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de sexo bovino por PCR
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RESUMEN

La determinacion prenatal del sexo en las especies
deinterés pecuario, es unametodologia de graninterés
desde el punto de vista productivo. En este trabajo se
utilizé el ADN de seis bovinos, raza Holando, para
detectar marcadores macho especificos (sexado), con
la técnica de amplificacién de ADN in-vitro (PCR). De
esta forma fue posible detectar secuencias especificas
de sexo masculino, utilizando cantidades de muestras
tan pequenascomo5 pgde ADN. EImétodo diagndstico
aplicado resulté ser especifico, sensible, rapido y
econémico.
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SUMMARY

The prenatal sex determination in farm animals
species of interest, isanestrategic goal from a productive
point of view. In this work the DNA amplification in
vitro technique (PCR) was used to detect male specific
markers (sex marker), using the DNA of six Holstein
breed bovines.

It was posible the detections of male markers DNA
amplification using as little as 5 pg of DNA samples.
The diagnostic method applied to bovine resulted
specific, sensitive, rapid and economic.

Key Words: Cattle, DNA amplification, polymerase
chain reaction, sex determination.

amplificacién de ADN, PCR.

INTRODUCCION

La determinacién prenatal del
sexo en los animales domésticos
genera un importante impacto
productivo. El valor econémico de
los animales de produccién varia
segin sea su sexo (17). En la
explotacién vacuna, en determi-
nadas circunstancias, es importante
lograr una mayor descendencia de
un determinado sexo. Por ejemplo,
mayor nimero de hembras en la
produccién lechera y de machos en
la produccién de carne.

En la érbita de la industria
frigorifica la aplicacién de
marcadores de sexo postnatal en
bovinos (a partir de sangre o

musculo) cobra importancia, pues
las canales de animales machos
reciben mayor cotizacién en los
mercados australianos.

Para investigar el sexo, existen
enbovinos métodos inmunolégicos
(19), citogenéticos (13) y consondas
de ADN (dcido desoxirribonu-
cleico)(15) (8), queexhiben distintos
grados de sensibilidad y repe-
tibilidad.

Losmismossebasanendetectar
la presencia del cromosoma Y, un
segmento del mismo, o bien un
producto de la expresion de sus
genes.

Ultimamente la técnica de
sexado se hasumado al transplante
de embriones donde cobra

relevancia su aplicacién junto a la
fertilizacion in-vitro y el clonado
de embriones (17). Los métodos de
sexado antes citados insumen
muchotiempoy presentan unaserie
de dificultades que pueden
comprometer la viabilidad de los
embriones preimplantados (17).

La técnica de amplificacion de
ADN in-vitro (PCR) (10) (18)
permite realizar un rdpido, simple
y fiable diagnéstico de sexo en
diferentes especies, amplificando
secuencias macho especificas (2)
(11)(12). Esta técnica permite copiar
en forma exponencial segmentos
predeterminadosdel ADN, a través
de sucesivos ciclos térmicos.

En este trabajo se reporta la
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puesta a punto de la técnicade PCR
a partir de sangre (postnatal), para
la identificacion de secuencias
repetidas del brazo corto del
cromosoma Y, propias del sexo
masculino de Bovino (Bos taurus).
Se describen los parametros
ensayados y las concentraciones
decrecientes de ADN utilizadas con
el propésito de estimar el grado de
sensibilidad de la técnica. Se
discuten elementos metodolégicos
y las variables a tener en cuenta en
su aplicacion.

MATERIALES Y METODOS

‘Obtencién de muestras

Se trabajé con 6 bovinos adultos
raza Holando, 3 de ellos hembras
recién paridas y 3 machos que se
utilizaban como dadores de semen.

A todos ellos se les extrajo 20
mililitros (ml) de sangre entera por
puncién de vena yugular, con

jeringa desechable con 1,5 mg de
EDTA-Na/ml de sangre.

Las muestras colectadas fueron
transportadas al laboratorio en
conservadora isotérmica y mante-
nidas a4°C hasta su procesamiento.

Extraccién de ADN

Cada sangre extraida fue
mezclada con 9 voltimenes de
Tampo6n de lisis (Sacarosa 0.32 M,
Tris 10 mM, 5mM MgC12, Tritén
100x 1%) y los nticleos recuperados
centrifugando a 3000 rpm /10 min.
Los precipitados fueron resus-
pendidos con4,5 ml de tampdén con
75mM NaCl, 24 mM EDTA pH 8.0,
(SE).

Se agregaron 250 microl de 10%
Sodium-Duodecilo-Sulfato (SDS) y
100 microgr/ml de Proteinasa K,
incubdandose a37°C por 120 min. Se
mezclaron suavemente con 5ml de
Fenolsaturadocon20mM Tris pH=
8.0, se centrifugarona 6000 rpm/10

min. recuperandose la fase acuosa,
precipitindose el ADN con el
agregado de 1/10 del volumen de
acetato de Na (C,H.NaO,)3 My 2
voliimenes de etanol absoluto; y se
mezclaron suavemente hasta que
se visualizo el ADN.

El ADN se recogi6é con una
varilla de vidrio, se enjuagé dos
veces en alcohol 70%, se dej6 secar
al aire, y se resuspendi6 en 1 ml de
tampon con 10mM Tris, pH= 8.0, 1
mM EDTA (TE).

Se evalué la concentracion del
ADN por medidas de absorcién a
una longitud de onda de A, /A,
con un espectofotémetro DMS 200
VARIAN.

Amplificacién del ADN in vitro
Se seleccionaron del gen macho
especifico, dos secuencias
repetidas del brazo corto del
cromosoma Y (2) (14) que fueron
fabricados por OPERON
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Technologies Inc. El par de
oligonueleotidos cuyas secuencias
figuran en la tabla 1, flanquean un
fragmento de 307 pares de bases
(pb) del gen. Oligonucleotidos
especificos para el gen de Kappa-
caseinaque flanqueanun fragmento
de350pb (6)(7) (9), fueron utilizados
paraestimarel tamanode lasbandas
de sexado y como controles de
amplificacion.

ciclador termoregulable marca
Biometra
autonomos, de 20 pocilloscadauno
El perfil termal incluyo 40 ciclos de
desnaturalizacion, hibridizacion y
extension que prolongaron la
reaccion por un lapso de 3 hs. 20
min. (Cuadro 2).

con tres bloques

CORRIDA
ELECTROFORETICA

Cuadro N"1

Secuencia

BRY.1
(Matthews
1990))

Secuencias de ADN especificos del cromosoma Y bovino,
y pares de oligonuleétidos para la determinacion de sexo

Oligonucledtidos
GGATCCGAGACACAGAACAGGCTGC

TATCCTACCTACCTAATCGAACTAGTT

Longitud del
frag. Amplificado
307 PB

ENSAYO

Se trabajé con 100 nanogramos
(ng) de ADN correspondientes a
cada animal para realizar la
amplificacion en un volumen final
de 100 pl. La reaccion se efectud en
tubos de microcentrifuga de
polipropilenode 500 pl de volumen
total conteniendo cada uno: 10l de
tampén 10 X de PCR (GeneAmp,
Perkin Elmer), 0.1 % Gelatina, 200
M de cada ANTP (dATP), dCTP,
dTTP y dGTP), 20 picoMolar (pM)
de cada oligonucledtido, 1.5
unidades de Enzima de Amplitaq
ADN Polimerasa (Per-

LLos fragmentos de ADN se
separaron porsuta mano, mediante
electroforesis en gel de agarosa al
2.5%.

Se utilizo agarosa ultra pura
(Gibco BRL) en tampdn Tris-
Acetato (TAE)0.04 MpH 8.0, 1 mM
EDTA.

La corrida se ralizo en cuba
horizontal (modelo H3 Gibco BRL),
con tampon TAE, a un voltaje de
25V/em de distancia entre los
electrodos con una fuente de poder
de 230 V, 0.7 Amp y 50/60 Hz
marca Polisistem, durante 90 min.

Los productos de amplificacion

kin-Elmer Cetus), y agua

estéril hasta completar.

Se efectuaron ensa-
yos para estimar la
sensibilidad delatécnica
con concentraciones
decrecientes de ADN, 50
ng, 5 ng, 50 picogramos
(P8) ¥ 5pg-

Las muestras se

Cuadro N”2
Perfil termal de la reaccion

1. Ciclo de:

2, 40 ciclos de:

3. Ciclo de:

94°C /180 seg.
56"C /60 seg.
72°C/60 seg
94°C/60 seg
72°C/300 seg

amplificaron en un
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se visualizaron por
tincion del gel con una
solucion de Bromuro de
I'tidio (EtBr) (Sigma
Chem. Company) 0.5
mg/ml durante 20 min.
v posterior observacion
bajo luz ultravioleta en
un transiluminador con
lampara de 312 nm,
(marca Bioblock Scien-
tific).

RESULTADOS

Los productos de
amplificacion del seg-
mento del gen macho
especifico obtenidos en
lascondiciones descritas,
tienen pesos moleculares
que coinciden con los
esperados.

El tamano de las

amplificaciones hasta un
nivel tan bajo como 5 pg.
(Figura 2).

DISCUSION

En este trabajo se
evidencia la factibilidad
y eficacia del uso de una
técnica molecular, alta-
mente especifica para
determinar el sexo mas-
culino de los bovinos en
Uruguay.

Cuando pusimos a
punto la técnica inicial-
mente nos inclinamos a
efectuar una deteccion
postnatal, por los riesgos
de pérdida embrionaria
que la manipulacién trae
aparejados. Posterior-
mente seguimos ensa-
yando el proceso a nivel

bandas es de aproxima-
damente 307 pb (Figura

Se observaron ban-
dasentodaslasmuestras
provenientes de los
individuos fenotipica-
mente masculinos (Figu-
ra 1), no obteniéndose
amplificacion en las
muestras correspon-
dientes a las hembras.

Elanalisis insumid un
dia desde la obtencion
de las muestras hasta el

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa 2.5% de
). muestras de ADN bovino amplificado in-vitro.

Pocillo M- Marcador de peso molecular patron
(bacteriofago Lambda digerido con la endonucleasa
de restriccion Hind I11)
Pocillo 1,2y 5-Muestra con 5ngde ADN de macho en
presencia de oligonucledtidos de sexado (se ve banda
de 307 pb).
Pocillo 2 y 4 - Muestra con 5 ngde ADN de hembra en
presencia de oligonucledtidos de sexado (no se ve
ninguna banda).
Pocillo 6 - Muestra sin ADN en presencia de
oligonucledtidos desexado, control de inespecificidad
(no se ve ninguna banda).

de embriones con la
finalidad de mejorar el
método; cabe destacar
que casi por la misma
fecha otro grupo de
Facultad de Veterinaria
del Uruguay, trabajando
en coordinacion con un
equipodeinvestigadores
brasilefios, comunica la
obtencién exitosa de
embriones con sexo
conocido por PCR (16).
Losresultados obteni-
dos en nuestros ensayos

diagndostico
correspondiente al sexo de los 6
animales analizados.

Los controles de amplificacion,
en los que se utilizaron
oligonucledtidos para el gen de
Kappa-caseina, mostraron la
aparicién de unabanda del tamafo
esperado (350 pb) en todos los
individuos analizados (6) (7). En
los controles negativos (sin ADN)
no se observé la presencia de
ninguna banda, confirmando la
ausencia de amplificacién

inespecifica (Figuras 1,2 y 3).

Las mezclas de reaccion y el
desarrollo del perfil termal
insumieron 5 horas de las cuales
210 min. corresponden al proceso
de amplificacion y 90 min. a la
corrida electroforética.

Las bandas se observan por lo
fluorescencia del BrEt, no
necesitindose marcaje isotépico.

Los ensayos realizados con
concentraciones decrecientes del
ADN molde, detectaron
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coinciden con reportes
efectuados porotros investigadores

(11) (12), que utilizaron la técnica
de PCR, para amplificar
especificamente secuencias repe-
tidasdelbrazo cortodelcromosoma
Y.

La utilizacién de un par de
oligonucleétidos que reconocen las
secuencias especificas de este
cromosoma, nos permite lograr
amplificaciones solamente en el
ADN proveniente de los machos
(Figura 1).
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A la luz de los resultados
obtenidos, la caracterizacion de
sexo por este procedimiento es
rapida, sensible y fiable.

El producto de amplificacién
se evidencié con un intercalante
fluorescente que sustituye los
radiois6topos, permitiendo
disminuir costos, brindar mayor
seguridad y agilidad al operario.

Los ensayos de sensibilidad
que realizamos evidenciaron

como 5 pg. Si tenemos en cuenta
que una célula de mamifero posee
aproximadamente 6 pg de ADN,
podriamos suponer que con esta
técnica es posible efectuar un
diagnostico con muy pocas células.

La ocurrencia de falsos
negativos ha sido reportado por
complicaciones metodolégicas,
pudiendo ser superado con la
incorporaciéon de un segundo par
de oligonucléotidos que ampli-

fiquen secuencias repetidas
autosémicas (12). Otros autores

6789M

amplificaciones a partir de
muestras de ADN tan pequenas

PELE:

“
L

Figura 2. Electroforesis en gel de
agarosa 2.5% de muestras de
ADN bovino amplificado in-
vitro.

Pocillo M - Marcador de peso
molecular patron (Bacteriofago -
Lambda digerido con la
endonucleasa de restriccion Hind
).

Pocillo 1 - Muestra con 5 ng de
ADN macho en presencia de
oligonucledtidos de sexado (se ve
banda de 307 pb).

Pocillo 2 - Muestra con 5 ng de
ADN de macho en presencia de
oligonucléotidos de Kappa-
caseina (se ve banda de 350 pb).
Pocillo 3 - Muestra con 50 pg de
ADN de macho en presencia de
oligonucleétidos de Kappa-
caseina (se ve banda de 350 pb).
Pocillo 4 - Muestra sin ADN en
presencia de oligonucledtidos de
sexado, control de inespecificidad
(no se ve ninguna banda).

Figura3.Electroforesis engel de agarosa 2.5% de muestras de ADN bovino
amplificado in-vitro. Ensayo de sensibilidad.

Pocillo M - Marcador de peso molecular patron (Bacteriofago Lambda
digerido con la endonucleasa de restriccion Hind III).

Pocillo 1, 2, 3 y 4 - Muestras con 50 ng, 5 ng, 50 pg y 5 pg respectivamente
de ADN de macho, en presencia de oligonucleétidos de sexado (se ven
bandas de 307 pb).

Pocillo 5 - Muestra sin ADN, en presencia de oligonucleétidos de sexado,
“control de inespecificidad” (no se ve ninguna banda).

Pocillo 6,7, 8 y 9 - Muestras con 50 ng, 5 ng, 50 pg y 5 pg respectivamente
de ADN de otro macho, en presencia de oligonucledétidos de sexado (seven
bandas de 307 pb). '

Pocillo 4 - Muestra sin ADN en presencia de oligonucleétidos de sexado,
control de inespecificidad (no se ve ninguna banda).
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evitan el problema con la
determinacion de sexo demuestras
de ADN de humanos, bovinos,
ovejas y cabra, con un solo par de
oligonucleétidos universal que
amplifica un fragmento (tanto en
macho como en hembra) (1), que se
digiere con enzimas de restriccién.

Ennuestrosensayos lainclusion
de la amplificacién del gen de
Kappa-caseina, facilité descartar la
posibilidad de obtener falsos
negativos. De todas maneras es
necesario ajustar el método y en tal
sentido, estamos ensayando
oligonucleétidos que amplifcan
ADNribosomal, que esperamosnos
sirvan como controles de
amplificacion.

Elmétodo cobraimportancia en
el drea de reproduccién, con el
transplante de embriones, donde
estos pueden ser obtenidos por
colectas wuterinas de vacas
donadoras o por fertilizacién in

vitro, biopsiados en el estado de
blastocito, sexados por PCR e
implantados, manteniendo su
viabilidad (11) (16).

CONCLUSIONES

Creemos que el PCR ofrece
ventajas frente a los otros métodos
de sexado, por la especificidad,
sensibilidad y rapidez con que se
efectia (5 horas).

El método combinado con otras
tecnologias como la micro-
manipulaciénde embrionesle daria
un fuerte impulso en nuestro pais
al mejoramiento zootécnico, a la
comercializacién y al desarrollo de
embriones sexados y caracterizados
genotipicamente.

Por otro lado, la utilizacién de
marcadores de sexo en los bovinos
podria cobrar la importancia que
posee, por ejemplo en Australia,
donde los Servicios cuarentenarios

de industria animal efectian la
técnica, para certificar la carne
provenientes de animales machos,
debido a su mayor cotizacién.
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