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Методи за сексиране на говежди ембриони 
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Резюме: Определянето на пола на ембрионите преди трансфер има голям потенциал за животновъдната 
индустрия, особено при млекопроизводството, където женските телета са предпочитани, а също помага и за 
успеха на ембриотрансфера. Генетичният пол на индивида се определя при оплождането и зависи от това дали 
яйцеклетката, носеща X хромозома, е оплодена от сперматозоид, носещ Y или X хромозома. Перфектният метод 
за контролиране на съотношението на половете е чрез разделяне на сперматозоидите, носещи X и Y хромозома. 
Разработени са много методи за определяне на пола на ембрионите, но практическите методи за диагностиката 
му трябва да имат надежден резултат, да са прости и спестяващи време, безвредни за ембрионите, ефективни и 
точни. Ефектът от определянето на пола на предварително имплантирани ембриони е важен за репродукцията 
и феталната диагностика на животните. Определянето на пола на ембриона преди имплантиране играе роля за 
подобряване на ефикасността на ембриотрансфера.
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Abstract: Determining the sex of embryos before transfer has great potential for the livestock industry, especially in 
dairy farming, where female calves are preferred, and also helps with the success of embryo transfer. The genetic sex 
of an individual is determined at fertilization and depends on whether an X chromosome-carrying egg is fertilized by 
a Y chromosome-carrying sperm or an X chromosome-carrying sperm. The perfect method to control the sex ratio is 
by separating the X- and Y chromosomes-carrying sperm. Many methods have been developed for sex determination 
of embryos, but practical methods for sex diagnosis must have a reliable result, be simple and time-saving, harmless 
to the embryos, effective and accurate. The effect of sex determination of pre-implanted embryos is important for the 
reproduction and fetal diagnosis of animals. Preimplantation embryo sex determination plays a role in improving the 
efficiency of embryo transfer.
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ВЪВЕДЕНИЕ

При говедата контролът на пола е от голя-
мо практическо значение за селекционерите. 
Множеството производствени цели изискват 

говеда от различен пол, а това изисква полова 
идентификация на потомството. Контролът 
на съотношението между половете чрез опре-
деляне на пола на предварително импланти-
ран ембрион би бил от полза не само по отно-
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шение на аспекта на управлението, производ-
ството и програмите за развъждане на живот-
ните, но също така и при диагностицирането 
на генетични нарушения на пренатален етап. 
Сексирането на сперма е една от техниките, 
които изпълняват изискването, но е доста 
скъпа и по-малко ефективна. Определянето 
на пола на ембриона преди имплантиране иг-
рае роля за подобряване на ефикасността на 
ембриотрансфера, като позволява трансфер 
на желания ембрион в зависимост от неговия 
пол (Sachan et al., 2020). 

Има различни методи за определяне на 
пола на ембриона, всеки от тях със своите 
предимства и недостатъци. Един добър ме-
тод за определяне на пола на ембриона трябва 
да бъде най-малко увреждащ или най-малко 
да повлияе на оцеляването на ембрионите по 
време на замразяване или трансфер и трябва 
да доведе до развитие на теле с желания пол. 
Методите за определяне на пола също трябва 
да са прости, точни, не много скъпи и да бъ-
дат приложими при полеви условия. Има два 
подхода за определяне на пола на говежди ем-
бриони: неинвазивен и инвазивен. 

Методи за определяне на пола на 
ембрионите

Генетичният пол на зиготата, независимо 
дали е женски или мъжки, се определя с оп-
лождането на яйцеклетката от сперматозо-
ида, имащ X или Y хромозома. Прилагат се 
няколко процедури за определяне на пола на 
ембриони при селскостопански животни чрез 
инвазивни или неинвазивни методи, в зави-
симост от това дали е необходима биопсия 
на ембрионална клетка (Garcia, 2001). Уста-
новено е, че висока точност се постига с ин-
вазивни методи като цитогенетичен анализ 
и използване на Y специфични сонди. Мо-
лекулярната биология въвежда по-бързи и 
надеждни техники за определяне на пола на 
ембриона като полимеразна верижна реакция 
(PCR) и флуоресцентна in situ хибридизация 
(FISH). Не инвазивните методи са по-малко 
точни, но запазват целостта и жизнеспособ-
ността на ембриона.

Инвазивните методи не поддържат целост-
та на ембриона и има вероятност да го увре-
дят и повлияят на жизнеспособността му. Ня-
кои от инвазивните методи са:

1. Цитологичен метод или Кариотипиране
2. Идентифициране на полов хроматин
3. ДНК сонди, специфични за Y-хромозо-

мата
4. Полимеразна верижна реакция (PCR)
5. Loop медиирано изотермично усилване 

(LAMP)
6. Флуорисцентна in situ хибридизация 

(FISH)

1. Цитологичен метод или 
Кариотипиране

Цитогенетично определяне на пола или 
кариотипиране е анализът на геномната рам-
ка на клетката. При домашни животни тази 
техника може да се използва за определяне 
на пола на ембриона въз основа на наличието 
на X или Y хромозома в митотичния геном 
на метафазен етап. Някои бластомерни клет-
ки се вземат от 6-8 дневен ембрион и тяхното 
делене се проверява на етапа на метафазата 
на митозата чрез култивиране с агенти, спи-
ращи митозата, като колхицини (Wakchaure 
et al. 2015). Кариотипирането също така има 
потенциал да открие някои груби аномалии 
както и анеуплоидии, дефекти, причинени от 
вариации в броя на хромозомите между ви-
довете. 

Предимствата на метода са, че е евтин и 
лесен за изпълнение, не изисква сложно обо-
рудване, има висока точност и може да иден-
тифицира хромозомни аномалии преди ем-
брионите да бъдат трансплантирани. 

Недостатъци на метода са, че тази техни-
ка отнема време и е трудоемка, с ниска сте-
пен на успех поради лоша метафазна хро-
мозомна дисперсия (Sharma et al. 2017), но 
също така намалява оцеляването на ембриона 
(Wakchaure et al. 2015).  

2. Идентифициране на полов хроматин
Методът на половия хроматин за избор на 

пола зависи от идентифицирането на тъм-
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но оцветяващо се тяло, съседно на ядрената 
мембрана във фиксирана клетка, наречено 
тяло на Бар. Образуването на тялото на Бар е 
резултат от инактивирането на една от двете 
X-хромозоми, присъстващи в женските клет-
ки. Кондензацията на неактивната X хромо-
зома в хетерохроматичния полов хроматин 
или тялото на Бар е уникална съставна част 
на женското ядро, идентифицирана през ми-
налия век (Barr and Bertram, 1949). 

Edwards and Gardner (1967) първи демон-
стрират, че ембрионите могат да бъдат иден-
тифицирани по полов път чрез оценка на по-
ловия хроматин в трофобластни клетки, по-
лучени от заешки бластоцисти. При говеда, 
овце, кози, прасета и коне откриването на по-
лов хроматин не е възможно поради грубата 
гранулирана природа на хроматина.

Предимства - лесната и бърза техника.
Недостатъци са гранулираният характер 

на цитоплазмата, предотвратяващ откриване-
то на телата на Бар. Наличието и откриването 
на телца на Бар зависи не само от стадия на 
клетката, но и от процедурата за фиксиране, 
т.е. неправилен стадий на клетката или непод-
ходяща процедура за фиксиране и оцветява-
не може да даде фалшива информация за оп-
ределяне на пола на ембриона (Wakchaure et 
al.2015). Друго ограничение на тази техника 
е, че поради необходимостта от голям брой 
клетки увреждането на ембриона е значител-
но.

3. ДНК проби, специфични за 
Y-хромозомата

Техниката на Y-специфичната сонда 
включва биопсия на малък брой клетки от 
ембриона с протеинази за излагане на ДНК 
и след това хибридизирана с радиоактивно 
белязана Y-хромозомна специфична сонда. 
Положителните резултати от хибридизация 
показват наличието на Y-хромозома и следо-
вателно мъжкия пол на хромозомата. 

Най-ефективният метод за определяне на 
пола на говеждия ембрион е да се открие на-
личието или отсъствието на специфична за 
Y-хромозома ДНК последователност, която 

показва мъжки ембрион (Akiyama et al. 2010). 
Наличието на тази специфична за Y-хромозо-
ма ДНК се изследва чрез използване на спе-
цифични за Y-хромозома белязани ДНК сон-
ди. Ако настъпи хибридизация, това показва, 
че половата хромозома е на мъжки ембрион 
(Wakchaure et al. 2015). 

Предимства на метода са, че е много точен, 
изискването за материал за приготвяне на 
ДНК е много по-малко (ок. 20 ng) и ембрион-
ът не се влияе неблагоприятно (Sharma et al. 
2017). Биотинилираната Y-специфична про-
ба улеснява определянето на пола на ембри-
она в говежди ембриони в рамките на 30 часа 
(Leonard et al. 1987). Независимо дали ДНК 
сондирането е инвазивен метод и изисква 
умело микроманипулиране на ембриона, то 
е един от най-прецизните начини за опреде-
ляне на пола на ембриона (Sharma et al. 2017). 
С този метод може да бъде определен по пол 
по-висок процент от ембрионите, отколкото 
с кариотипиране, тъй като не е необходимо 
клетките да са в метафаза.

Недостатъци са сложната и скъпа техника, 
която отнема време и е ограничена от достъп-
ността на ембрионален материал за биопсия.

4. Метод на полимеразна верижна 
реакция (PCR)

В началото на 1990 г. Kary Mullis изобре-
тява PCR, чрез който човек може да направи 
милиони копия на ДНК проба. Понастоящем 
това е метод на избор за определяне на пола 
на плода с помощта на ДНК фрагмент от май-
чина плазма (Da Cruz et al. 2012). Методът за 
определяне на пола на ембриони при говеда 
чрез амплифициране на специфични ДНК 
последователности на Y-хромозома с помо-
щта на PCR се оказва ефективен инструмент 
за повлияване на съотношението между по-
ловете. 

Определянето на пола на ембриона с по-
мощта на PCR включва биопсия на ембри-
она (1-4 бластомера), амплификация на ДНК 
фрагменти (специфични за един вид и един 
специфичен за мъж), и интерпретация след 
анализиране на амплифицираните продукти 
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с електрофореза. При PCR амплификация се 
извършва Ко-амплификацията на специфи-
чен за Y-хромозома ген (Sry) и автозомен ген 
(напр. Aml-X), за да се получат различни раз-
мери на фрагменти от Y-хромозомни и авто-
зомни продукти. 

Използването на PCR е най-надеждният и 
прост метод за определяне на пола на ембри-
оните при говеда (Schroder et al. 1990). Има 
почти 100% точност (Kouamo and Kharche, 
2014), чувствителен и бърз и може да се из-
върши за няколко часа. Чрез този метод може 
да бъде определен полът на голям процент от 
ембрионите, без да се нарушава способността 
им за развитие. Bondioli et al. (1989) съобща-
ват за бременности повече от 40% от замразе-
ни-размразени ембриони, на които е опреде-
лен пола чрез PCR преди замразяване. 

Предимства - чувствителната, точна, на-
деждна и ефективна процедура, без да засяга 
нивата на бременност. Отстраняването на ня-
колко клетки причинява много малка травма 
на ембрионите. Този метод не променя потен-
циала за развитие in vitro. Ембриобиопсията 
може да се използва едновременно за мулти-
плексно генотипиране на говежди ембриони 
(Peippo et al., 2007) и за генетично изследване 
за наследствени заболявания. Амплификаци-
ята на специфична за Y хромозома ДНК чрез 
PCR техниката е най-надеждният и практи-
чен метод за определяне на пола на говежди 
ембриони (Herr et al. 1991).

Недостатъци са, че се изискват техниче-
ски умения и отнема много време. Крие риск 
от фалшиви положителни резултати поради 
ограниченото количество ДНК в биопсии на 
ембриони, междувидово ДНК замърсяване, 
ДНК замърсяване по време на работа с ДНК 
продуктите при PCR процедури и електрофо-
реза (Bredbacka, 1998 ).

5. Loop-медиирани изотермични 
усилвания

Определянето на пола на ембриона въз ос-
нова на специфични последователности на 
Y-хромозомата е демонстрирано чрез амп-
лификация чрез PCR от малък брой бласто-

мери (Alves et al. 2006). Hirayama et al. (2004) 
съобщават за изотермична амплификация, 
медиирана от реакция на верижно замества-
не (Loop-mediated isothermal amplification 
- LAMP), което е по-прост метод за опреде-
ляне на пола на говежди ембрион в сравне-
ние с PCR. В LAMP ДНК амплификацията 
се извършва в изотермично състояние с по-
мощта на ДНК полимераза и четири набора 
от специфични ДНК праймери за ДНК син-
тез, заедно с набор от праймери за ускоряване 
на реакцията на LAMP (Notomi et al. 2000). 
Вътрешният праймер и външните праймери 
произвеждат ДНК структура на стволова ве-
рига и след това голямо количество ДНК се 
амплифицира чрез реакцията на автоцикли-
ране (Hirayama et al.2013). Амплификацията 
на целевата ДНК се оценява чрез измерване 
на мътността, дължаща се на бяла утайка от 
магнезиев пирофосфат, страничен продукт от 
синтеза на ДНК (Zhang et al. 2009). 

Предимства: Базираният на LAMP метод 
за определяне на пола има добра чувствител-
ност и е точен, бърз и лесен за изпълнение за 
определяне на пола на ембриони от говеда 
(Hirayama et al. 2013). Използват се преноси-
ми или по-евтини инструменти.

Недостатъци: Електрофорезата е на-
деждна техника за тълкуване на резултата 
от LAMP, но отнема много време, нуждае се 
от система за гел-изобразяване и система от 
апарати за електрофореза, които са трудни за 
прилагане за полеви цели (Zhang et al. 2009). 

6. Флуоресцентна in situ хибридизация 
(FISH)

Техниката флуоресцентна in situ хибриди-
зация (FISH) може да открие специфични 
ДНК последователности на отделни хромозо-
ми от клетка (Kobayashi et al. 2004). Този ме-
тод може да се използва не само за определя-
не на пола на ембриона, но и за откриване на 
хромозомния мозаицизъм и анеуплоидията 
в ембрионите. Чрез използване на ДНК сон-
да, специфична за Y хромозомата при флуо-
ресцентна in situ хибридизация (FISH), мъж-
ките и женските ембриони могат да бъдат ди-
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ференцирани. Cenariu et al. (2011) съобщават, 
че точността на метода FISH за определяне на 
пола на говежди ембриони е 86,66%.

Предимства на метода е, че рискът от за-
мърсяване на пробата е незначителен (Sharma 
et al. 2017).

Недостатъци: Тази инвазивна техника е 
много сложна, скъпа и отнема време.

Неинвазивните методи за определяне пола 
на ембриона са предпочитани, тъй като запаз-
ват целостта на ембриона, ембрионите оста-
ват непокътнати и жизнеспособни и се оси-
гурява оптимално и нормално ембрионално 
развитие. Неинвазивното определяне на пола 
е с по-малка точност  от инвазивните техники 
(Sharma et al. 2017). Някои неинвазивни мето-
ди са:

1. Откриване на Х-свързани ензими 
2. Откриване на H-Y антигени. 
3. Определяне на пола въз основа на разде-

ляне и развитие

Откриване на Х-свързани ензими
При бозайниците има две Х-хромозоми 

за хомогаметен пол и една за хетерогаме-
тен пол. При Х-свързаните ензими генната 
доза се използва за разграничаване на мъж-
ки и женски ембриони. Някои ензими напр. 
Глюкозо-6-фосфат дехидрогеназата (G6PD), 
хипоксантин фосфорибозил трансферазата 
(HPRT), фосфоглицерат киназата са свързани 
с X-хромозомата (Wakchaure et al. 2015). Тези 
ензими се измерват в ембрионите. Високата 
концентрация на ензима обикновено означа-
ва две Х хромозоми или женски ембрион, а 
ниската концентрация означава една Х хро-
мозома или мъжки ембрион. 

Активирането на ембрионалния геном 
в говеждия ембрион се случва между 8 до 
16-клетъчен стадий (Frei et al. 1989), но точно-
то време на инактивиране на X-хромозомата в 
ембриона не е известно, то може да се случи 
по време на стадия на бластоциста. В периода 
между активирането на ембрионалния геном 
и инактивирането на една Х-хромозома, мъж-
кият и женският ембрион могат да бъдат раз-
граничени чрез оценка на концентрациите на 

Х-свързаните ензими. Съотношението на ак-
тивността на Х-свързания ензим към актив-
ността на автозомния ензим е по-ниско при 
мъжките, отколкото при женските ембриони 
поради вариации в метаболизма на ембриона. 

При говежди ембриони показват по-висо-
ка активност на глюкоза и глутамин при жен-
ските, отколкото при мъжките. Въпреки че 
измерването на Х-свързаната ензимна актив-
ност има доста голяма точност, се срещат и 
много ограничения като трудност при съби-
ране на малки количества ензими, по-продъл-
жително излагане на ембриона на външната 
среда води до намалена жизнеспособност на 
ембриона и възможности за фалшива диа-
гноза поради междинни стойности (Pratheesh 
et al. 2011). Жизнеспособността на ембриона 
е намалена, особено при ембриони с много 
висока или много ниска ензимна активност. 
Някои времеви резултати също могат да бъ-
дат двусмислени поради частичното инакти-
виране на X-хромозомата (Kouamo и Kharche, 
2014). Този анализ може също да бъде токси-
чен за ембрионите, което може да повиши 
процента на смъртност (Wakchaure et al. 2015).

Предимства на метода са, че позволява да 
се определи пола на всички ембриони.

Недостатъци: Жизнеспособността на ем-
бриона е намалена, особено за ембриони с 
много висока или много ниска ензимна ак-
тивност. Ембрионът трябва да се държи на-
вън за по-дълго време, за да се оцени ензима. 
Възможно е да съществуват вариации, воде-
щи до фалшива диагноза. Анализът може да е 
токсичен за ембрионите. 

Откриване на мъжки специфичен 
фактор (H-Y антиген) чрез антитяло

Мъжкият специфичен антиген на клетъч-
ната повърхност се нарича хистосъвместим-Y 
или H-Y антиген. Този антиген се намира в 
соматичните клетки на хетерогаметния пол 
на всички видове. Откриването на H-Y анти-
ген може да се използва като метод за опреде-
ляне на пола на ембрионите. H-Y антигенът 
върху ембриони може да бъде открит чрез 
анализ за цитотоксичност и чрез имунофлу-
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оресцентен анализ. При цитотоксичен анализ 
се разработва поликлонален антисерум сре-
щу H-Y антиген и в присъствието на компле-
мент ембрионите се инкубират с този анти-
серум. Мъжките ембриони се убиват поради 
имунна реакция, докато незасегнатите ем-
бриони са женски, които са годни за трансфер 
(Anderson, 1987). 

С помощта на имунологични техники (с 
използване на поликлонални и моноклонал-
ни антитела) присъствието на H-Y антиген е 
доказано върху ембрион от 8-клетъчен ста-
дий до стадий бластоцист, т.е. предварител-
но имплантиран ембрион при всички видове 
бозайници, напр. говеда (Booman et al. 1989). 
При или след бластоциста е много трудно да 
се открие H-Y антиген (Wakchaure et al. 2015). 
При тази техника ембрионите се инкубират с 
ниска концентрация на H-Y антитела и след 
това с флуоресцентно маркирани вторични 
антитела, които са били отгледани срещу 
H-Y антитела. Обикновено вторичните ан-
титела се маркират с флуоресцеин изотиоци-
анат (FITC), но за повишаване на интензитета 
може да се използва и Rphycoerythrin (RPE) 
(Booman et al. 1989). Изследването с флуо-
ресцентна микроскопия показва, че мъжките 
ембриони флуоресцират (H-Y положителни), 
а женските ембриони не флуоресцират (H-Y 
отрицателни). Точността на техниката е 90% 
при мишки, 85% при овце и 81% при свински 
ембриони, т.е. приблизително 85% точност 
при идентифициране на пола на ембриона 
(Anderson, 1987). 

Индиректната флуоресцентна техника 
позволява ембриотрансфер без криоконсер-
вация с очевидно по-малко компрометира-
на жизнеспособност на ембриона (Kouamo и 
Kharche, 2014). 

Предимства: Имунологичният подход не е 
точен като цитотоксичния подход, но е срав-
нително бърз, лесен за изпълнение, не изис-
ква специални манипулационни умения и 
също така не се нуждае от биопсия на ембри-
они (Bredbacka, 1998).

Недостатъци: Ограничението на този ана-
лиз е, че се произвеждат само женски инди-

види, докато мъжките се унищожават. Ан-
тителата срещу H-Y антигена не са напълно 
специфични за пола, т.е. поради кръстосаните 
реакции, тези антитела могат да покажат фал-
шив положителен резултат. Също така пора-
ди обработката на ембриона, степента на за-
чеване може да бъде засегната. 

Определяне на пола въз основа на 
разделяне и развитие

Разделянето, както и скоростта на развитие 
са по-бързи в клетките на мъжките ембрио-
ни, отколкото в женските, за да се достигнат 
стадии на морула и бластоциста (Sharma et al. 
2017). Въпреки че този метод е прилаган до 
7-дневен ембрион, пола на ембриона може да 
се определи още в 2-клетъчния стадий. Yadav 
et al. (1993) предполагат, че Y-сперматозои-
дите активират ембрионалния геном за тран-
скрибиране на растежни фактори преди ем-
брионална транскрипция, което може да по-
виши скоростта на клетъчно делене в мъжки 
ембриони, т.е. по-бърза скорост на развитие. 

Проблемът при този метод за определяне 
на пола на ембриона е, че е почти невъзмож-
но да се получи достъп до точното време на 
разделяне in vivo и също така са необходи-
ми големи умения, за да се оцени разликата 
в скоростта на развитие, тъй като тя е много 
оскъдна (Sharma et al. 2017).

Някои от приложенията на определяне на 
пола на ембриони са: Промяна на съотноше-
нието мъжки и женски пол при селскосто-
панските животни; увеличаване на производ-
ството на мляко и месо; контрол на случаите 
на фримартинизъм; в управлението на дивата 
природа като стратегия за опазване на застра-
шен вид и като схеми за размножаване в зоо-
логически градини; за генетичната регулация 
на свързаните с пола заболявания при хора. 

Ограниченията, които се срещат при при-
лагане на процедурата са следните: Лоши ин-
фраструктурни съоръжения; ниско ниво на 
образование и обучение на персонала; висока 
цена на технологията; разлика между изсле-
дователски и полеви условия; по-малко нали-
чие на местни технологии и материали.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Определянето на пола на ембрионите има 
голям потенциал за максимизиране на ефек-
тивността на производството на млечни про-
дукти чрез контролиране на съотношението 
между половете на домашните видове. Поз-
волява избор на желан пол въз основа на из-
искванията на производителите, за да се све-
дат до минимум загубите поради умъртвява-
не на нежелани животни. Определянето на 
пола на ембрионите може да потенцира тех-
никата за ембриотрансфер на множествена 
овулация (MOET) с цел повишаване на точ-
ността на селекцията и намаляване на разхо-
дите за MOET чрез увеличаване на женските 
(Nicholas and Smith, 1983). 

Определянето на пола на ембриона може да 
бъде възможно въз основа на разликата в хор-
моналния профил на плода от различен пол. 
В говеждите ембриони има някои специфич-
ни за пола механизми, регулиращи сигнални-
те събития на имплантиране, както Larson et 
al. (2001) предполагат по-високото производ-
ство на сигнален фактор като интерферон тау 
в женски ембриони. По същия начин, мъжки-
те ембриони имат по-бързо развитие, когато 
са изложени на по-високи серумни концен-
трации на глюкоза in vitro (Gutierrez-Adan et 
al. 2001). Всички тези методи не са добре про-
учени и се нуждаят от повече изследвания, за 
да се подобри тяхната ефикасност и точност. 

Въпреки че инвазивните методи, като 
цитологичното кариотипиране, имат добра 
точност, те не могат да се прилагат на поле-
во ниво, тъй като оцеляването на ембриона е 
компрометирано. Откриването на Х-свърза-
ни ензими, HY антиген, хормонален анализ, 
разлика в скоростта на разделяне и развитие 
и т.н. нямат голяма практическа стойност. От 
всички тези методи PCR, FISH и LAMP са 
ефективни, високонадеждни и точни проце-
дури за определяне на пола на ембриони.

Контролът на съотношението между поло-
вете на домашните видове е от голямо тър-
говско значение за селското стопанство и на-
уката за животните и приложенията на тези 

методи за определяне на пола се разширя-
ват далеч отвъд животновъдната индустрия. 
Всички тези методи се нуждаят от повече из-
следвания, за да се подобри тяхната ефикас-
ност и точност. 
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