r.a req111Pre ae un pretatram1ento 
que a.:>snatura11z.-. ei (1NA r1r.o en A-'f tEff1~x.more y sumner, 1999J. 
Existen otras t~cn1cas ae oanaeo ~orno el oanoeo e (para 
neterocromat.1na const1tut1va), el t>ancteo NOR (para reglones 
organ1zanoras U"!'l nuc1~010), ~te. 
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F1q11ra 14. D1t~rP.nC"1as en el nrtm~ro áe oanC1AS que presentan 1os 

cromosomas oe n11mano con la t~c:":n1r.a rt bandeo G 
cturante la met.atase mec11a tcrom~t1des izqu1~roas) y 1a 
prora:c;e raraii\ tC"romJiltH1P5 OPrfO"!."'n~5!. •roll'.=trto ne Yllnts 
t l Q76). 

La eJecuctOn cte estas t.~cn1cas es ae t:-sr.asa c11t1ru1taa pero 
1a int.erpret.ac1on es muy 1aoor1osa. Un t~r:n1rn exper1mPnt-aan 



pueae t.ardar inc1us1ve semanas en resolver un caso c11n1co 
a1t1c11. Atortunaaament.e, e1 dlagnOsttco c:\ei sexo mea1ante la 
1dent.1t1cactbn ae los cromosomas sexuales al car1ot.1po no 
presenta mayores a1t1c111t.adee y e-1 ~xtto nepencte b4Slcamente de 
que las tlguras m1t:ot1cas sean cte ouena ca11e1act. 

Metoao1091a 

t:l terHr los cromosomas para estua1os c1toqené'ttcos en torma 
actecuad.:t so.to es post.Ole :;:1 se llevan a cabo pasos previos a 18 
tinc1on prop1ament~ a1cnA. Los pasos generales son~ 

Ctt1t1vo ce1uu..r en los casos que e! n1,mero cte c~lnlas ele 
la muestra sea escaso (V, gr. 01ops1a Pmnr1onar1aJ. 

Inct1bac1on cte Las ct-1u1as en un mectto que contenga aiqon 
agente arrestador ae !a m1tos1s. 

Incuoac1t>n ae las ceu.11as en un meato nipoton1co. 
F1J~r.1on dP. ias C"eH11as y su t.ranster1?nr.1a a una 

1arn1ni.11a, y 
T1nc1on e incerpretac1on del car1ot1po. 

CU.ltlvo cel.u.tar. Oetncto a que no siempre se oottene un 
m\mero sut1c1ent:e ne c~1t11as (Y menos cte una tJ1ops1a 
embrtonar1a), es ne~esar10 cu1t1var1as cturante varios atas tZ
lOJ en un meC110 a1 que se 1"" ha11a al'tadldo un agente m1tO:geno 1v. 
gr. tttohemag1ut1n1na). Asl, a pesar ae1 1nct1ce m1tot1co 1mect1a 

4!t), es tact101e obtener un ntunero sut1c1ente cie ntic!eos en 
m~taraFe para 1a ooservacion ae los cromosomas ¡pags 63-65). E! 
meato oe cultivo es esp~c1a1 para carta tipo celular. r.omo el de 
cnanq para 1_9lllt1vo ae cl'iuuas ae 11qtndo amn1ot1co 1t.~1no y Ra11, 
1~90) o iOS mf-dlOS et!?' HAm F-10, el mea10 de Eari"'.' H001tlC":t\dO 
tA.st1azaran, 1984) y ei TCM ¡9q 1,ParK. ~ ~·, 1989J para cu1t1vo 
et-e emor1ones. 

Arrestadores del nuro m1t6t1co. Los m~s com"nmente 
ur111zMtos son Ja C'OLrn1r.1ni'\ y !a <'OU""t::iomH1a. Lo~ cromosomols en 
la metatase m~C11.a h<"ln alcanza<:to un atto graao de cont:racc1bn 
tconaens~c10n) y ~t1anno se ut111zan 1os agentes arrest~ctores cte 
!a rn1tos1s es at,n mayor (ntpercontracC'lOn; Ronne, 1qa~q. E! 
tiempo ne expos1~1on ae Las c~1u1~s a tns agentes arrestaaor~s 

aet.erm1nR en gran part:e el grano oe contraC"cton que presentaran 
1or; cromosomas, El t1e-mpo ae expastc1on re-querido at 1gua1 que 
ta cantldad ae1 RrrPs;taaor m1 T.6t1co es cu rerente para caaa tipo 
cett.11ar. l.a cantldñd º"' colcf;"mH1ñ ut111?.<"H1a es ae O.l a ! m1cro-
9ramns par~ 1~ m~yorift n~ los s1stemaB ce1u1ares. Para obtener 
r:romosom<"IS pnl"'o c.ompac-r.:\av.~ t l argn~ y OP.lganos) en etftp~s ae 
prota~~ y prnm~rata~~, se r~qu1~r~ ttn tiempo ae expns1r1bn corto 
a tln~ ronr~ntrac1on DaJa IRonne, lQ8Q). En emnr1on~$ a~ ltna 
c~ittLa, Pl tiempo ne P.xpos1c1on es ae 4 nrs y 1~ conc@ntrac1on es 
a~ o. 05 m1cro-gramos¡m1 { Yosn1zawa ~ ~., 1990) ~ 



Para reconocer !os cromosomas sexuales rap1damente es 
preter10.le qu~ la tlgura r.ntot1ca sea arrestada en la etapa ctP 
metataee media en la que los cromosomas han sutr1cto 
n1percompactac1on (cromosomas cortos y gruesos; Letno y Rall, 
19901. 

En el nov1no los cromosomas sexuales X son cte los mas 
grandes y metacentr1cos o suometac#.'ntrtcos, m1entr1ta que los 
autosomas son toaos acroce-ntr1cos. El cromosoma Y es pequeno y 
1netac-entr1co en el sos taurus y acroce-ntr1co en e1 &os ~ 
(pags. 62-63; Letno Yfia~o; Ktng, 1904}. 

Trata•lent.o n1poton1co. En un mectto ntpoton1co las c~lulas 
absorcen llqu1ao y, por tanto, se ni~nan, se aes1ntegra el nuso 
m1tot1co y ae p1ernen las 1nterconecc1ones cromosoma1es. oe esta 
manera 106 cromosomas se separan entre 61 nacler.cto mFts tae".11 s1.1 
ldent1t1cacion al microscopio post-tincion. 

Las sales que se ut111zan mas comtmmente en las soluciones 
nipotOntcas son cloruro de potasio (KCl) y citrato de sodlo 
lRonne, 1989). El KCl se usa a una concentrar.1ein cte 0.075 M por 
un tiempo var1an1e l30 minutos a var1as horas} s~gtm e1 me-todo 
(Ronne, 1989; Trent y Thompson, 1987; Yosn1zawa, 1990). 

F1J&c10n. Para el an~11sis cromosomtco las cl!'lttlas se tiJan 
comt'lnmente con una so1ur.1on rte metano!: actdo ac~t.1co a razon de 
3: l. El m€'tano1 ctesnat.ura 11za y coagula las protetnas, 
mientras que et ac1ao ac@t1co coagula las nucloeproteinas y 
provoca n1ncnam1ento celular preserv~nctose as1 1as estructura 
cromosomica y 1a separac1on entre cromosomas lRonne, 1989}. La 
t1Jac1on a 10 largo cte la noche eta me)ores rPSUltactos (Yunts y 
S~nchez CltactOS por Ronne, lq~9), 

Ttncton. Los co1orantes 11t111zactos para C"acta t:~cn1ca ele 
oancteo son: 

- Giemsa, G1emsa + Wr1gnt". o Wrtght".-Letsnman, para el bandeo 
G. Antes ae ten1r 1as c~1u1a~. se ct1g1eren las nuc1eoprote1nas 
c-on tr1ps1na lRonne, 1qa9; Trent y Tnompson, 1987; Yun1s, 197~}. 

- G1emsa o NaranJa ae Acr1a1na, par~ nanaeo R. E~ta t~cn1r.a 
requiere ae tm pretratam1ento ~n el que se 1ncuna lrt. tam1n1 l lo en 
so1uc1nn sa11na caliente (Ronne, 1989; Tr€'nt y Tnompson, 1987). 

Qu1nacr1na 01n1droc1orn1arica o Hnstaza cte Qu1na~r1na, 

para oancteo Q tTrent y Tnompson, lqH1). 
- G1ems~ con pretratam1€'nto ae n1ctr6K1ao ae oar10 tBatDH!ZI 

para nanc:teo e t 'l'rent y 'l'Hompl'3on. l Q81 l . 
tht.rato cte Ptata + G1emsa, para nanñeC"I NOR tTrenr. y 

Tnompson, 1981). 

Existen mucn.:\f' 
nanaeo, 1n~1u~1ve 

1>?squemat1za t.ecn1ca 
Instituto Na~1ona1 

colorantes et~ Wr1gnt 

var1ant.Pf; p.=trr\ carta 11n" cte laA rll!'rn1r.:\S 
pélri\ 1in m1~mn T:.:>J 100. A ~nnr inni'H"lfln 
ut111zaaa en Pl L.anorat.or1n rtP <ten,.r1 •• ..,. 
rt~ Per1natn1og1a en aonnP ur111zFtn 
Y G1emsa para el nanaeo G. 

º~' 
10$ 



0 

LJ 
© 

Enjuat;ue 
(burter ji!! 7.0) 

Setundo Ent;uaj e 
(buffer Jo!! 7.0) 

LJ 
® u 

Writht )O'' Gie•sa 30' • Tercer Bn.luRD>• 
(a~a 4eet11ata 

pH 7 .o} 
F19ura 15. Esquema af.? ta t.~cnica de oancteo G t Lanorator10 ae 
Genéc1ca, Instituto Nacional ae Per1nato1oqta, Mex1co1. 

A.2 CITOHETRIA DE FLUJO Y SBPARACION CRLULAR 

EL aparato \1t111zaao en esta t~cntca ~a1cu1a el contenido de 
ONA celltH'tr, m1c11enno la tUtoresC".enr.1.=i: emtt.1cta por cl!'H11as 
~en1aas con \1n colorante nuc!Aar r1uor~8ente y ex1tan~s ~on t1n 
rayo taser. L"ls c~J11li'l5 !'ion torzanas a ttutr una a una d:l pasar 
a tC'av~s ae un t".1too inyector de E-Scaso 01ametro, aespul!is ae 10 
cual son ~xtractas por et rayo 1aser. El inyector es somet1ao a un 
v1nraaor por to que ia C"'orr1i::>ntP. en la q11e th1yen ias c~1u1as se 
lllt'errumpr:- C'.ont1nuanao como gotas 1no\VlC1\HUes a1g1.1na~ de las 
eua1es ront1~nen c~lllJas y otras no. Inmert1ar~m~nte aespu~s ae 
mea1r la r1l1ores~ene1~ Pm1t1aa por las c~llll~s Pi aparato carga 
tpos1r1va o n~gat1vament.t?) a caa.a una ae 1as gotAs qui'!' contenqan 
~1<Jttna c~1u1a. Las gotas cai:>n por 9raveaaa y pasan a trav~s <:te un 
~ampo ~1~~tr1~0. o~ ~sta manera son atra1n~s nac1~ el ~~recto o 
Mi'\r1a eJ anocto. ~P reí.otectan :~ rz-acC'1ont?s, 1a q11e c-orresponae a 
L~s gota5 ~argaaas pos1r1vam~nte y arr~in~~ na~1a el ~~tacto, 1a 
q11~ rorresponne a qnras c-argaaas n~gat1vamente y atra1oas nac1a 
+?1 ~nono, y ia ql\e corresponaP a 1as qot.as que no contienen tipo 
eelul~r a19uno y no son nesv1aaas al pasar por ~I rampo e1~ctr1co 
tr1qura 5, pol'\g. 38; Jonni=o:rm !.! ~·, l987i\}. 



La adaptac10n de esta t~cnica para el sexado espermAtico na 
tenldo que 1r venciendo aiterentes oos~~cu1os entre e11os: 

En un principio 1as tecnicas de ttncton requ1r1eron ae1 
uso ae enzimas proteo!tttcas para desconaensar e! nt1c1eo 
espermat1co )unto con procesos de tlJacion celular para ast 
poder ten1r10 en tonna esto1qu1om~tr1ca. El tratamiento 
proteo11t1co eltm1na !a memorana y citoplasma celulares. Esto 
hace 1mpos1n1e la ut111zac1on del semPn tratado en tnsemlnacton 
art1t1cial (Jonnson et al., 1987a). BaJo estns procea1mentos !a 
pureza de ias tracc100esrecolectartas es superior -.. GO't (Jonnson 
y Clarke 1988J. con el ot:>Jeto ae aism1m11r el aano ce!lllar y 
nuclear, las ce1u1as son sometidas a son1cac1on (ondas 
llltrasonoras) por 10 segttndos tJonn~on et a1., 19870J io ct1al 
permite la t1nc1on ae1 nnc1eo esperma~1co---adeñlas de que conserva 
la capac1daa tert1!1zaaora dP ios espPrma~nzoiOPS micro1nyPr.~ados 
tJonnson y C!arki:>, lqSBJ a pesar r1P perrti::or !a r.oJa. 

Los espermatozoldes, a dtterencia de la mayor1a de las 
c@>lulas, tienen un nncleo denso, oval, alargado y aplanado por 
lo cual la em1s1on ae la ttuorescenc1a puede ser muy variable a 
menos que tortas tas (":~1u1as estPn <1lr1gictas espar.1.:,1mPnt.e en 
torma casi 1n~nt1ra. Esto se pt1edP iograr nactenao t1t11r las 
cf!'luias en una corriente. Of> esta man~ra se a11nean segt'm su P)e 
long1tt1dlna1 aunq11e pers1sri::o el proo1ema ne la rotac10n sonre 
este eJe (Garner et al., 1983; P1nKe1 et a1., 1qs20J. Este 
obstacu10 se 1 tnra sl 105 rtetel.tores de t 1Uore5ri;>nc 1a se colocan 
a 10 largo ael eJe ~on rei=:pecto a 1a r.orr1ente rte tlU:JO tt1gura 
115"J, o modltlC'anao ei tuno 1nyF?rtnr ae ra1 manera que st1 orltlC":lO 
cte sa11aa estf!> apianano (ttgura 17J para que ast 1a r.orrtent.e cte 
tlUJO tenga la apartPnC'i-.. rte un ltst:on provocando que la mayorta 
oe ios ntlcleos espermAtiC'oR en 1a st1spens1on, Pst~n or1entAaos en 
el mismo plano {Johnson et ;u., 19~7a). As1, se ~11m1nan las 
c11rerenc1as entre Ja t1uor~r::~c1a Pmtt1na por el noroi::- o por la 
cara pJana cti:>i n11C"lPO ef'pl?rm;\ttco l.lonnsnn y C'iarttlO", lqFl~J. 

F1gur~ 16. C1rOM""'tro oe f'it1Jo. 
En estP mooelo, el m1crosC'np10 
tl\torP~cente et!'.' ep1-u11m1nrtr.tt>n 
se entoca sonre la rorrente oe 
tltlJO. Tofflann ne Ptnke1 e~ ~1., 
(19851. -- -
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Jonnson et a1. tI989J, sometieron esperma oe conejo intacto 
ts1n ser somet1Cii5 a tos procesos de proteo11s1s y t1Jac1on o al 
cte son1cac10nJ al CSF. Atmque 1a or1entac1on del nt1c1eo celular 
dentro de .ta corriente de tlu)o no tue tan exacta, lograron 
obtener tra~c1ones cte 86 y Bl* ae pureza para los espermatozo1ctes 
X e Y, respectivamente (paq. J7J. 

Metoe101og1a 

A cont1nuacion se d.f:>sc.r1ne a qranctes razgos et procec:11m1ento 
cte preparac1on de! m-:tteriat 0101091co (espermatozo1aes) para stt 
1oent1t1cacion y separac.1on en nn CSF, ~Sl como r.1ert.as 
espec1t1cac1ones O,;;> esta t~cn1ca. Hay q11e ri:>coraar que, en el 
caso ae que esta t~cnica se ut111ce un1camente para comprooar la 
etect1v1dact ae otros nie-toaos que pretenden lograr la separacton 
ele espermatozo1aes X e Y, no tmport.a ni la V11'\0ll1dact cte las 
cl!'ll111'S p0Rr-an~11s1~ n1 s11 separa~ion en 2 pon1ac.1nnP~. 

PrP.parac1on ce1u1ar 
Los. P.8permatozo1cti:.:os pt11?ct1?n obtenerse a partir ae ep1n1a1mo, 

c:te un eyaculado en tresco, et>::> sem,;;>n cr1opreservaao o tambl~n 

postratam1ento (cuando se quiere comprobar la etectiv1ctaa de 
otras t~cn1cas; Garner et ai. 1983; Johnson et al., 1987a; Plnkel 
et .:u., 1985). El serneñ--seexttencte en PBs TO iñH, pH 7.2, a una 
COnFi?ntración dP. 711 m111onE>~ cte esperm<"tnzotr1es por m1. se lava 
2-J veces en PBS por mento de centr1ruqac1~n. para e11m1nar el 
plasma seminal. En esteo momento SI? pueae someter a son1cac1on o 
a tiJac1on segn11 1a r~rn1ra a usar (Jonnson et a1., 19R7b). 
cuanao SO?> somet~ a s0n1raC"1on esto se nar.::i hi:'st'Elqlie et 95lt a,;;> 
los espermatozo1nes na peraiao la cola \aprox1man~mente 10 
segunaosJ. Para la t1JaC"1on s,;;> resuspencte el noton celular 
resultante ae la u1t1ma centr1t11gae".10n en 50 m1cro11tros d..e PBS y 
se tlJa mea1ante la ~d1c10n gota a gota de l ml oe e~anol a1 80% 
(Jonnson et a1., lq870J. Para t1Jar semen cr1opreservado primero 
se ex~1eñae---;¡;n citrato ae sodio O.llH y se lava en OMSO-c1trato 
ae soa10, pH 7.n, en conr~ntr~r1one~ ~i1ce~1vas ne 5. 15, 30 y 50~ 

(Garner ~ ~·, tQH3J. 

T1nc1on 
---rfi espo:>rma son1ccaoo se (':entr1n19a y et ootón cellllar se 
resuspenne en PBS y se tine con 01sbenz1m1oa tHoecnst 3JJ42J. El 
esperma tl)aao se centr1tuga y rest1spenae en 500 mi de una 
so1uc1on OP papalna y Tr1s-Hc1, 1" 0191?st1nn se lleva cabo 
cturante 15 minutos y aespu~s se tiñen tos nt1c1eos Jonnson et al., 
19670). - -

Otros t1ltoro~rnmos t1t111zaaos para ia tlnC"tOn son 4'-6-
c:ni'lmlno-2 ten111nno1 (DAPl,1 y a1t1oer1tr1to1 (f1TEJ. s1 1os 
espPt"M-"'tnzo1ne~ si::> vi'lr: f'!. 11r111z;:¡r P""r"' LFt 1nsPm1na~1on art1t1c1a1 
no se someten a son1car1on o a 1os procesos et,;;> proteo11s1s y 
t1)ac1on, simplemente se ttnen ~on a1~1no ne tos colorantes antes 
r.1ractos ( .. Tonnson ~!U.·· 1989). 
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Figura 17. TtlbO et~ lOYll?C'ClOn 
del cttometro ne tiuJo. 
Obs~rvPRe lo aptanacto 
oet or1r1r10 de salto~. 
Tomaao de G1edh111 
11qee1 . 

IntensU•• •• 
Pluoreac ene 1• 

Figura 18. Histograma en tonta 
de curvrts Gauss1anas que 
representan ie rluore
srencta emtttda por los 
n~1c leos esperm&.t.lcos. 
Tomacto o~ G1ean111 (1988J. 

EspecttH"iH-:tonP.f; rJP! .'tpararo. El 1nyf:'ctor ae C'.orrtente ae 
till~"Jet-1n-Tir"-IS1ntr.?i'o11rr1on 11tera11 e::; ae 76 mtcrt>metros 
(ttg. 17). El rayo tasPr, p~rpena1ct1Jar a 1a corriente de t!U]o, 
ex1ta los m~rleos y/o C'f!olUlets en tnt:' rango~ nr. luz Ultrav101et.a 
ae 351 C\ Jb4 nm oper.:!OC'IO ~ 1 ~1·-200 mw. J .. os oetectores de 
r1uorPRcenc1a est~n ~otocaoos a o y a 90 graaos con respecto al 
n.:t.;: ctel laser cti::> tal mrtn"?ra que 1a t111oresC'enc-1a em1t1da por J.a 
C'"ara plana ae 1os .;ispermato:::o1ao:-s es rPcog1cta por el aetector o 
grdaos, mientras q11e e1 aetec-ror 90 gr~ctns rapra la tiuores~enc1a 
em1t1aa por el norcte ne la f"'aDPZ~. Las sena1es son procesadas 
por compuraaora e interpret<\aas grat1cament~ como n1stogra•as en 
torm"" ae ~urvas <';alJ5SHmas l r1gura 18). 

Separacton ae cro•oso•as medlante c1to•etr1a y separacton ae 
tlUjO. 

Los pr1nr"'1p1os son 105 mtsmo.c; q11e p~ra U\ f"'.Itometr!a ae 
tlllJO y separar1on re1t11ar. El ohrener trarr1ones ricas en un 
C":romosoma ina1v1m1a1 sirve para r:ri::oar 01011otecas g~n1cas 

esper1tlC'as n~ o?S~ C'romosoma o para n1or1ct1zac1on 01recta y la 
1oca11zaC'tnn ae ciertas sPr11enr1as aentro oe1 cromosoma. 

Ln~ r1pn:=:: rPJnJ_,,r~s ne n11mano m,.t1s ("omunmente 11t111zaaos como 
r11!'.>nto? <'~ C"romo.~omas ~nn r 1 riroot asto~ a1p10 ioes l"lllmanos, 
J.1nt1"H'\Ja.~rns ntnr1rtns ae c:P-11uas oe h"\mster y numano. La 
~<?pArdC'le"'ln cte cromosomas por esra re-c-n1r.a puecte a1canz.ar 90 "\ de 
p11reza. Los crC"mosomas pneaen ser s~paraaos " una ve1oc1aact ne 
i~~~~- ae lOLlO a 2000 c-romosomas por sequnao 1sartno1<11 !! ~·, 
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A.3 TECNOLOGIA DEL DNA RECOHBINAHTE lhtDrtdlzac1on del DNA) 

Aunque las t.~cn1cas ae n1nr1a1zac1on son 1as que t1na1mente 
se ut111z~n en el ct1agnóst1co ae1 sexo, se requiere ae una serle 
cte pasos previos en los que Intervienen ot.ras t~cn1cas 

pertenecientes a la tecnologla ae1 DNA recomn1nante (Oe ahl el 
t1ttuo d'!' este inc-tsoJ. Oe hecno, se pueae aec1r que se llevan a 
rabo varias pruenas ae n1nr1a1zac-1on antPs ae la 11r111zana para 
ei a1a9nost1co. 

Los pasos generales para rea11zar La n1br1a1zac1on ael ONA 
<"On r1nes ai:> a1agnost1co sexua1 son: 

- onten~1on ae tragmento~ espec1t1co~ del cromosoma v. 
- Stntes1s cte esos tragmentos (sonnasJ. 
- H1or1a1zac1on ae loR mismos con DNA prontema 

tn1nr1a1z.:.c1on a1agnt"Jst1ca; van v11et ~t_ i!!· · 1989J. 

En ta obt enr ion y s 1 ntes ts cte t ragmentos es pee 1 t ir.os del 
cromosoma Y tv."'.ln v11et !_.!: .ft...!·, 1~89) se requiere de: 

lJ Aislar el cromosoma Y por mea10 dP rttomPtr1a y 
separar1on ce tltlJO na parr1r ne n1or1oos ctP r~1t1la~ somat1cas. 

2 J crear 11n,'\ 0101 inter.:\ n qenor"'C"ª ae si::ort1Pnc1a.1; ae1 
cromnsoma Y (~sper1r1ras o nnJ por· m@dto ne la a1gP~t1on del 
genoma con e11ctonllC"1easas cte restr1cc1on tver aoaJoJ . 

.3 J c1nnar.1on oe i::ert11'."nc1.::1i::> ne1 cromosoma Y. 
4J Hior1a1zar.1on ne estas secuencias C"On UNA ae mocno y cnn 

PNA ae n@mDra, por ~""paraan, rnn PJ onJetn ne 1nent1r1car 
ser11enr10::- qui'.' n1nr1dtC"~n pr1nC"tpa! n tmtl":amPnre ron Pi r'romosoma 
Y. 

5) c1nnor Psras se~11enr1as y someterlas a1gest1on 
enz1m~t1ca par.=t ("t'ear 1tni'I ~eguna.'t ntt:nl tnteC"ñ C"on s~cuenctas 

Pspectt1r~~ del rromosom~ Y. 
"'} H1nr101z.a~ll"'ln rie lr\~ .::::p1~11i;;>n1~1.-is especttir·a.c; cnn [JNA ne 

mar.no y cnn llUA oe nemora, por separaao, con el OOJeto de 
oet~rm1nar ~J nt1m~rn a~ copias nentro ae1 genoma ne caaa uno ae 
1os sexos. 

r,..,s 5Pr1JPnr1as repet"1t1vas ael c-romosomi'\ Y en un alto 
mtmPro C"lP rop1rts \V. gr. ::neo), PS tfP:'"11enr-P que- pri:>!=>enten coptas 
n"mrq "'19"1.:::: m~f':""lr n1im~!-nJ Pn "qrt")~f"m~-:: " 1:1.r'l'lSlVI'? Pn el 
rrnmosoma X. Pnr rantq presentes t~nro en marnos romo ~n 

n~mnras. º"" estas secuencias se ct1ce que se enrt1entran 
en.1:1q11.;or1aas l?'n el genoma macno anti?s que ser secuen("1as 
Pspectr1r~s ae macno. 

lOl 



se puecte decir que existen tres t~cn1cas nAstcas q11e es 
preciso llevar a caoo para rea11zar los pasos menc1onaoos arr1na, 
y son: lJ la ct1qest1on enz1matica ctel DNA mediant.e ene1onuc1easas 
ae restr1cc1on y su secuenciac1on tal menos en part.e); 2) 1a 
clonac1on cte secttencias cte ONA; y, .}) la n1or1d1zac1on del DNA. 

BHZIMAS O BHDONUCLBASAS DE RESTRlCCION 

Para ootener 1a secuenc1ac1on cte cualquier porc1on ctel genoma 
se nan ut111zaoo ttna serte de enzimas en su mayor1a de origen 
nactertano qt1e tlenen ~orno carar:ter1st1ca pr1nc1pal et cortar el 
DNA en s 1 T tos: es pee 1t1r:os et 1 terentes, reconoc1ctos segtm 1 a enz una 
ut.111zacta. ~on 11amaaas as1 ya que evit:an (restringen) la 
entrana de ONA viral al c1top1ama celular {Aloerts et al., 
1989). La espec1t1c1Clad estl'I dada por 1a sec11enc1a Cle nasei (4-s) 
presentes alrededor nel sitio cte corte (t1qura 19). Algunas 
enzimas de restr1~c1on son Eco RI (cte ~ col1J, Htnct II (de 
HaemoPhYllls _!.f1t1uen::a~) y sac: 11 (Sacaromyces) y mucnas otras 
tLlndsay et al., 1987). caaa una de ellas tiene cttterente manera 
de cortar-e1-0NA. Las encton11rleasas que de)i\n extremos coneslvos 
son muy ut111zactas para ~1onac1on de genes lver aoa]oJ. 

Ftqura 19. 

.,,nd UI 

'~ "~' 
~ -=·?!:_ L?:~~ l 
l •_;_•_:._•_.:... ¿•~·-~·' 

co~rf 

s € ~-=·~C-C· l 
J~·=-:.:·=·~ ~·; 

Seeuenc1a cte nases alrPaector del s1t10 
y tipos de corte ne1 DNA con 
enoonuc1easas de re::<tr1cc1tm. Tomi'\do 
( ¡q~7 .. 

CCl'lTl 

de ('"orte 
dtterPntes 

cte AlbPrts 

De esta metoao1og1a SP oer1van, ne una mi::<ma porr.1on ne 
ONA, una serie cte tra;mentos rar~rter1stco~ para r~na enz1ma 
t trc\gmentos cte restrtrc-:ion cte long1t11ct varti\Ole, FRLV) ~011 1os 
cuales se puecten crear genocecas ae restr1r.:c10n. Para ootener ta 
secuenc1ac1on de los FRLV, se clonan y ll'?'st.ai::; clonas se somett?n a 
trat:amtentos q1um1r.:os ;:on los qlte se<\ Pl 1m1narto parr.1a1ment~ ~td.o 

un tipo ne ni1c1eñt.1cto. Hay 1m t-rat-"'mlflnr.o para r<H1A f"JP•' ctE' 
nur1eó~1ao. Al somer~r ~~to~ n1tPVOS rraqm~nros R sPp~rA~l~n pnr 
tl!>cnicas e1e('"r.rotor"!'t1cas se pnecte oorP.ner ta ser:11enr:uH·1on 1..1e 
.tas porciones de DNA q11e SP a~seen esruct1ar lttgura V.A,. 
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En resum~n1 ias ap11cac1ones cte ia tecnoloq1a de 
endonucteasas cte rest:r1cc1on son: 1nt:erv1ene en ei corte dei DNA. 
y su separación en traqrnentos, en el mapeo de cromosomas, en eJ. 
ana11s1s ae secuencias nnPc1eottc:t1cae de DNA, en eJ. a1s1am1ento 
de genes, en ei ana11s1s ae J.a or9an1zae1on oe! DNA ae c~1u1as 
eucar1ot:as y en 1a reestructurac1on y c1onac1on tte mo.leculas ae 
DNA (Aloerts~~·· 1989; Llnctsay~!!..!·1 1987J. 

ft.g,.,..,,1<1 '"" .. ' ~ ... ~ ,.,:;.te.9d'Q c.- ,.u .... 
wt•ht'l'>Q"''---------., 
r:e:!acACtTG..aA.CGr!AT(;Ci 

\>fl 'º"'""•t!O Q1,>•"1>CO 4V4 fQmr-' 
•W'lt>f>(. .. .,., .. "'•P'l•lcr• 
••l..:IU'li A P>IXl .. t4' ft1~"'•'1IOI 
tad• .. "••lll de o,.,..,, .. , 
loil.¡¡•1"'1H 
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''""-"-'º" ••o.l'Cl•..,. 

•ti<I• l••o;,,.,.~ro1 '"" º"""''"J'c1 "'" •'•·1:11~'º'º'" 
"'-tl<•Q•I QI K.,.•ó"our.oe••'"'•""'°"'"• 
to"~""º" 'f •«•a<ft~•~\l'I''" •<:Me Of'i••t.11 >ot. 
'••~""""'t<IJ •W0.-cfr..o1 

A 

l.11...:,..,.c,1 dflA()N '•.O. 
<$o<~~.._, • .,.."'- 11"61'1• 
"'''""''•l .. tuc>ot<.....-<Ul9•!•• 

Figura l ~. necuenc1ac1on ae oases en PRLVs mediante 
e1ectrotor"?s1s to) oespues ele naoertos sometido a 
tratam1P.ntos quimtcos espec1t1c:os (a}. Tomacto de 
A.iberts t 1989 J • 

CLONACION D&L DHA 

La c1onac16n es 1.:\ r¡;;:iproaucc1on qenot1p1ca y tenot1p1camente 
1ctP.nt:'1r:a tcionJ ae un 1na1v1ctuo un gran nllmero de veces. En J.a 
~1ntl=ir1on oe1 DNA ,;~ :f1111t1p11ca en un nt,m(lro muy a1to, 1a o !as 
s~r\t~rt~lAS ae DNA aeseanas. 

L~s nerr~m1Pntas n101og1~as rtt1l1zadas romo vertores en !a 
rion~r1on n@J DNA son: el p1Asm1ao, el oact~r1otago. ~1 cosm1do y 
ei YAC' tcromosomas lt?vaoura-art1t1~1a1es; ap1mr-es ae1 curso 
Actua11zac1on -en 8101og1a Mo!ecular-, Hosp1ta1 Gf;'nera1 <le- Mtox1co. 
Mar~o ... Mayo, 1990J. Aoem~s. se t11;.ine 1a c1on"~tbn por rnea10 dE' 
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ia po11merasa de reacc1on en cadena (PCR) que es un sistema 
enztm8t1co 1n v1tro que no reqtnere cte organismos b101oq1cos ¡ver 
abaJo). Los pr1nc1p1os de c1onac1on pa~a los vectores n101oq1cos 
son los mismos. A conttnuacHm se describe la c1onac1on del DNA 
con p!Asmtdos y la c1onac1on mediante la tecn1ca de PCR. 

Plasatao. El p1asm1<10 es DNA de torma ctrcutar ae doble 
caaena y ae na)o peso mo1ecu1ar separado naturalmente del resto 
del genoma. Los pH1.sm1oos estan present~s en c~lutas 1Ja~t.er1anas, 
en levaduras y en mamltieoros 1A1berts, 1989). son pur1t1caoos en 
base a su naJO peso mo1ecutar; el DNA cromosom1~0 es secHmentado 
mediante centr1r11qac1on quedando en suspension los ptasmtdos. 

Para ut111zar1os en c1onac1on, et DNA ctrctuar ael plASmtC'lo 
e~ secctonacio por una 1?nz1ma ae restr1r.c10n. La enaomtcleasa 
aeoe ser cte1 tipo que OPJt? extremos cones1voR. A Ri mismo, ~1 
DNA qenOmico a clonar aenerá ser seccionacto por el mtsmo tipo de 
enztma. De esta manera se puede insertar el DNA pronlema al 
p111emiao (ttqura 21). 

~ull~AONO•I 

plum""' Cf>r'• .. , .. ,,,..,.U"'•'•"'º 

-=~~ cl""r, 
~~ ''"" r·~~ 
~..:::: .. ":":::~ .. '7:.. 

~ 
tdcC.mud'>o•fr~n1""'m 

AON produo;llb p:w 114 -1•C10 o. 
-f\UCt9•l.91WtHlfCC:IQn 
...tw• .. AONo~ 

11J01Kvl•d9ADN.i.4 
"'-•mela. cun ~ADN 
P~lnMl't-cjo 

Ftqura 21. Inserr.1~n ae DNA neterog~nPo al ONA ael pU1smtan. 
Tomaao cte Atnerts ~ ~· ( 1987 J. 

En la r1qttra 2 L, s~ .;>squP.mñtlZR como 1os extremos r.onesivos, 
proaur.tdos al engerir 111 terPntes DNA f'Oll la m1smri. enzima ae 
reRtr1<"'<"'1tJn, permiten la 1m1on C'li::>l ONA hPt.f:'rogt-nE>o y el DNA 
ae1p1asm1ao. 

Los ntnr1aos ae DNA ae1 p1asm1ao y el DNA pron1ema, son 
transterlctos a ~~1111aE= naC"ter1anas o dP. 1Pvr1011rn por;¡ q11"' nurant"' 
1a m111 t.lpl l<"dC' 1 on e-e !lit ar sea rept iC"aC1o le lon.i:tcto J e 1 ONA 
neterog~neo Jllnto con et ONA ae- P.Stas cl!-lutas (A!Oerrs et: at., 
1~89). sotamente aigttnas ClP lafi ('Oton1Rs 1nacter1ana5 O ae 
1evaai1raJ conr1enen ..-:-1 insPrto rnrrpi:;pcnrt1¡::anre ai DNA rie inter~s. 
A cont1nl1Rr1ón SP 1a~nt1r1can y a1~lRn eRtra r.nlon1~s p~ra 
pur1 t tea r la s~~n.:-nr: I a pron 1 Pma en r"'tnt H1aa s1tt ir IPn ti::- paro ~11 
ut111zac1bn. 
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DNA co•ple•entarto (DNAcJ. Los insertos ae DNA a ser clonaoos 
pueoen ser onteniaos mecuante una estrategta cu terente. una gran 
parte ae1 DNA no es transcrito a RNAm para la slntesls proteica y 
por tanto se a1r.P.. que corresponde a pseuctogenes, mucnos cte estos 
pseuoogenes son cionaaos por el procect1m1ento descrito arrlba. s1 
en lugar de a1qer1r enz1m.!tt1camente el DNA genom1co y clonar ios 
tragmentos resultantes, se extrae el RNAm celular y se somete a 
la accton ae la RNA transcriptasa (enzima presente en !Os 
retrovirus qt.te cata1iza la s1ntes1s ae DNA a partir cte un 
templete de RNAJ se ootenctr&.n tantas cadenas ae DNA, 11amactas ONA 
comp1ementar10 (DNAcJ, como RNAm sea ais1aao de !a c~lula 

estua1aaa. Est.os ONAc s1 corresponaen, a11nque como una especie de 
neqatlVo, a la secuencia cte am1no&.c1rtos ae las protetnas 
proctuctaas por esa c~1111a tA1nerts et al., 1989). Las venta)a5 ae 
Obtener insertos por estP mea10-Soiire los insertos ae DNA 
9enom1co son: 

- Algunas c~1u1as se espec1a11zan en proauctr cierto tipo ae 
protelnas y, por tanto, cte RNAm part1c\Uar de esas c~lulas en 
grandes cant1aaaes. ne esta manera es rAcll ootener DNAc 
espec1rico ae cu~rto tipo ce1111ar. 

- El nnmero ae insertos qtle se or1g1nan por esta t~cn1ca es 
mucno menor que e1 onten1ao a partir ae ia a1gest1on del genoma 
cetu1ar total. con Pllo, el nnmero ae cionas sera también mucno 
menor naciendo ml'ls tacu is 1aent1t1cac1on y p11r1r1cacif.>n de 1as 
clonas de tnter~s. 

En la act11a11aaa es matPr1?1 ae e~per.uJ acH'1n c11cu es el qen 
determinante Oel sexo (pag. 8B-8Q) y ctlHl el RNAm transcrito a 
partir de el, pero en cuanto sean plenamente 1aent1t1caaos se 
poaran nacer sonaas de ONAc altamente macno-~speclt1cas. Estas 
sonaas servirl'ln, i:ontr'7' otras cosas, tanto para a1agnost1car el 
sexo emor1onario como para aescunr1r i:-1 momento exacto en qu'=." se 
activa la dlterenciacion sex11a1 en el emnr1bn. 

Poiiaerasa d.e reacc1on en cnelenn l PCR). Recientemente tue creado 
un sistema in v1tro ae c1onac1on ae1 ONA que no requiere ae !a 
tntervenc1on-cte ct:olulas vlvas (Sa1k1 et al., 1985). BaJo el 
sistema de PCR, ta~o1~n conoc1ao como ----amPI1t1cac1on enz1mat1ca 
a1rig1da, el ONA prori1ema es rep11caao en torma s1m1Lar a come Jo 
nace una c~1l11a pero con importantes variante~. Para comprenaer 
las aiterenc1as primero analizaremos ios pr1ncip1os generales de 
ta repl1ca~1on ael DNA en terma notural tr1gt1ra 21J; esto~ son: 

- .separrt:-ion ne las .:::. C"aaenas ae DNA mecnantP. 10 rtc-c1on de 
la DNA ne11casa y ("On ayucta de protetnaEI aesi:ostani11zaaoras de la 

- s1nt1•s1s ae RNA primero tver anaJo) por una RNA 
primas'\. 

- s1ntes1s ae novo ae 1as caaenas complementarias ae DNA por 
a("r1on cte la DNA po11merasa. 

- E11m1n~~1on ae1 RNA prtrn~ro y llenJao ae lOS espac1os 
resuJtAnt~s con aesoxirr1nonuc1eos1nos por acc1on cte ia DNA 
po11mer<'\Sa. 

Se11aao y 11n1on ae !ns tri'\gmenros de DNA por 1ma DNA 
llgasa. 
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Flqura 21. Rep11cac1on del DNA en tonna natural. Tomado de 
Aloerts ~ !..!· 11987). 

Las DNA po11merasas son 1as enzimas encargadas ae d1Jpl1car 
el genoma ceituar mecuante !a s1ntes1s de! DNA. Para ei10, 
requleren de 1a presencia deo 1m templete de DNA t cada una Cle 1as 
hebras de DNA or1g1na1) y de una mo1-..r:u1a cte RNA prtmeroen cada 
uno de 10$ s1t1os de slntesls de DNA. En las r.~1111as vivas ia RNA 
pr1masa es la encargada de s1ntet1zar la mol~c111a pr!meroae PNA. 
En 1a t~cn1ca de PCR 1os prlm@ros corresponaen a 011gon11c1eot1aos 
s1ntet.1zao.os 1n v1tro. La secuencia cte estos nuc1eot1oos aeoe 
ser com~lementar1a a porciones del DNA problema loca11zadas nac1a 
e1 e><tremo .... oe Jas s1?cuenr.1as qui? se pretenden amp11t1car 
{tlgura 22J ~1rv1endo ast com0 11m1tes para PI DNA c1onado 
(Aloerts !:_! ~·, 1qa9; Er11cn ~ .2_!., 1988). 

En 1a técnica de PCR la aup11cac1on del DUA se l!t:iva a cano 
mea1anre !ns s1g111entes pasos genera1es: 

lJ El DNA prootema es extra100 de las c~lt11as. Esto se 
pu~de 1ogn\r mediante 11~1s rA1UJar '='" medios nipotf:lntros y 
centrl tugac1on (We1er et a1., 1990J o por trr1;tamlento 
nipert~rm1co ( 94 graaos cenf.1graaos por JO m1n11tos; Handys 1ae ~ 
a1., 198QJ. 
- 2J Separac1~n oe las 2. r.aoenas 1n v1rro (C1PSnarur;:iuz.;r1ón 
oel DNAJ. A a1rerenr1a ae 1a rep11C"ar1on naturaJ ""'" 1a t~r.n1ra 
ae PCR ~sto se logra mecti.=1n1:.e trrttam1ento t~rm1r.o t 1 íl•) graon.::: 
cent1graao~J y nn por meatos ~n~1m~t1co~ {A!Derrs et~~·· 19BQ; 
Erl1cnet al., 1988; ~aun et al., 1985J. -

3) se artaaen 011goñliC"~ót:Htos (DNA prtmo?ro¡ en PX("eSo 
ctespul!'s cte naber 01sm1n111cin ta remperrtTllr'l 65 grarins 
centlqrados y se permite 1" n1or101z~r1on ae esroq ~nn 
sec11enc1as lO("altzaoas en eJ extremo ~'ª'"' 1ns tragmentn.~ rtf':' DNA -:t 
clonar lA1t:ierts et "'l., 19139; Er11r.n et ai., 19>i~J. 

4 J Se al'laaeoNA po11merasa y 106 4 ctesox1rr1non11c1eot1aos 
tr1tosrai:o Y se- 1ncuoan c~rca ae 5-10 minutos para que Sf:?.-:tn 



s1ntettzaaas .Las secuencias de DNA corriente anaJO' • con 
respecto a .La loca11zac1on del prtmero {Alnerts et ~·· 1989; 
Er11cn et al., l98f.1; Sa1K1 et al., 1988). -

5J- Si se repite el clc10a partir cte la desnatura11zac1on 
del DNA, cacta nuevo c1c10 aup11cara et ntJ.mero cte copias cte la 
secuencia a e.tonar con respecto a .Las existentes al t1na1 ae1 
c1c10 antertor (t1gur~ 2lJ. De t~l manera que, si se repite por 
20-40 o mas vecei::, se p11i::aae amp1it1car una secui::anr"ia naf;ta 
m111ones ae VPces {Alberrs ~ ~·, 1989; Er11r.n f.! il·, 19138). 
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Ftgura 23. Rep11cac10n (clonactOnJ ctel DNA por .La t~cn1ca ae 
PCR. Tomado de Alberts ~ ~· (1989). 

Den1ao a q11e para in1e1ar t:n n11~vo ctclo el DNA neo-e1nnactn 
se somete al tracamtentn ~~rm1ro ron el t1n ae desn~tttra11zar10, 

la ONA poL1merasa tteneo qt1e ser ext.ralaa .,, parr.1r ae 1111 organismo 
termot110 1 ae lo contrario, es necPsarto anao1r m~s ONA 
po11rnerasa en cacta r1c10 rt1t1cu1tancto ta automat1zar.1on ae 1a 
tecn1ca. sa1K.1 et al. ( 1G1'8a), pur1t1carnn 11na UNA pot1merasa 
termoest.ab.Le cte ra Oacetrti\ termOtl lñ Tnermus aq\1<'\tlCUS que se 
conoce como Taq po11mi:.orasa cuyii \ltlltzac~na g~neralizacio en 
la actua11ctaa. 

Para clonar sonctas marcactas so10 se requ1ere rte al1act1r 
nuc1eot1ctos marC"anos racnoact l vamen r.e, o con ñ t gun ot- ro r.1po di'.' 
marcaJe, ct11rante Pl pa~o 2 ya sea at 1n1<"1n ne Ut r,.rn1r~ {' Pn 
1uguno ae ios t""!lC1ni:; :"19111-:-nre . ..; !~""ll?r ~~ ~·, ¡q401. 

Ut111aad. La magn1t11d oe l-" amp11r1car"10n que 15p p11~C1~ iogr<"r 
CO'ñ'l'at~cn1ca de PCR, resuelve et pron1ema ae la ponre rPaC"cton 
que presentan en 1a htnr101zac1on 1as s~ruenc1a~ nn1~as o ne naJo 
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nttmero de coptas. Aaem8s, ya q11e esta t1::>cn1ca es automattzalJLe, 
la prooucc1on cte sonnas comerc1a1es tac111tar~ e1 01agnost1co 
altamente espec1t1co tanto 0~1 sexo emor1onar10, como de 
entermedades gen~t1c:as {Sa1K1 et al., 198~) y entermeaaaes 
1ntecc1osas tmater1a1 genet1co aF'"m"'iCroorgan1smos patogenos), o 
para la ctetecc1on temprana de oncogenes activos y an~11s1s oe 
var1ac1ones en secuenr1as a1e11c:as (Er11cn _'!!'. ~·, ¡qeen. 

HIBRIDIZACION DRL DMA 

Esta t~cnt<:'!a es Llamada as1 porque que su pr1nc1pal 
caracter1st1ca es 1oent1t1car La 11010n ae 2 secuencias 
complementarlas oe DNA ae dlterente origen tuna s1ntet1ca y 
maracaaa, y otra natural). La nlnrH11zac1on puecte ser llevada a 
r.at>o extrayendo el DNA pron1ema ae las celulas estuc.1.li'Htr1;s y 
expon1~nao10 al DNA stntet1co o ap11cancto directamente este 
rt1t1mo sobre las c@1u1as ct~ un corte n1sto1og1co (hlbr1d1zac1on 
tn s1tuJ. Para pocter exponer el DNA problema, es necesario 
transter1r10 y tt)arlo a papel df'.' nitror:eltt1osa. La r.ransterenc1a 
se puecte llevar a cano mect1ante var1as t~cn1cas, a cont1nuac1on 
se exp11ca lA t~cn1ca de transterencta so11tnern para 1uego naniar 
sonre 1a n1nr1d1zac1on propiamente a1cna. 

Transterenc1a soutnern. En ¡q7~ so11tni:>rn, hlt)r10.1z.a tragmenros 
el.e DNA con sonrtas ract1oacr.1vas ctespueos ái:- r.ranster1r1os a un 
papel áe nttrOC'i::'lllloaa mecttante 1os s1g111entes pasos: 

1) Ext.rar.c1on del DNA. El DNA qne se someterA a 
hlbr1ct1zac1on se extrae ae las ceo1u1as mediante pases sucesivos 
¡;ion solU.'.""tone!' rte r.1orotormo, tPnol e ii:;oaml lñtcono1. El tenol es 
110 potente sn 1 vente organ1r.o, parr.1a1menr.e m1sc10 te en i'\glta, que 
e11m1na las nnr1eoprote1n-:ts, El a1C·nnn1 prec-1p1ta los acic1os 
nuc1e1cos separanáolos et~ otras mo1eoc\1las en so1uc1on. 

2J El1m1nac1on ae los tragmentos de RNA. El RNA 
"C'Ontam1nant.:>" se si?para r1.e1 DNA gracias a su ctlterente 
so1uo111ctact en atcnonoleR. El RNA que aun quede se C11g1ere 
enz1mat1camente trat~nao10 con ltna RNasa (Alnerts et a1., 1989). 

3) D1gest1cn ae1 DNA proo1ema. ::;e rt1g1ere eloNA pronlema 
con enz1maf; ae restrtcC'.lbn. 

4 J :-=iPpAri'\rl("ln y oesnatura11zac1on c:te Los rragmentos ae 
long1tnn vi'\r1-nf"'ll"" ~FRLV). Los; FRLV res111tantes tDNA cte o.cole 
nPDrñ), qnn sPpñrAans entre st mPátanre eL~~trotores1s en geles 
ce ~gAroAa o a~ poL1acr11nm10~ y se aesnatura11=nn mPC11~n~e 

rrñtnm1ento t~rm1rn, 
5) Transrerenr.léL Be ne11t.ra11za et gel sumerg1endolc1 en 

so1uc1on butter a pff7 y se trñnst1ere el DNA r.onten1cto en el gel 
ñ •m papel rt? n1tro(":e1111osa o ne nylon ~Altiert's !_! ~·, 198~). 
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Fiqura 24. Transterenc1a de FRLVs a papel t11tro por la 
t~cn1ca de soutnf!'rn. Tomado de f>outnern t ¡q75). 

La transrerenc1a sP Jngra arr~stranao e1 DNA en una so1ur.1on 
ae ssc {cloruro ae sodio o.ots M y citrato oe son10 o.nis H) qu.;i 
asC'lende por cap11ar1aaa a trav~s ae1 gel nac1a el papel cte 
nttroce!\Uosa (o ar:- ny1onJ PO et r::uot qnPcta atrapacto ( t1gura 24). 
una no)a anr.na ae pr1.pP1 r11t.ro tr1gura 24ñJ, sumerg1aa 
previamente en so1uc1on ::>f'C', se cotar.a soore una l"llpert1r.1e 
impermeable y numeaec1cta con esa misma soLUC"lt°JTI, $obre t:>l papel 
t1ltro se coloca el gel, a cana taoo ae1 C"11a1 Y separaao por 2-
Jmm, esta una noJa ae v1ar10 ae df.:' mater1a1 Perpex tctet mismo 
grosor que et get1, se cotoca una r.1ra angosta ae papel di? 
nlt.roce1111osa snbre Pl gel ror1t1anno un,:, especie ª"' p11Pnre~ enrr~ 
el gel y las noJ-"'f> ae Perpex tt1g1n-a 24h1 y ~ ra11"' !i'IOo ae1 
pape! oe n1troce1tt1osa. y apenas sonre1ap~nr1osP ron "'1, ~e 

colocan 2 tiras de papel t 11 t.ro ae 1 m1 smo anr.nn qll"' ""'1 11e 
n1trocel\11osa ( t1gura 24CJ. Al 1gua1 que la noJa anr.na de papel 
tlltro, 1a tira oe n1troce1u1osa y las tiras angostas de papel 



t11tro cteberan estar numertec1das con so1uc1on ssc. Arrlba de 
todo 10 anterior se colocan varias noJas mas o menos anchas, 
gruesas y secas (o tam1:>1~n un altero cte noJas de papel h1g1~n1co} 
con el obJeto de que aosoroan nu•edad de los estratos 1nter1ores 
(t1gura 24ct}. As1, la so1uc1on de ssc del papel t11t.ro •&e 
1nter1or asctenrte pasando primero por el gel y ct1so1v1endo y 
acarreando el DNA nac1a el papel cte n1troce1u1osa. El DNA queda 
atrapano en el papel ae n1tror.e1u1osa mientras que la so1uc1on 
ssc cont.lntH" su ascenso a trav~s de los aemas estratos de papel 
seco. El tiempo requer1cto para la tnmsterenc1a es variable y 
depende del tamano de los rragmenteos oe restr1cc1on y, 
probablemente, de la concentrac1on y grosor ctel gel tsoutnern, 
1975). 

Es necesario t1Jar el DNA al papel n1troce1u1osa, esto se 
nace calentando e1 papel de n1troce1u1osa a 10-eo grac.tos 
centrlgrados por mect1a nora. se sabe qt1e en~re mayor sea la 
concentrac1on ctel mento en so1uc1on ssc lnasta \O X SSCJ, meJor 
sera 1il retencton de los tragment.os ae DNA en el papel e.te 
n1troce1u1osa. 

H1Dr1d1zac1on. Para 1a n1or1d1zac1on, el papel de 
n1troce1u1osa se numecseceo con so1uc1on de htor1ct1zac1on. Las 
sonc.tas de DNA a1sueltas en so1uc1on n1or1ct1zactora, se v1erten 
sonre el papel ese n1troce1u1osa y se permite la ntor1ct1zac1on a 
lo largo ae la no ene. Se lava conc1ensuctamente el papel de 
n1troce1u1osa para e11m1n~r la n1or101zac1on inespec1t1ca y se 
lee el result.aoo por medlos c1toqutm1cos o por at1toract1ograt1a, 
segtin sea el tipo ae marcaoo ae 1as sanctas. En la tigura 25, se 
muestra no esqu1?ma. s1mpllttcé\C10, ae la t~cn1ca cte n1or1ct1zac1on 
ae1 DNA mea1ante transterenc1a Soqtnern. 

lo1 l•ao;,¡,.....nto• 6'I .liON d4 ()oOlof 
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Flgl1rñ 2"'. H1nric11za("1nn ae1 DNA pos1:-transter-=inc1a southern. 
7omarto l'.1"" A1nerts ~ ~· t 1Q87 1. 

l,<\ r~c1nca cte n1or1r:nz.ac1on, C'.ltancto se ut111za RNAm. cosno 
mater1a1 proo1ema, se conoce como ~ransterenc1a Nortnern y en 
e11a se 'lt111zan sonaas ele DNAc (AlDerts !._! !..!·, 1989). 

l 1(1 



En la n1nr1dizac1on in s1tl1, rea11zaaa soDre c~1u1as en 
lnterrase o en a1v1s1on y TIJiCi'llS a una u1m1n111a, 1a cromatina 
es so•et1aa a a19esttón enz1mAttca (prote1nasa K, P1nxe1 et a1., 
1986) con el tln ae queo se desconaense ei· nttcieo.- La 
h1nr1ct1zac1on in stt.u no requiere. cte la a1qest1on por 
@onaonucJ.easas ci~restt=lC'Cton. 

La t~cntca ae nior1n1zac1on s~ na s1mpltttcaao 
trans1t1r1enao a1rectamente e1 DNA celular aesnatura11zacto a 
papel ae n1tro~e1u1osa, sin 1a neces1ctan ae a1qer1r10 con 
enaonuc1easas n1 somet~r10 a ~1eccrorores1s y se conoce como 
transterenc1a ae punto o "ctot 01ot". 
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