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RESUMEN

La determinaci6n prenatal del sexo en las especies
de mteres pecuario, es una metodologia de gran interes
desde el punta de vista productivo. En este trabaja se
utiliz6 el ADN de seis bovinos, raza Holando, para
detectar marcadores macho especificos (sexado), con
la tknica de ampliJicaci6n de ADN in*vitro (peR). De
esta forma fue posible detectar secuencias espedficas
de sexo masculino, utilizando cantidades de muestras
tan pequenascomo5 pgdeADN. El metododiagn6slico
aplicado result6 sec especifico, sensible, rapido y
econ6mico.

Palabras clave: Bovinos. determinacibn del sexo,
amplificaci6n de ADN, peR.

SUMMARY

The prenatal sex determination in farm animals
spedesof interest, is anestrategic goal from a productive
point of view. In this work the DNA amplification in
vitro technique (peR) 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.

INTRODUCCION

La detemtinaci6n prenatal del
sexo en los animales domesticos
genera un irnportante impacto
productivo. EI valor econ6mico de
los anirnales de producci6n varia
segtin sea su sexo (17). En la
explotaci6n vacuna, en determi­
nadas circunstancias, es importante
lograr una mayor descendencia de
un detenninado sexo. Por ejemplo,
mayor nUmero de hembras en la
producci6n lec.hera y de machos en
la producci6n de came.

En la 6rbita de la industria
frigorffica la aplicaci6n de
marcadores de sexo postnatal en
bovinos (a partir de sangre 0

mtisculo) cobra importancia, pues
las canales de anirnales machos
reciben mayor cotizaci6n en los
mercados australianos.

Para investigar el sexo, existen
en bovinos metodos mmunol6gicos
(19), dtogeneticos (13) Ycon sondas
de ADN (:icido desoxirribonu­
deico) (15) (B),queexhiben distintos
grados de sensibilidad y repe­
tibilidad.

Los mismosse basan en detectar
1a presencia del cromosoma V, un
segmento del mismo, 0 bien un
producto de la expresi6n de sus
genes.

Ultimamente la tecnica de
sexado se ha sumado al transplante
de embriones donde cobra

relevancia su aplicaci6n junto a la
fertilizaci6n in-vitro y el c1onado
de embriones (17). Los melodos de
sexado ante~ citados insumen
mucho tiempo y presentan una serie
de dificultades que pueden
comprometer la viabilidad de los
embriones preimplantados (17).

La tecnica de amplificad6n de
ADN in-vi'," (PCR) (10) (18)
pennite realizar un nlpido, simple
y fiable diagn6stico de sexo en
diferentes especies, amplificando
secuencias macho especificas (2)
(11) (12). Esta l&nica pennitecopiar
en fonna exponencial segmentos
predetenninadosdeJ ADN. a traves
de sucesivos cidos termicos.

En este trabajo se reporla Ja
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puesta a puntodc la tecnica de peR
a partir de sangre (postnatal), para
la identificaci6n de secuencias
repetidas del brazQ corto del
cromosoma Y, propias del sexo
masculino de Bovino (80S taufIIs).
Se describen los parametros
cnsayados y las concentraciones
decrccientes de ADN utilizadascon
el prop6sito de estimar el grado de
sensibilidad de la tecnica. Se
discuten elementos metodo16gicos
y las variables a tener en cucnla en
su aplicaci6n.

MATER/ALES Y METODOS

Obtenci6n de muestras
Se trabaj6 can 6bovinos adultos

raza Holando, 3 de ellos hembras
recien paridas y 3 machos que se
utilizaban como dad ores de semen.

A lodos eLias se les eXlrajo 20
miliJitros (ml) de sangre entera par
pund6n de vena yugular, can

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

Las muestras colectadas Eueron
transportadas al laboratorio en
conservadora isotermica y mante­
nidas a 4"<: hasta su procesamiento.

Extracci6n de ADN
Cada sangre extra fda fue

mczdada can 9 volumenes de
Tamp6n de !isis (Sacarosa 0.32 M,
Tris 10 mM, SmM MgC12, Trit6n
l00x 1%) y los n(ideos recuperados
centrifugando a 3000 rpm/tO min.
Los precipitados fueron resus~

pendidos con 4,5 m1 de tamp6n con
75 mM NaCl, 24 mM EDTA pH 8.0,
(5E).

Se agregaron 250 microl de 100/0
Sodium~Duodecilo·Sulfato (50s) y
100 microgr/ml de Proleinasa K,
incubandose!" 37'<: por 120 min. Se
mczclaron suavemente can 5 ml de
Fenolsaturadocon20mMTrispH=
8.0, secentrifugaron a 6000 rpm/l0

Traba·o Ori ina!

min. recuperandose la Ease acuosa,
precipitandose cl ADN con el
agregado de 1/10 del volumen de
acetato de Na (C1HJNa0

2
) 3 M Y2

volumenes de etanol absoluto; y se
mezclaron suavemente hasta que
se visualiz6 el ADN.

EI ADN se recogi6 con una
varilla de vidrio, se enjuag6 dos
veces en alcohol 70%, se dej6 secar
al aire, y se resuspendi6 en 1 ml de
tamp6n con 10 mM Tris, pH= 8.0,1
mM EDTA (TE).

Se evalu6 la concentraci6n del
ADN par med.idas de absorci6n a
una longitud de onda de AUiIJ/ A'HIJ
con un espectofot6metro OMS 200
VARIAN.

Amplificaci6n del ADN in vitro
Se seleccionaron del gen macho

especifico, dos secuencias
repetidas del brazo corto del
cromosoma Y (2) (14) que fueron
fabricados par OPERON
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LE OFRECEMOS
TANTO CONFORT
COMO EL MEJOR,

NOS DlSTINGUE UNA
SONRISA

Technologies Inc. 1::1 pM de
oligonucleotidos (llyas :;ccucncia:-.
figur;lll en 1(1 labl" L flanquc,ln ut)
fri\gmcnto de 307 pclrCS de basc:'o
(pb) del gell. Oligonuclc6tidos
cspccfficos par" cl gcn de Kapp,l'
casdna que f1anquean un fragmenta
de350 pb (6) (7) (9), fUNon utilizados
par'l eSlimarcltamai"lode las bandas
de sexado y como controlcs de
amplificaci6n.

cicladM IcrmoreguJable marca
BIOl1\ctr,l COil Ires bJoquC'...
aut6nomo..,de 20pociJ la"cad,l uno,
FI pcrfillermal incluyo 40ciclo..,de
dcsIMlurali/,Ki6n, hibridi/ad6n y
extension que prolongaron la
reacd6n par un lapso de 3 hs. 20
mill. (Cuadra 2),

CORRID;\
U,rCTNO'"O/~/'T/C;\

Secuencias de ADN espedficos del cromosoma Y bovino,
y pares de oligonule6tidos para la determinaci6n de sexo

Sccuencia OJigonucleolidos Longitud del
fmg. Amplificado

BRY.1 GGi\TCCGi\Gi\Ci\CAGi\i\CAGGCTGC 107 ['Ii

(Matthews
1990) TATCCTACCTACCTI\ATCGI\i\CTAGTT

Perfil termal de la reacdon

3. Cicio de:

94"C/180seg,
56"C/60 seg.
72"C / 60 seg
94"C/6O seg
72"C/300 seg

Los fra"mento~ de AON 5e
separaWIl por !>ut<lmano, mediante
elcctroforesi.. ell gcl de ngarosa ,11
2.5%.

Sc uliliz6 ngilrosn ultm pur,l
(Gibco BRL) en tampon Tris­
i\celnto (TA1:)0.04 M pH 8.0, I mM
EDT/\.

Ln corrida se raliz6 en cubil
horizontal (modelo H3Gibco BRL),
con tamp6n TAE, <l un voltaje de
2.5V/cm de dislancia entre los
elc<:trodoscon una fuentede poder
de 230 V, 0.7 Amp y 50/60 117
marca Polisislcm, durante 90 min.

Los productos de amplificacion

Cuadro N"2

1. Cicio de:
2. 40 ciclos de:

£NSAYO

Cuadra N"l

Sc trabaj6 can 100 llilnogr<1lllos
(ng) de i\ON corrcspoildiciltes <1
cada animal para reaJiI.'H la
amplificacioll ell un volumen final
de 100 pI. La reaccion ~e cfcctu6 ell
tubos de microcentrHuga de
polipropilcno de 500 pi de volumen
totalconteniendocada UllO: 10plde
tamp6n 10 X de PCR (GeneAmp,
Perkin Elmer), 0.1 % Gelatina, 200
M de cada dNTP (dATP), derp,
dTTP y dGTP), 20 picoMolar (pM)
de cada oligonucleotido, 1.5
unidades de Enzima de AmpHlag
AON Polimerasa (Per­
kin·ElmerCelus), y agua
esh~ril hasta completar.

Se efectuaron cnsa­
yos para estimar la
sensibilidad de la tecnica
COil concenlracioncs
decrecienlcsdeAON,SO
ng,5 ng, 50 picogramos
(pg) y Spg.

Las muestras se
amplificaron en un
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Trabajo Original

DISCUSIDN

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

En este trabajo se
evidencia la faclibilidad
y efieacia del usa de una
tecnica molecular, alta­
mente especifica para
dcterminar cl sexo mas­
culino de los bovinos en
Uruguay.

Cuando pusimos <l
punto la tecnica inicial­
mente nos indinamos a
efcctuar una detecci6n
postnatal. por los riesgos
de perdida embrionaria
que la manipulaci6n trae
aparejados. Posterior­
mente seguimos ensa­
yanda el proceso a nivel
de embriones con la
finalidad de mejorar el
metodo; cabe destacar
que casi por la misma
feeha otro grupo de
Facultad de Veterinaria
del Uruguily, trabajando
en coordinaci6n con un
equ ipode invest igadores
brasileiios, comunica la
obtenci6n exitosa de
embriones con sexo
conocido por peR (16).

Los resultildosobteni­
dos en nuestros ensayos
coinciden con reportes

cfectuados porat ros investigadores
(11) (12), que utilizaran la tecnica
de PCR, para amplificar
espedficamente secuencias repe­
tid as del brazocortodel cromosoma
Y.

La utilizaci6n de un par de
oligonude6tidos que reconocen las
secuencias especificas de este
cromosoma, nos permite lograr
amplificaciones solamente en el
ADN proveniente de los machos
(Figura 1).

inespecifica (Figuras 1,2 y 3).
Las mezclas de rcacci6n y el

desarrollo del perfil termal
insumieron 5 horas de las cuales
210 min. corresponden <11 proceso
de amplificaci6n y 90 min. a la
corrida eleclroforetica.

Las bandas se observan por 10
f1uorescencia del BrEt, no
necesitandose marcaje isot6pico.

Los ensayos realizados con
concentraciones decrecientes del
ADN molde, detectaron

Figura 1. Elcetr%rcsis ell gcl de agarosa 2.5% de
/IIuestras de ADN bovill a fllllplificfldo ill-vitro.
Poc/flo M- M"rell,for dc peso 1II0/cell/f1r pfltroll
(baclerio/ago Ltl/llb,f" ,'igcrido COli fa elldollllcicasn
de restriecioll Hi/ltf III)
Pocillo 1, 2Y5 - Mllestrn call 5 IIg de ADN de macIlo C1I

presellcia dl! o/igollllcfe6tidos de scxndo (se VI! banda
de 307 pb).
PodUo 2 IJ 4 - Mllestra COli 5 IIg de ADN de I/Clllbm ell
presellda dc oligolllfcleotidos de se:mdo ("0 se ve
Ilillglllln b'lIIda).
PodUo 6 - Mucstra sill ADN ell presencia de
oligOlll/cfeotidos de sexfl(lo, col/trol de illespecificidad
(110 se vc niugul/a ballda).

RESUlTADOS

...e vi ... u<lliz<lron por
111\eion del gel con lIna
...oluci{'m de Bromuro de
IlldlO (EtBr) (Sigma
Lhcfll. Comp<lny) 0.5
mg/ml durante 20 mm.
y posterior obscrvaei6n
b'\Jo luz ultraviolcta en
un transilumin.ldor con
l;impara de 312 nm,
(marea Bioblock Scien­
tific).

Los productos de
.lmplificaci6n del seg·
menlo del gen macho
('<;pccifico obtcnidos en
las cand icioncs dcscritils,
ticncn pesos molccularcs
que coincidcn con los
""'lCrados.

Fl lama Ill) de las
b,llldas cs de aproxima­
damcnlc 307 pb (Figura
2).

Sc obscrvaron ban­
,I,ben lodi'll'lasmucslTi'ls
provenicnles de los
mdividuos fenotipica­
mente masculinos(Figu­
r,l I), no obtenicndosc
amplificaci6n en las
mucslras correspon­
dicnlcs a las hembras.

El am1.1isis insumi6 un
dia desdc In obtenci6n
de las mucstras hasta cl
diagn6slico
corrcspondiente al scxo de los 6
.lnimalcs analizados.

Los controlcs de amplificacion,
en los que sc utilizaron
oligonucle6tidos pMa el gen de
Kappa-cascina, mostraron la
aparici6ndc una banda del tamatio
esperado (350 pb) en todos los
individuos analizados (6) (7). En
los controles negativos (sin ADN)
no se observ6 la presencia de
ninguna banda, conlirmando la
ausencia de amplificaci6n
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Figura 3. Electroforesis ell gel de agarosa 25% de ttluestras deADN bovino
amplificado i,,·vitro. E"sayo de sensibilidad.
Pocillo M - Marcador de peso mofewfar patron (Bacteriofago Lambda
digerido CO" la endotlllcl£asa de restriccion Hind 1I1).
Pocillo 1, 2, 3 Y4 - Ml/estras call 50 Ilg, 5 ng, 50 pg Y5 pg respectivamente
de ADN de ",aclJo, ell preswcia de oligotmcleotidos de saado (sc ven
ba"das de 307 pb).
Pocillo 5 - MI/estra si" ADN, ell presencia de oligollIlcleotidos de sexado,
"col/trol de inespecificidad" (110 se ve llinglllla banda).
Pocillo 6, 7,8 Y9 - Mllestras CO" 50 "K- 5 Ilg, 50 pg Y5 pg respectivame"te
de ADNde otro macl/o, ell presencia de oligolllicleotidos de sexado (se veil
bandas de 307 pb).
Pocilfo 4 - Mllestra sin ADN l!Il presencia de oligolllicleotidos de sexado,
control de illespecificidad (tlO se ve "illKUlla banda),

Figura 2. Efectroforesis en gel de
agarosa 2.5% de IIwestras de
ADN bovino ampfificado iI/­
vitro.
Pocillo M - Marcador de peso
molecular patrou (Bacteriofago
Lambda digerido con la
endOtlllcleasa de restriccion Hind
1II).
PociUo 1 - Muestra COli 5 "g de
ADN macllo ell presencia de
ofigollllcleotidos de sexado (se ve
banda de 307 pb).
Pocillo 2 - Mllestra COIl 5 IIg de
ADN de //Iadlo ell presencia de
o/igmtllcleotidos de Kappa­
caseina (se ve banda de 350 pb).
Pocillo 3 - Mllestra can 50 pg de
ADN de macho ell presencia de
oligomlcleotidos de Kappa­
caseina (se ve ballda de 350 pb).
Pocillo 4 - Mllestra sin ADN en
presencia de oligollllcleotidos de
sexado, control de iuespecificidad
(no se ve "it'gmla banda),

A la luz de los resultados
obtenidos, la caraclerizad6n de
sexo par este procedimiento es
rapida, sensible y liable.

EI producto de amplificad6n
sc evidenci6 con un intercalante
nuorescente que suslituye los
radiois610pos, permitiendo
disminuircoslos, brindar mayor
seguridad y agilidad al operario.

Los ensayos de sensibilidad
que realizamos evidcnciaron
amplificaciones a partir de
muestras de ADN tan pequenas

como 5 pg. Si tenemos en cuenta
que una celula de mamifero posce
aproximadamenle 6 pg de ADN,
podriamos suponer que con esta
tecnica es posible efectuar un
diagn6stico con muy pocas celulas.

La ocurrencia de falsos
negativos ha sido reportado por
complicaciones metodol6gicas,
pudiendo ser superado con la
incorporaci6n de un segundo par
de oligonucleotidos que ampli o

fiquen secuencias repetidas
autos6micas (12). Gtros autores
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evitan el problema con la
determinaci6n de sexo de muestras
de ADN de humanos, bovinos,
ovejas y cabra, con un solo par de
oligonucle6tidos universal que
ampJifica un fragmento (tanto en
macho como en hembra) (1), que se
digiere con enzimas de restricci6n.

En nuestrosensayos 1a inclusi6n
de la amplificaci6n del gen de
Kappa-<:aseina, facilit6 descartar la
posibilidad de obtener falsos
negativos. De todas maneras es
necesario ajustar el metoda yen tal
sentido, estamos ensayando
oligonucle6tidos que amplifcan
ADN ribosomal,qucesperamos nos
sirvan como controles de
amplificaci6n.

EI metodocobra importancia en
el area de reproducci6n, con el
transplante de embriones, donde
estos pueden sec obtenidos por
colectas uterinas de vacas
donadoras 0 pOl' fertilizaci6n in

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

CONCLU510NE5

Creemos que el peR ofrece
ventajas frente a los otros metodos
de sexado, poria especificidad,
sensibilidad y rapidez con que se
efeclua (5 horas).

EI metodo combinado con otras
tecnologias como la micro­
mani pulaci6n deembriones Ie daria
un fuerte impulso en nuestro pais
al mejoramienlo zootecnico, a Ill.
comerciaJizaci6n y al desarrollo de
embrionessexadosy caracterizados
genotipicamente.

Por otro lado, la utilizaci6n de
marcadores de sexo en los bovinos
podria cobraI' Ill. importancia que
posce, pOl' ejemplo en Australia,
donde los Servicios cuarenlenarios

Trabajo Original

de industria animal efectuan Ill.
tecnica, para certificar Ill. carne
provenientes de animales machos,
debido a su mayor cotizaci6n.
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