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RESUMEN 

La mayoría de las terneras (92%) nacidas de parto gemelar heterosexual (macho 

y hembra) son freemartín estériles, de manera que resulta ímportante que esta 

condíción sea díagnosticada a temprana edad ya que las treemartín no tienen el 

potencial para ser utilizadas romo hembras de reemplazo. Las técnicas básicas 

tradicionalmente empleadas para el díagnóstico del síndrome freemartin han sido: 

la examinación dínica ; la prueba de tolerancia de homoinjerto; la prueba de típos 

sanguíneos; y el análisis citogenético. Sin embargo, actualmente la técníca de 

PCR nos ofrece una herramienta útil para el diagnóstico preciso y oportuno de 

esta entidad intersexual del bovino. A través del análisis molecular (PCR-RFLP), 

empleando oligonudeótídos iniciadores para los genes Zfy y Zfx del bovino 

doméstico, se diagnostícaron con la condición intersexual, síndrome freemartin. 

13 índíviduos (8os taurus) procedentes de un total de 15 partos múltiples 

heterosexuales (14 partos gemelares; 1 parto triple). El producto de PCR-RFLP 

fue analízado medíante electroforesis en gel de agarosa al 3% teñído con bromuro 

de etídío permítiendo identificar los genotipos de los animales estudiados, machos 

normales (447 pb, 344 pb y 103 pb), hembras normales (447 pb), así como 

bovinos quiméricos (freemartin 447 pb, 344 pb y 103 pb). El uso de esta 

metodología (PCR-RFLP) mostró ser una herramienta útil para el diagnóstico 

preciso y rápido (6 h) de estos animales que no tendrían valor reproductivo. 



INTRODUCCIÓN 

En el área biomédica, el uso del análisis molecular ha posibilitado el desarrollo de 

nuevas estrategias diagnósticas, basadas en la detección de secuencias especificas 

de ácidos nudeicos, lo cual ha permitido una mejor comprensión del proceso de 

diferenciación sexual (White, Arnheim, Erlich, 1998; Salamanca 1983). 

En los mamíferos la diferenciación sexual normal se inicia con el establecimiento del 

sexo genético, es decir, la constitución sexocromósomica (XX o XY) del cigoto que a 

su vez determina el sexo gonadal (ovario o testículo). Posteriormente, la presencia 

de las hormonas a través de su acción sobre los órganos blancos define el sexo 

fenotípico, es decir, se desarrollan los genitales internos y externos acorde con el 

sexo genético y gonadal. La diferenciación sexual constituye un fenómeno biológico 

trascendental , ya que permite la perpetuación de las especies que se reproducen 

sexualmente, a lo largo del proceso evolutivo, asegurando una mayor variabi lidad 

genética en los individuos de una especie y, por tanto una más ventajosa adaptación 

al medio ambiente (Tamassia, 1991 ; Carnevale, 1992; Salamanca, 1992). 

En muchos sistemas biológicos complejos la reproducción requiere la interacción de 

dos individuos diferentes respecto al sexo (Naftolin, 1981). La reproducción sexual 

con algún grado de dimorfismo gamético es casi universal entre los organismos 

eucariotas {Charlesworth, 1991 ); en los mamíferos el sexo homogamético (XX) 

corresponde al sexo femenino y el heterogamético (XY) al masculino (Mittwoch, 

1998; Cuevas y Kofman, 1990). 

La regulación de la diferenciación sexual en las especies animales está controlada 

por diferentes factores según la escala evolutiva; un factor importante es el 

mecanismo gonosómico de determinación sexual de los mamíferos, en donde el 

cromosoma Y determina la formación de tejido testicular independientemente del 

número de cromosomas X (Cuevas y Kofman 1990; Therman E, Susman 1993). 



2 

Etapas Biológicas De Diferenciación Sexual 

El dimorfismo sexual es el resultado de una secuencia de eventos que ocurre en las 

fases más tempranas de la vida con alto grado de precisión en sus mecanismos de 

regulación y se realiza en tres etapas sucesivas 1) Cromosómica, ll) Gonadal, 111) 

Fenotípica (Kofman et al.; 1982). 

Diferenciación Cromosómica 

En los mamíferos la diferenciación cromosómica inicia en el momento de la 

fecundación, en donde un espermatozoide que posee un cromosoma X o un 

cromosoma Y fertiliza al óvulo que sólo aporta un cromosoma X. De esta manera la 

hembra tiene un complemento cromosómico XX y el macho XY. El mecanismo 

subsecuente dependerá de la presencia de factores determinantes de la 

diferenciación sexual localizados tanto en autosomas y gonosomas (Kofman et al. ; 

1982). 

Diferenciación Gonadal 

Las gónadas son formadas por dos tipos de células somáticas de origen 

mesodérmico, células de soporte (células de Sertoli en el macho y células foliculares 

en la hembras), otras de la células somáticas son las esteroidogénicas (las células 

de Leydig en el macho y de la teca interna en la hembra), así como las de tejido 

conectivo; para la formación de las gónadas es fundamental la participación de las 

células germinales primordiales (CGP) que se consideran como células sexuales 

predeterminadas antes de que alcancen el primordio gonadal (fig 1 ). El dimorfismo 

sexual gonadal es evidente en el humano hasta la sexta o séptima semana de vida 

intrauterina (Haseltine y Ohno, 1981 ; Bogan y Page, 1994) 
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Fig. 1. Corte transversal de la región caudal de un embrión de rata de 10 días de 
gestación. Se observan varias células germinales primordiales (flechas) migrando 

hacia la región de las futuras crestas genitales. Una de las CGP se encuentra entre 
las células epiteliales del intestino primitivo (Tomado de Kofman 

et al. Rev. lnvest. Clin. 34: 349-359, 1982). 

3 

Alrededor de la cuarta semana de vida intrauterina en el humano las CGP inician su 

migración desde el endodermo del intestino y el epitelio dorsal del saco vitelino a 

través del mesenterio dorsal. 

Fig.2. Micrografía electrónica 
de una cresta germinal 
primordial tomada de un 
embrión de rata 1 O días. Su 
aspecto es típico de una 
célula con capacidad 
ameboide por presencia de 
prolongaciones 
pseudopódicas (Tomado de 
Kofman et al. Rev. lnvest. 
Clin. 34: 349-359, 1982). 
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Diferenciación Sexual Fenotípica 

El control directivo en la formación del sexo fenotípico reside en la acción de tres 

factores de origen fetal : 1) Acción de la Sustancia lnhibidora Mulleriana (MIS), que 

suprime en los embriones masculinos los conductos de Muller evitando asi el 

desarrollo del útero y las trompas de Falopio; 2) la testosterona hormona que 

promueve la virilización del tracto genital, estimulando por una parte los conductos de 

Wolf para que se forme el epidídimo, los conductos deferentes y la vesícula seminal, 

por último la acción de la prohormona dihidrotestosterona, ésta se forma en el tracto 

urogenital por reducción enzimática (5 a. reductasa) sobre la testosterona y actúa en 

el seno urogenital para inducir la formación de la próstata; a partir del tubérculo 

genital, pliegues genitales y engrosamiento labioescrotales se origina la formación de 

los genitales externos ( Gonzáles-Ramos, 1995; Wilson et al. , 1981 ; George et al. , 

1988). 

El mecanismo de diferenciación sexual es complejo y se puede alterar por 

anormalidades de los cromosomas sexuales y por mutaciones genéticas que se 

heredan en forma mendeliana, que se relacionan con algunos de los procesos de 

interacción entre genes, hormonas, y receptores hormonales (Camevale, 1992). 

Algunos estudios indican que por lo menos algunas células germinales primordiales 

pueden viajar ocasionalmente de manera pasiva por la corriente sanguínea y llegar a 

la cresta gonadal. Esta migración es común en las aves y puede presentarse en 

algunos mamíferos como en bovinos, ovinos y caprinos. Esta migración permite el 

intercambio de las células germinales entre gemelos en los que la circulación 

placentaria se fusione antes que la células alcancen los primordios gonadales por lo 

que los embriones se vuelven quimeras no sólo en relación a grupo sanguíneo sino 

también, en relación a las células germinales (Ohno y Group, 1962). 
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Factor De Determinación Testicular (TDF). 

Diferentes estudios han demostrado que el cromosoma Y codifica para un mediador 

de la diferenciación sexual, necesario y específico para el desarrollo de la gónada 

masculina, llamado Factor de Determinación Testicular (TDF; del inglés Testis 

Determining Factor); y Tdy en ratones (Hodgkin 1989, Bogan y Page 1994). 

El Cromosoma Y 

En el humano el cromosoma Y es pequeño y presenta dos grandes regiones, una 

eucromática localizada en todo el brazo corto y la región proximal del brazo largo, y 

la otra heterocromática inerte, ubicada en la región distal de su brazo largo. Hasta la 

fecha alrededor de 1 O genes que participan en el desarrollo somático y sexual han 

sido asignados al cromosoma Y, sin embargo, el único efecto bien establecido es su 

papel dominante en la diferenciación masculina. Asimismo se ha sugerido que 

además de su participación en la determinación testicular, el cromosoma Y posee 

genes que regulan otros procesos tales como la espermatogénesis, el crecimiento 

corporal, la maduración ósea y dental y la prevención de manifestaciones somáticas 

del síndrome de Turner (Kofman, Merchant-Larios, Pérez-Palacios, 1982; Cuevas

Covarrubias y Kofman-Alvaro, 1990; Salamanca-Gonzalez, 1992). 

El Gen Zfy 

Page et al. (1987), reportaron una mujer XY con la perdida de un segmento de 140 

kb del cromosoma Y humano, de un gen que codifica una proteína con varios dedos 

de zinc (giros de aminoácidos formados por cationes de zinc, "zinc-finger" , por lo que 

es llamado ZFY}, como candidato para ser el Factor Determinante Testicular (TDF}, 

concluyendo que sus secuencias se han conservado en el cromosoma Y de 

mamíferos y muestran homología con secuencias localizadas en el cromosoma X 

(Burgoyne 1989, Koopman et al. . 1989). 

El ZFY tiene dos genes homólogos, ZFY-1 y ZFY-2 (Zfy 1 y Zfy-2 en el ratón). El Zfy-

1 pero no el Zfy-2 es expresado en la diferenciación embrionaria del testículo en el 
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ratón, sin embargo, ninguno de los dos genes es expresado en el test ículo 

embrionario del ratón mutante W"! W", el cual carece de células germinales. Estas 

observaciones excluyeron al Zfy-1 y al Zfy-2 como candidatos para el TDF del ratón 

(Burgoyne 1989, Koopman et al. , 1989). 

El Gen Sry 

En los mamíferos, la presencia del cromosoma Y se asocia con la diferenciación del 

testículo, y la ausencia de éste con el ovario, estudios previos proponen que el factor 

determinante del testículo es un gen denominado SRY en el humano y otros grupos 

de vertebrados. En el humano este gen se localiza en el brazo corto del cromosoma 

Y y se encuentra presente en una sola copia en el núcleo de los mamíferos. Las 

investigaciones realizadas en los mamíferos han demostrado que el gen SRY tiene 

una alta homología en la secuencia de nucleótidos e identidad en los aminoácidos 

con las proteínas HMG1 y HMG2, que se sabe funcionan como factores de 

trascripción, se ha propuesto que éste gen desencadena una cascada de expresión 

de genes, así como la expresión y la síntesis de la hormona inhibidora de los 

conductos de Müller; asimismo, la expresión de la enzima que interviene en la 

biosíntesis de esteroides sexuales gonadales como la testosterona u hormona 

masculina y el 17 ~ estradiol u hormona femenina (Villalpando y Sánchez, 1997; 

Gubia et al. , 1990). 

Como se ha mencionado, en la diferenciación testicular intervienen otros genes como 

el gen SOX9, el cual se detecta su expresión en la cresta genital y en las células de 

Sertoli del testículo embrionario; Además, este gen esta activo también en las células 

cercanas al conducto de Müller, en el epidídimo y en el mesonefros. Esto gen sugiere 

que tiene un papel muy importante en la diferenciación sexual (Vaiman, Schibler, 

Oustry-Vaiman, Paihoux et al. , 1999; Villalpando y Sánchez, 1997). 
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Un intersexo se define como un individuo que posee características anatómicas 

congénitas de ambos sexos, con diferentes grados de variación en los órganos 

reproductivos, o por ser genotípicamente de un sexo y fenotípicamente de otro 

(Trigo, 1998; Ayala et. al. , 2000, Blowey y Weaver, 1992). Estas anormalidades están 

fundamentadas en los cromosomas sexuales y en mutaciones génicas que se 

heredan en forma mendeliana (Salamanca, 1990; et. al., Carnevale, 1992; Kofman, 

1982; Tran, Picard, Campargue y Josso 1987). 

Hermafroditismo 

Klebs (1876), introdujó una clasificación de hermafroditismo en el humano, la cual 

hoy en día es usada en animales domésticos. En ésta se define a un hermafrodita 

verdadero como un animal con gónadas o tejido gonadal de ambos sexos; así como 

un pseudohermafrodita es aquel que tiene gónadas de un sexo pero otros órganos 

reproductivos con algunas características del sexo opuesto, el término va seguido de 

la palabra "masculino" o "femenino" acorde al tipo de tejido gonadal presente. 

El hermafroditismo verdadero se puede presentar de forma bilateral, es decir 

ovotestis en ambas gónadas; y unilateral que presenta ovotestis en una gónada y 

tejido testicular u ovárico en la otra; lateral o alterno, tejido testicular en una gónada y 

tejido ovárico en otra (Sundberg 1979). 

lntersexualidad En Bovinos 

Existen tres condiciones generales de intersexualidad descrita en el bovino, el 

síndrome freemartin, la disgenesia gonadal XY y el síndrome de feminización 

testicular. De éstas, el freemartinismo es la condición intersexual más común en el 

bovino doméstico (Marcum 197 4, Long 1981 ). 
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El fenotipo de las tres condiciones de intersexualidad de bovinos es femenino y 

pueden diferenciarse con base a la anatomía reproductiva interna, la histología 

gonadal y el complemento cromosómico (Long 1980, Farin et al. , 1993). 

Freemartinismo 

La condición de freemartin ocurre comúnmente en hembras de ganado bovino 

cuando en la gestación se presenta una anastomosis vascular con un macho 

gemelo. Donde los órganos reproductores de la hembra se presentan más alterados, 

el problema surge por la anastomosis de las circulaciones placentarias de los 

gemelos. La sangre se intercambia entre los fetos como se muestra en la Fig. 3, 

(puntos de fusión) y cada uno es colonizado por sustancias plasmáticas del otro, 

entre los días treinta y cuarenta de la gestación, es decir, antes de la fase de 

diferenciación sexual; la patología se da por los efectos que ejercen la sustancia 

inhibidora Mülleriana (MIS) y la testosterona del gemelo macho, Debido a que la 

diferenciación del embrión macho tiene lugar antes que en la hembra (Lainy et al., 

1991, Blowey y Weaver, 1992). 

La frecuencia de freemartin en estudios realizados, sugieren que provienen del 90 

por ciento de partos gemelares heterosexuales, o bien de partos múltiples si un 

macho está presente (Marcum, 1974). 
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Fig. 3. Anastomosis vascular coriónica de fetos bovinos (Tomado de Robert A Foster, 
Department of Pathobiology, Ontario Veterinary College, University of Guelph). 

En las freemartin los defectos en el sistema tubular genital varían en gravedad, en la 

mayoría de los casos no hay comunicación entre el útero y la vagina. Las glándulas 

vesicales de tamaño variable están casi siempre presentes y el himen imperforado 

ocluye la vagina hipoplasica. Se debe considerar que la vagina de un freematin 

generalmente es más corta de lo normal (Blowey y Weaver, 1992). 

Se ha observado en esta condición que los ovarios se encuentran poco desarrollados 

y ocasionalmente contienen tubulos seminíferos. La vagina caudal y las glándulas 

vesiculares están presentes, pero el resto del tracto tubular es incompleto. Algunas 

freemartin presentan fallas en el estro así como pequeños ovarios, glándulas 

vesiculares, y aplasia en el útero. Esta condición se puede usualmente detectar a 

través de palpación o por medio de ultrasonografía en el tracto genital (Farin y Estill, 

1993). 

En el freemartin los genitales externos preferentemente son femeninos en apariencia 

y el grado de afección de los genitales internos es muy variado, es característica la 

hipoplasia gonadal, represión de los derivados de los conductos de Müller, 
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masculinización de las gónadas y estimulación de los derivados de los conductos de 

Wolf (Kastli y Hall, 1978; Wilkes et al., 1984). 

Los genitales externos de una becerra freematin casi son normales. La vulva 

generalmente es más pequeña que la de las vaquillas normales y una borla de pelos 

puede surgir de la comisura vulvar inferior. El clítoris es largo y puede protuir. Los 

pezones son rudimentarios. Los genitales internos generalmente son caracterizados 

por hipoplasia gonadal, represión de los derivados de los conductos de Müller y 

sobredesarrollo de los derivados del sistema de Wolff. La vagina es más corta que en 

las vaquillas normales y ciega cranealmente. El cérvix suele estar ausente. El 

desarrollo del útero puede variar grandemente de ausencia total a una longitud 

normal de los cuernos uterinos, aunque estós usualmente están representados sólo 

por una estrecha banda de tejido (Kastli y Hall, 1978; Long, 1990). 

Las gónadas están presentes en el sitio normal de los ovarios. Algunas veces una, 

principalmente la izquierda, puede descender al canal inguinal (Arthur, 1959), pero 

carece de las características de ovario y muestra diferenciación hacia testículo, esta 

transformación varía de un grado pequeño (gónadas pequeñas sin epidídimo y la 

región del cordón sexual pobremente organizada) a un medio grado en el cual las 

gónadas son más largas, la región del cordón sexual bien organizada y en las 

conexiones existen los cordones sexuales, el rete y el epidídimo, en el mayor grado 

de transformación las gónadas estarán conectadas a los tubos del rete, y éstos a los 

conductos deferentes. El epidídimo algunas veces es normal (Wilkes et al. , 1984). 

El síndrome freemartin también ocurre en otras especies como la cabra, la oveja, el 

cerdo, el venado rojo y el carnero de las rocosas, pero en estas especies la 

incidencia es mucho más baja que en el bovino, esto refleja indudablemente la baja 

incidencia de anastomosis vascular placentaria en estas especies, en tanto que el 

quimerismo XX/XY es común en caballos pero no esta asociado con esterilidad. El 

quimerismo hematopoyético también es asociado con concepciones gemelares en 
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monos y raramente en el humano (Basrur y Kanagawa, 1971; Stewart-Scott et al., 

1990; Kenny et al., 1992). 

En la disgenesia gonadal XY no hay gónadas, sino una banda de tejido fibroso, el 

síndrome de feminización testicular es caracterizado por un genotipo XY, fenotipo 

femenino y testículos abdominales; mientras en el síndrome freemartin existe un 

genotipo XXIX.Y (Long 1981). 

Quimerismo 

El quimerismo se define como un individuo compuesto por células que se originaron 

a partir de dos cigotos, éste puede estar presente en todos los tejidos del organismo 

cuando es debido al desarrollo conjunto de dos líneas celulares después de que el 

óvulo y el segundo cuerpo polar han sido fertilizados, o cuando dos óvulos son 

fertilizados y se fusionan en un solo cigoto durante los primeros estadios de la 

división mitótica (quimerismo dispérmico). Por otra parte la fusión intrauterina del 

corión y el desarrollo de la anastomosis vascular entre gemelos heterosexuales 

conlleva al quimerismo hematopoyético, el cual no está presente en todos los tejidos 

del individuo (Gustavsson, 1979; Thompson, 1991 ). 
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Métodos De Diagnósticos De lntersexualidad En Bovinos 
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Para el diagnóstico de estados intersexuales se han empleado métodos como el 

examen clínico, la prueba de tipos sanguíneos y el análisis citogenético (Long 1990). 

Examen Clínico 

En el primero consiste en la observación de los órganos genitales, sin embargo, la 

apariencia de los órganos genitales externos en la recién nacida es relativamente 

normal , este examen se realiza al año de edad, en los animales mas jóvenes donde 

es imposible la examinación rectal, se debe insertar un tubo prueba lubricado de Y2 a 

Y. de pulgada vía vaginal. (Van Haeringen y Van Nieuwenhuizen 1980; Long, 1990) 

Pruebas De Tipos Sanguineos 

Dado que en la anastomosis vascular entre gemelos dicigóticos, ambos tendrán dos 

poblaciones de eritrocitos con diferente juego de antígenos de superficie. Esto puede 

ser detectado por prueba de hemólisis usando una serie de reactivos de grupos 

sanguíneos específicos. Una suspensión de células mostrará sólo hemólisis parcial 

para un reactivo, con el cual cada uno debería normalmente completar hemólisis o 

no tener reacción para un ternero nacido único. Con anastomosis vascular los 

determinantes antigénicos de los grupos sanguíneos de las células rojas de ambos 

temeros están presentes en cada uno de los gemelos. (Spooner, 1981; Long, 1990). 

Análisis Citogenético 

En el método citogenético para el diagnóstico de freemartinismo se observa la 

posible condición quimérica (XX/XY) en cualquiera de los gemelos heterosexuales, 

sin embargo, lo recomendable es muestrear a ambos gemelos ya que el porcentaje 

de células tiende a ser similar en ambos, es decir, cuando la hembra tiene casi 

enteramente células XX, el macho estará muy similar en su proporción de células 

con complemento cromosómico XY. Estadísticamente 90 células XX tienen que ser 

contadas antes de que uno pueda estar 99% seguro de que no hay células XY 

presentes en la hembra en un nivel del 5% (Harvey, 1975; Long, 1990). 
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Técnica De Reacción En Cadena De Polimerasa 
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En la actualidad la técnica molecular de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR, 

del inglés Polymerase Chain Reaction) es útil en el diagnóstico y detección de 

diversas patologías, es óptima en sensibilidad, velocidad y versati lidad, su aplicación 

se ha utilizado para el diagnóstico de enfennedades genéticas e infecciosas (virus, 

bacterias, hongos, parásitos), detección de mutaciones, secuenciación directa de 

secuencias amplificadas, ciencias forenses y pruebas de paternidad (Charlieu, 1994; 

Taylor, 1996; lnnis et. al. , 1990; White, 1989; Amheim y Erlich, 1989). 

Principio De La Técnica De PCR 

La técnica PCR esta basada en la amplificación enzimática (DNA polimerasa) de un 

fragmento de DNA que es flanqueado por dos oligonucleótidos iniciadores (primers, 

en inglés). El iniciador proporciona un extremo 3· OH libre para que las enzimas DNA 

polimerasas prosigan la síntesis de DNA. Finalmente los iniciadores son eliminados y 

reemplazados por secuencias de DNA, permitiendo así la síntesis de DNA utilizando 

dNTP (desoxinucleotidos trifosfato; dATP, dGTP, dCTP, dTTP}, como precursores 

para la polimerización de DNA (Charlieu, 1994; Taylor, 1996; Michael, lnnis et. al., 

1990; White, 1989; Amheim y Erlich, 1989). 

Etapas Del Ciclo De PCR 

Se realizan repetidos ciclos (-30) de desnaturalización del templado (DNA}, en esta 

fase se cal ienta la reacción a una temperatura de 90-95ºC durante 5 minutos, con lo 

que permite la separación de las cadenas del DNA molde a amplificar, generándose 

las correspondientes cadenas sencillas debido a la rotura de los puentes de 

hidrógeno intercatenarios (Griffin 1994, Charlieu 1994; Taylor 1996; lnnis et. al. , 

1990; White, 1989; Amheim y Erlich 1989) 

Para la alineación (hibridación) entre el iniciador y la hebra templado la temperatura 

desciende a una temperatura entre 40 y 60ºC, de modo que cada iniciador se alinea 

con le extremo correspondiente de una de las cadenas del molde a través de 
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puentes de hidrógeno. Cada iniciador exige una serie de estudio experimentales para 

determinar su temperatura de alineación específica ya que si la temperatura es muy 

baja la unión será de forma inespecífica y si es muy alta no se producirá una unión 

completa (Griffin, 1994; Charlieu, 1994; Taylor, 1996; lnnis et. al., 1990; Mcpherson y 

Quirke, 1996). 

En la extensión de los iniciadores, la Taq polimerasa incorpora nucleótidos en el 

extremo 3· del iniciador, utilizando como molde la cadena DNA previamente 

desnaturalizada. Este proceso se lleva a cabo a 72ºC, temperatura a la que la Taq 

polimerasa alcanza su máxima actividad. Normalmente una extensión de 20 

segundos es suficiente para fragmentos mayores a 500 pb y 40 segundos para 

fragmentos menores a 1.2 kb. (Griffin, 1994; Charlieu, 1994; Taylor, 1996; lnnis et. 

al. , 1990; Mcpherson y Quirke, 1996). 

Dado que la extensión del producto de cada iniciador puede servir como platilla 

(molde), para el otro iniciador, cada ciclo esencialmente duplica la cantidad de 

fragmento de DNA producido en el ciclo previo. Esto teóricamente resulta en la 

acumulación logarítmica del fragmento blanco específico hasta varios millones en 

pocas horas v.gr. 106 copias de cada hebra blanco serían sintetizadas en 20 ciclos 

(Griffin, 1994; Charlieu, 1994; Taylor, 1996; lnnis et. al., 1990; Mcpherson y Quirke, 

1996). 

Recientemente, el desarrollo de la técnica de PCR y el uso de secuencias 

específicas de ONA del cromosoma Y, constituyen un significativo avance en la 

detección de estados intersexuales, tanto en el humano como en los animales 

domésticos (Sertiabudi, 1993; White, 1989; Amheim y Erlich, 1989). 

Así pues, esta técnica de análisis molecular permite utilizar oligonucleotidos 

iniciadores para diagnosticar estados intersexuales en los bovinos (Bos taurus), 

mediante la amplificación y restricción de fragmentos de ONA genómico 

correspondiente a genes localizados en los gonosómas. 
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En el diagnóstico con la técnica de PCR sólo se requiere un volumen pequeño de 

tejido (v.gr. sangre), algunas de las muestras que se conservan en refrigeración se 

preparan y amplifican después dando resultados óptimos, además, con las muestras 

en el laboratorio, el diagnóstico se obtiene en un tiempo corto, en menos de 6 horas. 

PCR-RFLP de los Genes ZfyfZfx y su Aplicación en el Diagnóstico Molecular del 
Síndrome Freemartin en el Bovino 
El empleo de la PCR ha hecho posible la amplificación de regiones específicas de 

DNA que incluyan el sitio del gen de interés, asimismo, una de las herramientas 

comúnmente empleadas en el estudio molecular de los genes es el análisis de 

Fragmentos de Restricción de Longitud Polimorfica (RFLP; del inglés Restriction 

Fragment Length Polymorphism). Los RFLP son fragmentos de DNA de diferentes 

longitudes obtenidos con enzimas de restricción que permiten distinguir diferencias 

(polimorfismo) en secuencias de nucleótidos entre alelos en un gen (McPherson et 

al., 1996). 

El diagnóstico preciso del síndrome freemartin se puede realizar a través de la 

técnica de PCR-RFLP mediante el uso de oligonucleótidos iniciadores que permitan 

amplificar un segmento específico de los genes Zfy/Zfx y el posterior empleo de 

enzimas de restricción para obtener el polimorfismo que permita identificar animales 

machos, hembras y freemartin (Ayala et al., 2001 ). 

BIBLIOTECA CLlCr ,. - . - , 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

En las especies domésticas la selección artificial desempeña un papel importante a 

favor de rasgos productivos y reproductivos, de manera que se esperaría que los 

animales con efectos adversos al desarrollo sexual y/o fertilidad reducida fueran 

rápidamente eliminados en las poblaciones, sin embargo, éstos no son detectados 

en muchos de los casos, debido a la falta de un diagnóstico eficiente de las causas 

de falla reproductiva. 

Los factores que alteran los mecanismos de la diferenciación sexual son múltiples, y 

el análisis molecular, esta permitiendo la mejor comprensión de este fenómeno. El 

presente trabajo pretende diagnosticar molecularmente (PCR-RFLP) anormalidades 

sexuales de animales bovinos (Bos taurus), lo que a su vez permitirá a los 

productores identificar en . edad temprana a los animales con trastornos de 

diferenciación sexual, y evitar la manutención de estos. 
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El análisis molecular (PCR-RFLP) de la intersexualidad de los bovinos (Bos taurus), 

nos ofrecería una herramienta útil para el diagnóstico preciso y oportuno de animales 

que no tendrían valor reproductivo o productivo; esta metodología ayuda a obtener el 

diagnóstico de estados de intersexualidad en un menor lapso de tiempo. 

La técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), nos permitirá amplificar 

in vitro grandes cantidades de una secuencia concreta de DNA; en particular, se 

logrará la amplificación selectiva de un segmento específico de DNA de los genes 

Zfy y Zfx, al conocer las secuencias que la flanquean, por medio de dos 

oligonudeótidos iniciadores apropiados. 
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HIPÓTESIS 

La presencia de quimerismo hematopoyetico (60XX/60XY), característica de los 

animales freemartin, podría ser identificada mediante un polimorfismo molecular 

(PCR-RFLP) que permite identificar el complemento genotípico sexual de los 

bovinos, lo cual de manera inherente resultaría ser una herramienta de diagnóstico 

clínico precisa y oportuna de la entidad intersexual mas frecuente en el bovino 

doméstico, el síndrome freemartin. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

• Diagnosticar el estado intersexual síndrome Freemartin en el bovino 

doméstico (Bos taurus), empleando el análisis molecular (PCR-RFLP) a través 

de la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa utilizando 

oligonucJeótidos iniciadores para los cromosomas XY, mediante la 

amplificación y restricción de fragmentos de longitud polimorfica de DNA 

genómico correspondientes a los genes Zfy y Zfx. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

• Adoptar un protocolo de PCR-RFLP para la amplificación y restricción de 

segmentos específicos de los genes Zfy y Zfx (P1 -5EZ y P3-3EZ) en el bovino 

doméstico. 

• Diagnosticar animales bovinos intersexos (Freemartin) utilizando 

oligonucleótidos iniciadores para los cromosomas XY, mediante la 

amplificación (PCR) y restricción de fragmentos (RFLP) de DNA genómico 

correspondientes a los genes Zfy y Zfx. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Se seleccionaron 24 bovinos (Bos taurus) con el antecedente de proceder de partos 

múltiples heterosexuales (gemelos o triates). Se elaboró una historia clínica de cada 

animal y posterior al examen respectivo se procedió a la toma de muestras 

sanguíneas por punción en la vena yugular con aguja vacutainer y tubos al vació de 

5 mi con EDTA como anticoagulante. 

Extracción de DNA de Células Sanguíneas 

El DNA genómico fue obtenido a partir de muestras de sangre completa de todos los 

animales estudiados siguiendo protocolos estándares. Cada muestra de sangre (5 

mi) se tomó en tubos vacutainer conteniendo EDT A, posteriormente en el laboratorio 

100 µI de sangre fueron tratados con 900 µI de buffer A (sacarosa, 0.32 M; Tris HCI, 

10 mM; pH 7.6; Mg Cl2 • 5 mM; Triton X - 100, 1%), hasta lograr un botón celular 

blanco. A continuación se incubó la muestra por una hora a SOºC en una solución de 

Proteinasa K (8 mg/ml) en buffer O (KCI , 50mM; Tris HCI, 1 O mM; MgCl2. 2.5mM; NP-

40, 0.455 Tween 20, 0.45%). La proteinasa K se inactivó incubando la muestra a 

90ºC durante 10 minutos (Kawasaki, 1990). 

Análisis Molecular (PCR-RFLP) 

Amplificación de DNA Genómico (PCR) 

De acuerdo a los datos de secuencia de DNA para los genes Zfx y Zfy (Ashworth, et 

al .. 1989), se seleccionaron dos oligonucleótidos iniciadores (P1 -5EZ: 5 ·-ATA ATC 

ACA TGG AGA GCA ACA AGC T- 3'. P3-3EZ: 5'-GAG CCT CTT TGG TAT CTG 

AGA AAG T- 3· ) para seguir un protocolo estándar (Bredbacka y Peippo, 1992), 

donde 1 OOng de DNA fueron amplificados en una reacción de 100 µI, conteniendo 

100 pmol de cada iniciador, 200µM de dNTPs, y 2.5 U de enzima Taq polimerasa 

(Gibco®). 
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Los ciclos de amplificación se realizaron en un termociclador (Master-Gradient, 

Eppendorft®; Alemania), con 35 ciclos de desnaturalización a 94ºC, 45 segundos; 

alineamiento a 54ºC, 50 segundos y polimerización a 72ºC por 60 segundos. 

Primeramente 15 µI del producto de reacción de la PCR fueron evaluados por 

electroforesis en gel de agarosa al 3% (Gibco® ultrapura) teñido con bromuro de 

etidio en buffer TBE 1 x, para determinar el tamaño del segmento amplificado. 

Análisis de Fragmentos de Restricción de Longitud Polimórfica (RFLP) 

Para el análisis de RFLP 's se tomaron 15 µI del producto de reacción de PCR y 

fueron digeridos por 2 horas con 1 O unidades de la enzima de restricción Pst 1 

(Gibco®). Posteriormente fueron analizados en electroforesis en gel de agarosa al 3% 

(Gibco® ultrapura) teñido con bromuro de etidio en buffer TBE 1 x, subsecuenternente 

las bandas fueron observadas y fotografiadas bajo luz UV en un sistema de 

documentación de geles (UVP®). 

Primer P1-5EZ 

atggagagcc acaagcttac cagcaagtcg gagaaggcca ttgaatgtga 
tgagtgcgga aagcat t t c t cccatgct gg ggctttg ttc actcacaaaa 
tggtgcataa g gaaaaagga gccagcaaaa tgcataaatg taaattctgt 
gagt atgaga cagctgaact agggttatta aatcgccacc t t ttggcagt 
ccacagcaag aactttcctc atatatgtgt agagtgtgg t aaaggt t ttc 
gtcacccatc agagctcaaa aagcacatgc gaatccatac tagagagaaa 
ccgtaccaat cgcagtactg cgaat atagg t c t gca/gact cttctaattt 
gaagacgcat gtgaaaacta agcatagtaa agaaatgtct ttcaagtgtg 
acatttgtct tctgactttc tcagatacca aagaagtgc 

Primer P3- 3MZ 

Fig. 4. Región amplificada del gen Zfy del bovino doméstico (Bos taurus). Modificado 
de Kao, C.H 
. and Shine Y.L. ; (2001 ). 

Negritas: Regiones homologas de los oligonucleotidos iniciadores. 
ctgcag: Sitio de reconocimiento de enzima de restricción Pst 1. 
ctgca/g: Sitio de corte de enzima de restricción Pst 1. 
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aca accacctgga gagccacaag cttaccagca agtcggagaa ggccattgaa 
tgtgatgagt gcggaaagca tttctcccat gctggggctt tgttcactca 
caaaatggtg cataaggaaa aaggagccag caaaatgcat aaatgtaaat 
tctgtgagta tgagacagct gaactagggt tattaaatcg ccaccttttg 
gcagtccaca gcaagaactt tcctcatata tgtgtagagt g t ggtaaagg 
ttttcgtcac ccatcagagc tcaaaaagca catgcgaatc catactagag 
agaaaccgta ccaatcgcag tact gcgaat ataggtc~gc agactcttct 
aatttgaaga cgcatgtgaa aact aagcat agtaaagaaa tgtctttcaa 
gtgtgacatt t g tct tctga ctttctcaga taccaaagag gtcc 
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Fig.5. Región amplificada del gen Zfx del bovino doméstico (Bos taurus). Modificado 
de Sudou, S. 
and Sai A.; (1999). 

Negritas: Región homologa de los oligonucleotidos iniciadores. 
ccgcag: Sitio diferente al gen Zfy (c!gcag) en solo una base (e por t ), por tanto, no 
reconocimiento de enzima restricción Pst 1. 
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RESULTADOS 

La temperatura óptima de alineación de los oligonucleotidos iniciadores (primers) 

pudo ser determinada mediante el programa PCR gradiente. En la siguiente figura se 

observa el corrimiento electrofético con DNA de bovino control (fig 5), el cual fue 

amplificado con diferentes temperaturas (ºC) de hibridación para su análisis 

molecular; de esta manera es posible identificar la temperatura óptima para la 

alineación de los primers (carriles 1-8). Con base en esta prueba se consideraron 

54ºC como la temperatura de alineación óptima para los oligonucleotidos empleados 

el diagnóstico de los animales a estudio. 

El análisis molecular a través de la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(PCR), permitió diagnosticar los estados intersexuales (freemartin) utilizando 

oligonucleótidos iniciadores para los cromosomas XY del bovino doméstico (Bos 

taurus). mediante la amplificación y restricción de fragmentos de DNA genómico 

correspondientes a los genes Zfy y Zfx. 
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103 pb 

344 pb 

447 pb 

Fig. 6. Representación esquemática de electroforesis de ONA de bovino con 
amplificación de los genes Zfy y Zfx por PCR y digerido con la enzima de restricción 

Pst 1. Carril 1, macho control; carril 2, hembra control; carril 3, animal intersexo 
(freemartin). 

Fig. 7. Electroforesis en agarosa de DNA bovino amplificado por PCR para 
determinar la temperatura óptima de alineación de los primers (P1-SEZ y P3-3EZ), 

mediante el programa PCR gradiente en termociclador Mastercycler Gradient 
(Eppendorf). Carriles 1-12, muestras de DNA de acuerdo a las diferentes 

temperaturas (ºC) de alineación del programa. 
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Fig. 8. Electroforesis en agarosa de DNA de bovinos gemelos heterosexuales 
amplificados por PCR sin digerir. Carril 1 marcador de peso molecular (50 pb), carril 
2 macho control, carril 3 hembra control, carriles 4, 5, 7, 8, 9 y 10 bovinos estudio, 

carril 6 muestra blanco. 

Fig. 9. Electroforesis en agarosa de DNA de bovinos gemelos hetesexuales 
amplificados por PCR y digerido con la enzima Pst 1. Carril 1 marcador de peso 

molecular (50 pb), carril 2 bovino macho control, carril 3 hembra control, carriles 4, 5, 
7, 8, 9 y 10 bovinos intersexo, carril 6 muestra blanco. Las bandas de 103 pb 

corresponden a uno los productos de digestión del gen Zfy, estás se presentan 
débiles y no son visibles en la figura pero sí en el gel. 
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Fig. 10. Electroforesis en agarosa de DNA de bovinos gemelos heterosexuales 
amplificados por PCR sin digerir, Carril 1 marcador de peso molecular (50 pb), carril 

2 macho control, carril 3 hembra control, carriles de 4-9 bovinos con posibles 
trastorno de diferenciación sexual, carril 1 O blanco. 

350 pb 
344 p 
447 p 

Fig. 11. Electroforesis en agarosa de DNA de bovinos gemelos heterosexuales 
amplificados por PCR digerido con la enzima Pst 1, Carril 1 marcador de peso 

molecular (50 pb), carril 2 macho control, carril 3 hembra control, Carril 4-9 bovinos 
freemartin, carriles 10 muestra blanco. Las bandas de 103 pb corresponden a los 

productos de digestión del gen Zfy, estás se presentan débiles y no son visibles en la 
figura pero sí en el gel. 
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La técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa permitió amplificar el DNA 

genómico de los 24 animales estudiados y sus respectivos controles, en ·estos 

animales se identifico mediante electroforesis un fragmento de 447 pb que 

corresponde a los genes Zfy y Zfx (Fig. 6 y 8); a partir del producto amplificado los 

fragmentos de restricción de longitud polimorfrca (RFLP) produjeron un patrón de 

bandas de DNA específico para animales control (macho 447 pb, 344 pb y 103 pb; 

hembra, 447 pb) y para diagnosticar animales intersexo (Freemartin 447 pb, 344 pb y 

103 pb), en geles de agarosa al 3 % teñidos con bromuro de etidio (Fig. 7 y 9). 

Este polimorfismo se debe a que el bovino hembra control carece del sitio de corte 

de la enzima de restricción, debido aun cambio de base nitrogenada (c por t). Para el 

bovino macho control los patrones de bandeo se obtienen gracias a que la enzima de 

restricción Pst 1 reconoce y corta ( 1 03 pb) un fragmento que corresponde al gen Zfy 

(Fig. 7 y 9). 
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Cuadro l. Diagnóstico Molecular Mediante La Técnica De PCR De Los Bovinos 
De Parto Múltiple Heterosexual Estudiados. 

No de Tipo de Raza No de *Sexo Diagnóstico 
parto parto animales fenotíoico 

1 Gemelar Holstein-Friesian 1 Hembra Freemartin 
2 Macho 

lI Gemelar Holstein- 3 lntersexo Freemartin 
Friesian/Simmental 4 Macho 

lil Gemelar Holstein-Friesian 5 Hembra Freemartin 
6 Macho 

IV Triple Pardo Suizo 7 Intersexo Freemartin 
Americano 8 Hembra 

V Gemelar Holstein-Friesian 9 lntersexo Freemartin 

VI Gemelar Holstein-Friesian 10 Hembra Hembra 

Vil Gemelar Holstein-Friesian 1 11 lntersexo Freemartin 

Vlll Gemelar Holstein-F riesian 12 Intersexo Freemartin 

IX Gemelar Holstein-Friesian 13 Hembra Freemartin 
14 Macho 

X Gemelar Holstein-Friesian 15 Hembra Freemartin 

XI Gemelar Holstein- 16 Hembra Freemartin 
Friesian/Pardo 17 Macho 

Suizo Americano 
XII Gemelar Holstein- 18 Hembra Freemartin 

F riesian/Pardo 19 Macho 
Suizo Americano 

xm Gemelar Pardo Suizo 20 Hembra Freemartin 
Americano 21 Macho 

XIV Gemelar Pardo Suizo 22 Hembra Freemartin 
Americano 

XV Gemelar Holstein-Friesian 23 Hembra Hembra 
24 Macho 

"El sexo fenotípico de los animales se refiere a las características anatómicas de los órganos reproductivos 
externos al momento del estudio. 
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DISCUSIÓN 

El síndrome freemartin es la entidad intersexual más frecuente en el ganado bovino 

doméstico, estimándose en 92% en los partos gemelares heterosexuales, sin 

embargo, pueden presentarse en partos múltiples de dos o más productos, si por lo 

menos un individuo macho está presente (Marcum, 1974). Tal como en el parto de 

triates estudiado en este trabajo (Cuadro 1 ). 

La variación en el grado de masculinización en el freemartinismo es particularmente 

importante en relación al diagnóstico, pues una proporción de freemartins puede 

poseer un tracto reproductivo muy similar a aquellos de las vaquillas normales y, en 

éstos, la exploración clínica no sería un método preciso de detección. 

Dado el alto porcentaje de freemartinismo en las concepciones múltiples 

heterosexuales, y que además un freemartin usualmente es estéril y no tiene valor 

como productor lechero, en el ganado de aptitud lechera se requiere un diagnóstico 

preciso que rebase los problemas de las metodologías clásicas como el impreciso 

diagnóstico clínico y las limitantes del estudio de tipos sanguíneos. La técnica de 

PCR-RFLP nos ofrece, además de precisión, un diagnóstico oportuno (6 h) 

comparado con el análisis citogenético (72 h). 

El diagnóstico molecular ofrece ventajas comparado con el diagnóstico citogenético, 

la técnica de PCR sólo se requiere un volumen pequeño de sangre, las muestras que 

han sido conservadas por varios días en refrigeración y aun estando contaminadas 

con microorganismos, dan resultados exactos, además de que si no hay tubos 

disponibles con anticoagulante, las gotas de sangre pueden ser preparadas y 

amplificadas posteriormente (White et al., 1989; Setiabudi, 1993). 

Los análisis moleculares (PCR-RFLP) realizados a partir de DNA aislado de células 

sanguíneas y el uso de los oligonucleótidos iniciadores P1-SEZ y P3-3EZ (Bredbacka 
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y Peippo, 1992), nos permitieron identificar, en 13 de las 15 hembras procedentes de 

partos múltiples heterosexuales, un patrón electroforético igual al obtenido para la 

muestra del bovino macho control, es decir, Zfx, 447 pb; Zfy, 344 y 103 pb, lo que 

nos permite inferir la condición de quimerismo hematopoyético (XXJXY) propia de los 

animales freemartin. 

Lamentablemente en el parto de triates no se dispuso del tercer individuo para 

complementar el estudio del fenómeno ocurrido, el cual, según el Médico Veterinario 

responsable del establo, fue un macho, motivo por el cual se puede considerar que 

posiblemente se estableció una anastomosis vascular entre el freemartin (animal 7) y 

el macho no disponible, dado que el otro animal (No. 8) analizado fue una hembra. 

Es posible que la anastomosis vascular y el consecuente paso de células 

sanguíneas, entre los gemelos heterosexuales bovinos, conlleve a un quimerismo 

hematopoyético, mas no resulte invariablemente en la esterilidad de la ternera, ya 

que la futura gónada femenina puede ser sensible al efecto de virilización sólo por un 

periodo relativamente corto durante la gestación, y en algunas ocasiones la 

anastomosis de las membranas fetales pudiera ocurrir después de la migración de 

las células germinales y probablemente después de un periodo crítico de 

diferenciación del ovario fetal (Smith et al., 1977). Para este caso se realizaron 

estudios moleculares (PCR-RFLP) para identificar el genotipo sexual, obteniéndose 

un patrón electroforético propio de una hembra (Zfx, 447 pb). 

No se puede estar completamente seguro que al encontrar un genotipo femenino en 

las terneras nacidas con un macho, estas hembras no sean freemartin, ya que podría 

interpretarse que con la anastomosis vascular la mezcla XXJXY no siempre se 

establece. Tal podría ser el caso del animal No. 23, en el cual a pesar de tratarse de 

una ternera procedente de parto gemelar heterosexual, el análisis molecular (PCR

RFLP) reveló un patrón electroforético propio de una hembra (Zfx; 447 pb). 

Posiblemente exista una membrana que impida la llegada de células de intercambio, 
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pero que sea permeable a agentes capaces de inducir la condición freemartin 

(Greene et al., 1977). 
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CONCLUSIONES 

El trabajo real izado permitió implementar la técnica de análisis molecular Reacción 

en Cadena de la Polimerasa (PCR), como una herramienta de gran utilidad, rápida y 

eficiente en el diagnóstico para identificar el estado intersexual, síndrome Freemartin, 

en los bovinos (Bos taurus) , mediante el uso de oligonucleótidos iniciadores 

universales para los genes Zfx y Zfy (P1 -5EZ y P3-3EZ). resaltando las ventajas 

(especificidad, sensibilidad y rapidez) que tiene sobre el análisis citogenético, el 

análisis molecular (PCR). 

Este estudio permitió identificar 13 (86.66%) bovinos freemartin a través del análisis 

molecular (PCR-RFLP) mediante el uso de oligonucleótidos iniciadores para los 

genes Zfy y Zfx. lo que sin duda resalta la alta frecuencia (92%) de este síndrome 

reportada en la literatura. 
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