
saron la proteína fluorescente EGFP fueron fusiona-
das con ovocitos maduros. Las tasas de desarrollo de
los embriones reconstruidos alcanzaron 85.1% de
clivaje, 9% de blastocistos (n=84) y todos los em-
briones expresaron el gen reportero durante el desa-
rrollo in-vitro (100%, 57/57). Para confirmar la
incorporación del genoma espermático replicado,
fueron utilizadas blastómeras haploides androgené-
ticas de embriones generados con espermatozoides se-
xados "Y" para reconstruir embriones biparentales.
La incorporación del cromosoma "Y" fue confirma-
da por análisis de PCR y de hibridación fluorescen-
te in situ (FISH). Adicionalmente, se realizo un
análisis de inmunohistoquímica para determinar el
patrón de expresión de Oct-4 (gen marcador de plu-
ripotencialidad celular) en los embriones recons-
truidos con núcleos espermáticos replicados. En con-
clusión, hemos demostrado que es posible replicar ge-
nomas espermáticos haploides a partir de un único
espermatozoide y que estas réplicas pueden ser utili-
zadas para generar embriones biparentales con una
nueva combinación de características genéticas, a
partir de ambos progenitores, y de forma similar a
una fertilización normal. La clonación del genoma
espermático posee un enorme potencial para la pro-
ducción agropecuaria debido a que permite deter-
minar el sexo de los núcleos espermáticos replicados
y ciertos atributos favorables,  previamente a ser uti-
lizados en la reconstrucción de embriones biparen-
tales. Por otro lado la posibilidad de obtener múlti-
ples copias idénticas del genoma de un espermato-
zoide  podría, en un futuro, proporcionar una alter-
nativa para obtener un mayor número de embrio-

Resumen

La producción de embriones androgenéticos haploi-
des permite obtener múltiples copias idénticas de un
único genoma espermático a partir de sus sucesivas
divisiones celulares. En este trabajo comparamos la
capacidad de desarrollo de embriones androgenéti-
cos haploides bovinos, construidos por diferentes mé-
todos, incluyendo fertilización in-vitro (FIV) previa
y posteriormente a la enucleación, e inyección intra-
citoplasmática de espermatozoides (ICSI) previa y
posteriormente a la enucleación. En todos los trata-
mientos utilizamos espermatozoides previamente
incubados, o no, con un gen reportero (pCX-EGFP)
que nos permitió verificar la expresión del genoma
espermático. Las tasas de clivaje de los embriones
androgenéticos generados por ICSI previa o poste-
rior a la enucleación  fueron 80.0% y 53.1% res-
pectivamente. Las tasas de clivaje de los embriones
androgenéticos generados por FIV previa o posterior
a la enucleación fueron 55.2% y 55.7% respectiva-
mente; (P<0.05). Una vez obtenidos los embriones
haploides androgenéticos, sus blastómeras fueron
utilizadas como donantes de genoma masculino pa-
ra reconstruir embriones biparentales mediante la
fusión con ovocitos maduros. La haploidía de las
blastómeras androgenéticas fue confirmada me-
diante el análisis de su cariotipo. Con el fin de ve-
rificar la contribución citoplasmática de las blastó-
meras androgenéticas haploides en los embriones re-
construidos, blastómeras androgenéticas que expre-
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tero (pCX-EGFP) que nos permitió verificar la
expresión del genoma espermático. Una vez obte-
nidos estos embriones androgenéticos haploides,
sus blastómeras fueron disgregadas e utilizadas
como donantes de genoma masculino para re-
construir embriones biparentales por fusión con
ovocitos maduros (MII). Previamente a la recons-
trucción embrionaria, se determino el sexo de los
núcleos espermáticos replicados estableciendo así
una nueva y ventajosa forma de seleccionar el se-
xo de los embriones resultantes. 

Diseño experimental

En el primer y segundo experimento compa-
ramos la capacidad de desarrollo y el patrón de
expresión de la proteína reportera EGFP de los
embriones bovinos androgenéticos haploides,
producidos por FIV (Tabla 1) e ICSI (Tabla 2)
en forma previa y posterior a la enucleación. Pa-
ra todos los tratamientos se utilizaron esperma-
tozoides previamente incubados, o no, con el
plásmido pCX-EGFP (gen reportero que nos
permitió verificar la expresión del genoma es-
permático). Con el objetivo de verificar la ploi-
día de los embriones androgenéticos generados,
se realizaron análisis de cariotipos. En el tercer
experimento, las blastómeras de estos embriones
androgenéticos haploides (2-16 células) fueron
utilizadas como donantes de genoma masculino
para reconstruir embriones biparentales, al ser
fusionadas con ovocitos en MII libres de zona
pelucida (Tabla 3). Por otra parte, se ensayó un
método alternativo zona pelucida-incluida que
consistió en la fusión de blastómeras androgené-
ticas haploides previamente inyectadas en el es-
pacio perivitelino de ovocitos en MII (Figura 1).
Con el fin de verificar la contribución citoplas-
mática de las blastómeras androgenéticas ha-
ploides en los embriones reconstruidos, blastó-
meras androgenéticas que expresaron la proteína
fluorescente EGFP fueron fusionadas con ovoci-
tos maduros. Para confirmar la incorporación
del genoma espermático replicado, fueron utili-
zadas blastómeras haploides androgenéticas de
embriones generados con espermatozoides sexa-
dos “Y” para reconstruir embriones biparenta-
les. La incorporación del cromosoma “Y” fue
confirmada por análisis de PCR y de hibrida-

nes, aumentando de esta forma las posibilidades de
concebir en parejas con patologías como la oligosper-
mia severa. En resumen, nuestros resultados demues-
tran que es posible multiplicar genomas espermáti-
cos haploides a partir de un único espermatozoide y
que estas réplicas pueden ser utilizadas para generar
embriones biparentales con capacidad de desarrollo. 

Palabras claves. clonación, genoma espermático,
reconstrucción de embriones.

Introducción
Los embriones androgenéticos y partenoge-

néticos son modelos eficientes para el estudio del
imprinting genómico.1-3 En particular, los embrio-
nes androgenéticos son muy útiles para estudiar
la contribución del genoma paterno en el desa-
rrollo embrionario temprano. Diferentes méto-
dos han sido utilizados para la producción de
embriones androgenéticos incluyendo: 1) remo-
ción del pronúcleo femenino de zigotos.4-9 2) fer-
tilización de ovocitos enucleados 4-9 e 3) inyec-
ción de espermatozoides dentro de ovocitos, se-
guida de remoción de cromosomas maternos.3

Estos métodos han sido exitosamente aplicados
en el ratón y escasamente estudiados en animales
de granja.10-12

La generación de embriones haploides andro-
genéticos permite obtener múltiples blastómeras
idénticas a partir de un único genoma espermáti-
co.13 Algunas de estas blastómeras haploides pue-
den ser evaluadas mediante análisis genético, y las
remanentes pueden ser utilizadas para la recons-
trucción de embriones biparentales capaces de
desarrollar a término. Nosotros proponemos la
replicación del genoma espermático para ser uti-
lizado en producción agropecuaria debido a que
permite, mediante la utilización de marcadores
moleculares, la selección de ciertos atributos fa-
vorables  previamente a ser utilizados en la re-
construcción de embriones biparentales.

En este trabajo, comparamos la capacidad de
desarrollo de embriones androgenéticos bovinos
construidos por diferentes métodos, incluyendo
FIV previa y posteriormente a la enucleación de
los ovocitos e ICSI previa y posteriormente a la
enucleación de los ovocitos. Para todos los trata-
mientos, utilizamos tanto espermatozoides pre-
viamente incubados, como no, con un gen repor-
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ción fluorescente in situ (FISH). Adicionalmen-
te, se realizo un análisis de inmunohistoquímica
para determinar el patrón de expresión de Oct-

4 (gen marcador de pluripotencialidad celular)
en los embriones reconstruidos con núcleos es-
permáticos replicados. 

Resultados

Tabla 1. Desarrollo de embriones androgenéticos haploides y expresión del gen reportero, luego de
FIV con espermatozoides expuestos o no al plásmido pCX-EGFP en bovinos. 

Tabla 2. Desarrollo de embriones androgenéticos haploides y expresión del gen reportero, luego de ICSI con
espermatozoides expuestos o no al plásmido pCX-EGFP. 

Tabla 3. Desarrollo in-vitro y expresión del gen reportero (+egfp) de embriones reconstituidos por fusión de
blastómeras androgenéticas haploides y ovocitos en MII libres de zona pelucida.  
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Figura 2. a) Blastocisto bovino
biparental producidos por fusión
de una blastómera androgenética
haploide con un ovocito maduro
libre de zona pelucida y cultivado
en el sistema WOW. (Magnifica-
ción original 200X).

Figura 3. Amplificación de secuencias específicas del cromosoma "Y" y del cromosoma  "X" por  PCR de blas-
tómeros androgenéticos (Y) y de embriones reconstruidos (XY).
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Figura 1. a) Embrión androgené-
tico haploide bovino (día 3) obte-
nido por ICSI utilizando esperma-
tozoides expuestos al plásmido pCX-
EGFP (ICSI-Tr previa a la enu-
cleación) y con algunas de sus blas-
tómeras expresando el gen reportero.
b y c) Blastómera androgenética ha-
ploide lista para ser inyectada en
ovocito en MII. c) Blastómera an-
drogenética haploide inyectada en
el espacio perivitelino de un ovocito
en MII listos para ser electrofusio-
nados. (Magnificación original
200X).
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dos los grupos, independientemente del mo-
mento en el cual se realizó la enucleación. El
análisis del cariotipo de los embriones androge-
néticos producidos por ambos métodos (ICSI
previa y posteriormente a la enucleación), con-
firmó que la mayoría de ellos fueron efectiva-
mente haploides. 

En nuestro experimento, el procedimiento de
ICSI permitió la producción de embriones que
expresaron el gen reportero. Tanto los embriones
androgenéticos haploides obtenidos utilizando
espermatozoides expuestos a pCX-EGFP como
los embriones biparentales control, mostraron ex-
presión de EGFP (Tabla 2).  Este fenómeno, en
contraposición con los resultados de FIV, es debi-
do a que la ICSI evita el procedimiento de fusión
de gametas, y de esta forma las débiles interaccio-
nes entre los espermatozoides y el ADN exógeno
no son un impedimento para la incorporación
del gen reportero exógeno.   

Por otro lado, en la reconstrucción de embrio-
nes biparentales, la participación de ambos geno-
mas (paterno y materno) es esencial para lograr
un desarrollo a término.5,6,18 Sin embargo, cuando
los genomas materno y paterno evolucionan por
separado como núcleos haploides durante varios
ciclos, la desincronización de uno de ellos no
afecta el desarrollo a término de los embriones re-
construidos con estos núcleos.14 Además, embrio-
nes diploides de ratón reconstruidos a partir de
embriones partenogenéticos y androgenéticos ha-
ploides en estadío de 2 células, han resultado en
la producción de crías normales.19 Esto demues-
tra que tanto los genomas masculino y femenino
pueden activarse en forma separada y completar
su desarrollo cuando se unen en un citoplasma
sincronizado con estos núcleos.19 Nuestros expe-
rimentos mostraron que genomas masculinos ob-
tenidos de embriones androgenéticos haploides
hasta estadío de 16 células,  pudieron generar em-
briones biparentales capaces de desarrollar hasta
estadío de blastocisto (Tabla 3, Figura 2). 

Cuando la reconstrucción de embriones bipa-
rentales fue realizada utilizando blastómeras ha-
ploides androgenéticas que expresaban EGFP, to-
dos los embriones expresaron el gen reportero en
todas sus blastómeras. Las tasas de desarrollo no
fueron afectadas cuando los embriones fueron re-
construidos con blastómeras que expresaron

Discusión

Inicialmente evaluamos dos métodos común-
mente utilizados para la generación de embriones
androgenéticos por FIV, incluyendo enucleación
de ovocitos fertilizados (FIV previa a la enuclea-
ción) y fertilización de ovocitos enucleados (FIV
posterior a enucleación). Los embriones androge-
néticos producidos por estos métodos clivaron
exitosamente y no se registraron diferencias esta-
dísticas en las tasas de mórulas y blastocistos
comparadas con los controles de fertilización in-
vitro. Esta diferencia con respecto a reportes pre-
vios ha mostrado que la mayoría de los embrio-
nes androgenéticos haploides producidos por
FIV, en el bovino y en el ratón son arrestados des-
pués de las primeras divisiones celulares y sólo al-
gunos embriones desarrollan hasta estadío de
mórula compacta y blastocisto.5,10,14

Embriones androgenéticos generados por
FIV, antes o después de la enucleación, con esper-
matozoides expuestos a pCX-EGFP, clivaron y
desarrollaron hasta estadío de blastocisto, pero
ninguno de ellos expresó EGFP (Tabla 1). Cuan-
do el control de FIV fue realizado utilizando es-
permatozoides previamente incubados con pCX-
EGFP, los ovocitos fueron exitosamente fertiliza-
dos y desarrollaron como el grupo control (sin
coincubación con el gen reportero), pero ningún
embrión expreso EGFP. Estos resultados coinci-
den con reportes previos.15,16 La ausencia de em-
briones FIV con expresión de EGFP podría de-
berse a la pérdida del plásmido por parte del es-
permatozoide  antes o durante la penetración del
ovocito, como una consecuencia de las débiles in-
teracciones entre el espermatozoide y el ADN
exógeno, como fue previamente informado.17

En el segundo experimento, evaluamos el de-
sarrollo de embriones generados por ICSI previa
o posteriormente a la enucleación de los ovoci-
tos.  En nuestro trabajo, cuando la ICSI fue rea-
lizada en forma previa a la enucleación, las tasas
de clivaje embrionario fueron altas en compara-
ción con el grupo en el cual la ICSI fue realizada
después de la enucleación. Estos resultados coin-
ciden con reportes previos publicados en ratón.3

Como era de esperarse, las tasas de desarrollo de
embriones androgenéticos haploides hasta esta-
dio de mórula y blastocisto fueron bajas para to-
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dos en la reconstrucción de embriones. Por esta
razón, representa una nueva y ventajosa forma de
generar crías de sexo predeterminado, con venta-
jas a los sistemas tradicionales. En el sexado em-
brionario, realizado por biopsias de blastómeros
seguida de análisis por PCR o utilizando la técni-
ca de FISH, el diagnóstico se realiza luego de la
fertilización, lo que apareja la no utilización del
50% de los embriones generados, por ser del se-
xo no deseado. Además, utilizando marcadores
genéticos también podríamos seleccionar ciertos
atributos favorables antes de la formación del em-
brión.  Por otra parte, la posibilidad de obtener
múltiples copias idénticas del genoma de un es-
permatozoide  podría, en un futuro,  ayudar a en-
frentar algunos tipos de infertilidad masculina en
los que el número de espermatozoides normales
es muy bajo. Si en estos casos se seleccionara un
solo espermatozoide normal se tendría, mediante
este procedimiento, una fuente alternativa de cé-
lulas masculinas con capacidad reproductiva,
proporcionando de esta forma una alternativa pa-
ra la obtención de un mayor número de embrio-
nes aumentando así las posibilidades de concebir.
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plicas pueden ser utilizadas para generar embrio-
nes biparentales con una nueva combinación de
características genéticas a partir de ambos proge-
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mal.23 Esta estrategia presenta un enorme poten-
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do a que permite determinar el sexo de los nú-
cleos espermáticos replicados antes de ser utiliza-
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