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Resumen 

Objetivo: El objetivo de este estudio es valorar si el hecho de que una pareja tenga varios hijos del
mismo sexo podría deberse a una desviación en las frecuencias de los espermatozoides con el cromo-
soma X o Y. 

Material y métodos: Se analizan mediante FISH, los espermatozoides de 3 varones normozoospérmi-
cos. Dos de ellos son padres de 4 niñas y el otro es padre de 4 niños. Resultados: No se encuentran
diferencias significativas entre las frecuencias de espermatozoides con cromosoma X o Y, entre cada
uno de los pacientes, ni entre los varones padres de niñas frente al padre de niños. 

Conclusiones: La desviación en la sex ratio en las tres familias estudiadas no se debe a una diferen-
cia en los porcentajes de espermatozoides con cromosoma X o Y. Podría deberse a una selección es-
permática en el tracto femenino o en el momento de la fecundación o bien una selección a nivel de
implantación y desarrollo embrionario. 
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Summary 

Objectives: The aim of the study is to analyse if the sex ratio variation in some families could be due
to differences in the proportions of X-bearing and Y-bearing spermatozoa. 

Materials and methods: Spermatozoa of 3 normozoospermic males were analyzed using fluorescence
in situ hybridization. Two of them were fathers of 4 daughters and the other was father of 4 sons. 

Results: No statistical differences were found in the frequencies of X-bearing and Y-bearing sperm
between the three males, neither between the fathers of daughters and the father of sons. 

Conclusions: The sex ratio deviation in the three studied families is not due to differences in the pro-
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INTRODUCCION

Las variaciones en la sex ratio de los recién naci-
dos (normalmente expresada como la proporción de
varones o el número de varones por 100 hembras),
ha sido motivo de estudio durante años (1). Parece
ser que la sex ratio depende de múltiples factores, in-
cluso factores psicológicos (2) y ambientales (3).

Existen variaciones en la sex ratio en las distintas
etnias, siendo la de las poblaciones asiáticas la más
alta (4) y la de la población negra la más baja (5).
Las variaciones intrapoblacionales suelen ser meno-
res y están también relacionadas con múltiples facto-
res como la edad materna (6) o paterna (7, 8) aunque
con resultados contradictorios según los autores (9,
10). También se han relacionado las variaciones de la
sex ratio con la multiparidad o el orden de nacimien-
to, con resultados también distintos según los autores
(6, 9, 10), e incluso con la estacionalidad (11).

Los mecanismos de estas variaciones no están
claros y podrían venir determinados por una altera-
ción de la frecuencia de espermatozoides portadores
del cromosoma X o Y, una selección del espermato-
zoide en el tracto genital femenino, o una implanta-
ción diferencial y mayor supervivencia de los em-
briones de un sexo u otro.

Estudios previos han analizado la proporción de
espermatozoides X e Y, en muestras de semen de do-
nantes. Algunos autores muestran un mayor número
de espermatozoides X (12, 13) y otros un porcentaje
mayor de espermatozoides Y (14). Estudios mas re-
cientes no encuentran diferencias en la ratio de los
espermatozoides (15, 16). Bibbins y cols. (17) pre-
sentan un mayor porcentaje de espermatozoides X en
un varón padre de sólo niñas, mientras que Irving y
cols. (18) no encuentran diferencias en la sex ratio de
los espermatozoides de varones con hijos del mismo
sexo. Bowman y cols. (19) no encuentran una varia-
ción de la relación X:Y esperada (11), en los esper-
matozoides analizados mediante hibridación “in situ”
de fluorescencia (FISH), de un paciente tras realizar
4 ciclos de FIV con diagnóstico preimplantacional
con un número de embriones de sexo masculino sig-
nificativamente mayor al número de embriones de
sexo femenino.

En este estudio se analiza, mediante FISH, la fre-

cuencia de espermatozoides portadores del cromoso-
ma X o Y en tres varones con cuatro hijos del mismo
sexo, con el fin de valorar si la causa de la desvia-
ción de la sex ratio en estas familias es una mayor
frecuencia de espermatozoides portadores del cromo-
soma X o Y en cada caso.

MATERIAL Y MÉTODOS

Se obtuvieron muestras de semen de tres volunta-
rios normozoospérmicos, con cuatro descendientes
del mismo sexo cada uno. Las muestras fueron pro-
cesadas y evaluadas mediante hibridación “in situ”
de fluorescencia (FISH) sin disponerse de informa-
ción sobre las mismas.

Se procedió a la centrifugación de las muestras de
semen con medio de cultivo (Gamete-100,
Scandinavian IVF Science, AB Goteborg), durante
10 min. a 1500 r.p.m. Tras la extracción del sobrena-
dante, se efectuó la fijación de las muestras en solu-
ción fijadora de Carnoy fría (metanol: ácido acético,
3:1) y nueva centrifugación (10 min. a 1500 r.p.m.),
tras la cual se repitió el proceso de fijación.
Finalmente, el botón celular se resuspendió aproxi-
madamente en 0,5 ml. de solución fijadora. En este
punto la suspensión celular en fijador se guardó a -
20°C o bien se procedió a la extensión de preparacio-
nes celulares en portaobjetos, las cuales fueron a su
vez guardadas a -20°C o se procedió inmediatamente
al tratamiento de las mismas para FISH.

Los portaobjetos fueron lavados durante 5 min. en
2x SSC y a continuación se deshidrataron en una bate-
ría de alcoholes, procediéndose posteriormente a la
descondensación de los núcleos de los espermatozoi-
des. Dicha descondensación se realizó incubando los
portaobjetos en una solución de DDT 5mM/ Triton X-
100 al 1% a 37°C en baño María durante 15-30 min.
Tras dicha incubación, los portaobjetos fueron exami-
nados en un microscopio de contraste de fases, para
evidenciar que efectivamente había tenido lugar la des-
condensación nuclear. A continuación, los portaobjetos
fueron lavados de nuevo en 2x SSC durante 5 min. y
deshidratados otra vez en una batería de alcoholes.
Tras secado a Tª ambiente de los mismos, se procedió
inmediatamente a realizar la hibridación (FISH).

Para la FISH se utilizó una sonda centromérica
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portions of X and Y-bearing sperm. Some possible causes could be a sperm selection in the female
tract or at fertilization or a differential implantation and survival rates of embryos. 

Key words: sexual chromosomes. Fluorescence in situ hybridization. Sex ratio.



- 111Vol. 18 - nº 2 - Marzo-Abril 2001

del cromosoma X, la cual reconoce la banda cromo-
sómica Xp11.1-q11.1 (locus DXZ1), marcada directa-
mente con SpectrumGreen (CEP X, SpectrumGreen,
Vysis Inc., Downers Grove, IL, USA) y una sonda
que reconoce la secuencia de ADN satélite III de la
región cromosómica Yq12 (locus DYZ1) del cromo-
soma Y, marcada directamente con SpectrumOrange
(CEP Y, SpectrumOrange, Vysis Inc.). El protocolo
de incubación y detección de la FISH se realizó se-
gún las recomendaciones de la casa comercial.

Los portaobjetos fueron analizados en un micros-
copio de fluorescencia Olympus BX50, equipado con
un filtro individual para FITC, un filtro doble para
FlTC/Texas Red, y un filtro triple para DAPI /
FlTC/Texas Red. Unicamente aquellos núcleos con
evidencias inequívocas (morfología oval y/o presen-
cia de cola) de tratarse de núcleos descondensados de
espermatozoides fueron evaluados. Los núcleos fue-
ron analizados para la presencia de dos señales verdes
(XX) o de una señal verde y una señal roja (XY),
evaluándose 10000 espermatozoides por muestra por
tres observadores diferentes.

RESULTADOS

Los tres varones estudiados presentaban normozo-
ospermia con una concentración espermática media
de 94,3 M/ml. La concentración media de espermato-
zoides móviles fue de 43,8M/ml (46,1 %). Los pará-
metros espermáticos se muestran en la Tabla 1.

Los donantes A y B son padres de 4 niñas y el do-
nante C es padre de 4 niños.

Los resultados obtenidos al realizar FISH en es-
permatozoides se presentan en la Tabla 2. En ninguno
de los tres casos se ha observado la sex ratio desviada
del valor esperado 1:1. No hay diferencias entre la
sex ratio de los espermatozoides de los padres de ni-

ñas y la del padre de niños. El porcentaje de esperma-
tozoides portadores del cromosoma X y del cromoso-
ma Y, en el donante A, fue 50,94% y 49,03% respec-
tivamente. En el donante B, la frecuencia de
espermatozoides X fue de 48,83% y la de espermato-
zoides Y de 49,66%, mientras que en el donante C
fueron de 49,96% y 49,81% para los cromosomas X e
Y respectivamente. No se encuentran diferencias sig-
nificativas en los porcentajes de espermatozoides por-
tadores del cromosoma X frente al porcentaje de es-
permatozoides portadores del cromosoma Y en cada
uno de los donantes, ni en los padres de niñas frente
al varón padre de niños.

CONCLUSIONES

La identificación y el contaje de los cromosomas
sexuales de espermatozoides presenta determinados
problemas. La tinción de espermatozoides con quina-
crina da lugar a una fluorescencia brillante en la re-
gión heterocromática del cromosoma Y, pero esta re-
gión puede ser confundida con otras regiones
heterocromáticas como la región heterocromática del
cromosoma 9.

El uso de ovocitos de hámster desprovistos de zo-
na pelúcida ha sido una técnica muy utilizada para el
análisis de cromosomas de espermatozoides humanos
(20). Aún así, es una técnica compleja y de difícil va-
loración cuando más de un espermatozoide penetra en
el ovocito. Además, hay que tener en cuenta que pue-
de haber una selección de los espermatozoides basada
en su capacidad fecundante.

La hibridación “in situ” de fluorescencia en núcle-
os de espermatozoides descondensados ha simplifica-
do el análisis de la constitución cromosómica de los
mismos (21).

Se han realizado pocos estudios en espermatozoi-
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Donante Vol. N°sptz/ml Nºsptz mov/ % sptz.mov N°sptz +++/

ml. ml.

A 2,8 ml 86,0 M/ml 29,3 M/ml 34,1% 15,1 M/ml

B 3,5 ml 43,5 M/ml 10,5 M/ml 24,1% 14,5 M/ml

C 2,7 ml 153,3 M/ml 91,7 M/ml 59,8 % 51,9 M/ml

X 3 ml 94,3 M/ml 43,8 M/ml 46,4 % 27,1 M/ml

Tabla 1
Parámetros espermáticos de tres varones 

normozoospérmicos.



des de padres de varios hijos del mismo sexo.
Dmowski y cols. en 1979 (22) y Bibbins y cols. en
1988 (17), utilizando la tinción de quinacrina, presen-
tan una menor proporción de espermatozoides con
cromosoma Y en varones padres de solamente hijas.
Irving y cols. (18) analizan los espermatozoides de 19
varones con tres o más hijos todos del mismo sexo
mediante FISH. No encuentran diferencias significa-
tivas en el porcentaje de espermatozoides con cromo-
soma X y con cromosoma Y entre el grupo de padres
de niños y el de padres de niñas. Nuestros resultados
coinciden con los de estos autores ya que tampoco
encontramos diferencias entre dichas frecuencias.

La alteración en la sex ratio, al menos en las fami-
lias presentadas, no fue debida a una alteración en el
porcentaje de espermatozoides X o Y. Si no fue debi-
da únicamente a la casualidad, podría deberse a otros
factores como una selección del espermatozoide en el
tracto genital femenino o en el momento de la fecun-
dación (19). Shettles (23) propuso que el espermato-
zoide X tendría un núcleo mayor que el del esperma-
tozoide Y y, por lo tanto, se mueve más lento aunque
tiene una vida más larga. También podría existir una
selección en la implantación y desarrollo embriona-
rio.
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Tabla 2
Frecuencia de espermatozoides portadores del cromosoma X y del cromosoma Y analizados mediante hibridación in-situ 

de fluorescencia (FISH) en tres varones normozoospérmicos.

Donante A B A+B C

Descendencia 4H 4H 8H 4V

N° total sptz. 10260 10000 20260 10000

N° sptz. X 5227 4883 10110 4996
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% sptz.Y 49,03% 49,66% 49,34% 49,81%

Sex ratio 0,96 1,01 0,99 1,00

n.s.: no significativo
Se han excluido las células que no presentaban una única señal clara.
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