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Resumen

Se evalua la sensibilidad y 1a especificidad de ta PCR, amplificando DNA
extraido de sangre penférica de bovinos Bos tguwus por meétodos
convencionales, Son utiizados principalmente los iniciadores' ZFY y
BC1.2 bajo diferentes condiciones de amplificacion para determinar las
cantidades mimmas de matenal genético necesarias para obtener
resultados confiables en el diagnostico del sexo. Los iniciadores ZFY
amplifican hasta una concentracion minima de 5ng de DNA, mientras que
BC1 2 amplifica hasta 0.012ng de DNA por ser una secuencia satéfite, Por
dltimo, se realiza un ensayo de diagnostico de sexo a 20 muestras de DNA
de Bos tawrus sin conocer integridad y concentracion del matenal genético
utilizando &l par de iniciaderes que mas sensibles del presente estudio.

I. INTRODUCCION

En mamiferos el sexo se regula genéticamente por la presencia del cromosoma “Y".
Este cromosoma induce a la diferenciacion de machos y su ausencia, da como

resultado a hembras.

De manera que esto nos permite afirmar que en el cromosoma “Y” se encuentra él o
los genes determinantes del sexo, cuya expresion induce a la diferenciacion de
organos sexuales masculinos en el embrion {Marshall Graves y Schmidt , 1892),
permitiendo tener posibilidades de identificar el sexo a nivel embrionario. Es decir,
por tener el cromosoma "Y” secuencias de DNA especificas, es posible diagnosticar

el sexo de un organismo.

Para esto, actualmente existen diversas técnicas que se han desarrollado,
parmitiendo realizar el diagndstico del sexo en embriones (Aaman R.P., 1989,
Bondioli, et al., 1989; King W.A., 1984, Rojas F.J., 1995). Sin embargo, las mejores
posibilidades son a nivel de Biologia molecular en donde se utilizan técnicas que
emplean el DNA (acido desoxirribonucléico) obtenido de células embrionarias. Dentro

de dichos procedimientos se encuentra la técnica de PCR {Reaccién en Cadena de



la Polimerasa), que ha fortalecido ei desarrollo de las técnicas de investigacion para

el sexado de embriones (Aasen y Medrano, 1990).

Por tal motivo, el presente trabajo estd basado en la evaluacion de 1a amplificacion
de secuencias localizadas en el cromosoma “Y”, empleando la técnica de PCR para
conocer fos limites de sensibilidad en cuanto a la cantidad de material genético

necesario en el diagnostico del sexo en Bos faurus.



Il ANTECEDENTES

Las técnicas de aprovechamiento de sistemas bioldgicos, de sus productos o sus
partes, se inscriben en el ambito de la biotecnologia; a la cual se ha incorporado
recientemente la ingenieria genética molecular, que hace posible la manipulacion del
genoma de los seres vivos y de esta manera, aprovechar en el plano tecnoldgico fas
propiedades y los productos de microorganismos, células en cultivo y organismos
superiores. (Kanavakis ef al., 1997., Avvisati ef al., 1996; Perego el al, 1996,
Fechner et al., 1996; Chiu y Ou, 1996; Cazenave ef al., 1992; Hu et af, 1995; Zalis

ef al., 1996).

Una aplicacién que se ha venido desarrollando en los dltimos diez afios es el
diagnostico de sexo (Aaman, 1989; Betteridge, 1989; Cotinot et al., 1991), esta ha
sido fomentada por la demanda que se tiene de predecir el sexo en los organismos,
misma que ha impuisado el desarrollo de nuevas técnicas a nivel celular y molecular

para el diagnodstico del sexo en animales de granja.

Gran parte de eéstos procedimientos estan basados en las diferencias genéticas que
presentan los organismos en el par de cromosomas sexuales en organismos con

genoma heteromérfico. (Ohno, 1971).

Se sabe que esta diferencia en el par de cromosomas sexuales se presenta en
mamiferos especificamente en el cromosoma "Y", dando la facuitad a este grupo de
organismos con ese genotipo, de determinar el sexo de su progenie debido a que en
este cromosoma se encuentra el gen SRY que codifica para el Factor de Desarrollo
Testicular 6 TDF, (Testis Determining Factor), responsable de la diferenciacion y
desarrollo de testiculos, ya que al no presentarse dicho factor se da la diferenciacion
de ovatios por accidn de la hormona antimilleriana, inhibiendo asi la accidn del TDF
(Marshall Graves y Schmidt , 1892),



Para la identificacion experimental del sexo en el humano y en diferentes mamiferos,

se han desarrollado varios métodos.

METODOS PARA DETERMINAR EL SEXO.

METODO CITOLOGICO.

Este método se daesarrollé en las décadas de los 70's y 80's (Hare ef al., 1976; King,
1984), se basa en localizar cuerpos de Barr en células somaticas y en biopsias de
embriones por medio de colorantes como la orceina que tife el cuerpo de Barr
presente sélo en organismos del sexo femenino. Por otra parte, también se realizan
analisis citogenéticos & también lamados cariotipos {Betteridge, 1989), los cuales se
han utilizado mucho para identificar 1a presencia de anormalidades en cromosomas o
la presencia del cromosoma “Y”" en células diploides o haploides (Martin, 1991).
Usualmente estos andlisis consisten en cultivar células durante 72 horas y detener la
division celular con colcemid (colchicina) en el momento de mayor namero de
divisiones mitdticas para detectar la presencia del cromosoma "Y" al microscopio
directamente (Kibbelaar ef al, 1882) o tifiendo los cromosomas con colorantes

fluorescentes (Popescu ef al., 1988).

Por otra parte, dicho método se ha utiizado en combinacién con técnicas
moleculares como amplificacion de secuencias e hibridacion para denotar las

divergencias cromosémicas entre bovinos y caprinos (lannuzzi y Pia Di Melo, 1995).



METODO INMUNOLOGICO

Esta basado en la identificacién de un antigeno presente en el macho pero no en la
hembra, el antigeno H-Y (White et al., 1987). Este método ha sido de alguna manera
precursor para el desarrollo de otras técnicas mas sofisticadas, come la de inmuno-
fluorescencia ligada al cromosoma “Y" (White ef al., 1983). Consiste en producir un
anticuerpo marcado fluorescentemente dirigido contra el antigeno H-Y, presente sélo
en la capa gliocoproteica de la zona pellicida de los machos para hacer fluorescer
aqueflos embriones de dicho sexo al luminarlos con la luz apropiada (Booman ef
al.,1989).

Uno de los inconvenientes de esta técnica, es que la presencia de este antigeno sdlo
se localiza en embriones durante el estadio de 8 células {Goldberg, 1988); ya que
después de ese momento, se detiene la produccidn de la proteina en la membrana y
por lo tanto, ya no se detecta en los estadios posteriores de desarrollo embrionario,

dificultando con ello el sexado de embriones mayores.

Sin embargo, se sabe que el gen H-Y juega un papel importante en fa induccion del
TDF (Goldberg, 1988); se ha evaluado que este tipoc de analisis no afecta la
viabilidad de los embriones de bovinos cuando son sexados y transferidos (White et
al., 1987).

Otra posibilidad de diagnéstico, es mediante evaluaciones en la concentracién de
testosterona a través de un Radio-Inmuno-Ensayc (R.1L.A)). La gdnada humana se
diferencia en testiculc a la séptima semana y en ovaric a la cctava ¢ novena
semana. El factor epigenético que influye en ese momento, es la produccion de
andrégenos por las.células somaticas de fa gonada masculina que impulsan la
formacion del testiculo. Esta hormona actla localmente y acelera el desarrollo del
testiculo, mientras que la falta del andrégeno hace que el desarrollo adquiera
caracteristicas de ovario ( Jost, 1970; Onho, 1971). Por lo tanto, el RIA consiste en
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hacer titulaciones con un anticuerpo marcado radiactivamente en el liquido
corioalantoideo para obtener en un contador de centelleo las lecturas del andrégeno
a diferentes diluciones para pronosticar el sexo del organismo en cuestion,

dependiendo de la concentracion que presente.

METODQS MOLECULARES

Se desamollan al final de los 80's y principios de los 90's. Parten del estudio y
deteccion de secuencias nucleotidicas localizadas en regiones homologas ©

analogas en los cromosomas sexuales.

Estas regiones caracteristicas, pueden estar relacionadas con fa determinacién del
sexo, como sucede con el gen de la aromatasa que sirve para el diagnéstico del sexo
en aves (Elbrecht y Smith, 1992).

Se han reportado dos tipos de secuencias presentes en cromosomas sexuales para
diagnosticar el sexo: secuencias de copia Unica y secuencias altamente repetidas o

satélites.

Para Bos tawrus las secuencias de copia Gnica reportadas son: SRY (Payen y
Cotinot, 1993), ZFX/Y (Aasen y Medrano, 1980), Bov 97M (Schréder ef al, 1990;
Miller y Koopman, 1990} y AM/X (Ennis y Gallagher, 1984); vy las secuencias satélites
son: BC1.2 {Leonard, 1987}, BRY.1 (Matthews et al., 1892), AES6.0 (Bondiali ef al.,

1989) (cuadro 1).
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Cuadro No.1. Secuencias especificas empleadas para diagndstico
del sexo a nivel molecular.

Tipe de

Secuencias 5’ —3’ secuencia
SAAGCGACCCATGAACG Unica
lCGACGAGGICGATACTTA
S GGAICCAGAGACACAGAACAGGCTGC Satélite
GATCAAGCTAATCCATCCATCCTAT
 ATAATCACATGGAGAGCCACAAGCT Unica
;CACTICTIIGGTATCTIGAGAAAGT
s AATICGGTAGAGCCCGCATCICGGTC Satélite
s AATICTIGAAGCAGCCAAGCCCCGCG
CCTACCTAATAGATICCAGCTG Unica
ICTGTCICIGAAACAGATIGAGCIG
TCAGTGCAGGGACCGAGATIG Satélite
ATCAAGCAGCCGATAAACACTCCITGG f
AGCCAAACCTCCCICIGC Unica

CCGCTIGGICITGICTIGTIGC

Estas secuencias diagndsticas pueden ser detectadas por hibridacion y por

amplificacién de DNA.

Se han desarrollado técnicas de hibridacién con sondas marcadas para diagnosticar
el sexo de animales (Elbrecht y Lazier, 1984). Este método es muy sensible ya que
se requiere de pequefias cantidades de DNA. Consiste en detectar el segmento de
interés, exponiendo una secuencia conocida de DNA de cadena sencilla marcada

con un isétopo radiactivo 6 colorantes fluorescentes (sonda) frente a otra muestra de




DNA, digerido con alguna enzima de restriccion de DNA (a este método se le llama
Southern biot). El principio de este método es que por complementariedad de las
bases Adenina — Timina (A-T), Guanmna — Citocina {(G-C), entre ambas cadenas, se
una el fragmento conocido a una region especifica y homdloga del DNA digerido.
Cuando la hibridacion de la senda se dirige a DNA no digeride e inmovilizado en un

filtro se le llarma “dot blot”.

L.a union de la sonda al DNA problema se verifica en un contador de centelleo o al
exponer el DNA hibridizado en una placa radiografica o exponiendo el DNA a luz

fluorescente.

AMPLIFICACION DE DNA (PCR)

Es una técnica utilizada en biologia molecular para sintetizar in vitro un fragmento
de DNA de manera exponencial. Consiste en realizar varias copias de una region a
partir de un moide de DNA. Las copias se generan de una region especifica y esta
dirigida por iniciadores, que son pequefios segmentos (16-30 bases) de DNA

sintético.

Estos tienen una secuencia que es complementaria al sitio de interés de la doble
cadena de DNA templado en sentido 5-3' y 3-5'. A partir de este sitic se incorporan
los deoxinucledtidos, con ayuda de una enzima {Tag- Polimerasa) para formar los
fragmentos de interés (Griffin y Griffin, 1994). A esta técnica se le llama PCR

{Polimerase Chain Reaction) o Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

Una de las consideraciones gue hay que tener en cuenta, es que el éxito de los
ensayos con PCR depende del disefio det protocolo y del disefio de los iniciadores
{Innis y Gelfand, 1990).



Para asegurar el debido alineamiento del iniciador con el templado de manera

eficiente y con alta especificidad, se debe considerar que:

a) Al menos una parte de la secuencia oligonucleotidica del templado por amplificar
tiene que ser conocida.

b) El par de iniciadores no sean autocomplementarios.

c) El par de iniciadores no sean complementarios en contrasentido 6 contraparte.

d} Que la distribucién y compasicion de las bases pdricas y pirimidicas del par de
iniciadores sea aleatoria. -

e} Que [a longitud del iniciador sea entre 18 a 25 bases.

f} La temperatura de fusion (TM) de cada Iniciador sea cercana entre si (innis y
Gelfand, 1990).

En el caso de bovinos se han evafuado diferentes teécnicas de PCR; ya sea para
diagnosticar enfermedades congénitas o para identificar caracteristicas ligadas a la

produccion de proteinas en carne o leche.

Para las reacciones de esta técnica, se requiere de pequefas cantidades de DNA y
de la enzima Tag- Polimerasa, la funcidn de esta enzima es sintetizar los fragmentos

correspondientes a los segmentos identificados en la cadena de DNA en cuestion.



VENTAJAS DEL USO DE PCR

La técnica de PCR amplifica regiones del DNA de cadena sencilla, utilizando un
oligonucledtido como iniciador para la sintesis de una nueva cadena complementaria,
esta cadena sencilla de DNA requerida comeo templado se produce por calentamiento

a temperatura cercana al punto de ebullicion.

Se requiere de una pequefia seccidon de doble cadena para iniciar ia sintesis de los
fragmentos que se quiere amplificar y asi dirigir la sintesis de una regién especifica.
El numero tedrico de fragmentos es 2" en donde n = nimero de ciclos gue
comprende la reaccién. Asi, la produccion de copias de las secuencias blanco es

exponencial con respecto al nimero de ciclos.

La PCR puede ser utilizada para la identificacion del sexo de células embrionarias (p.
ej. en el humano se utiliza la secuencia satélite DYZ1 de 3.5kb en donde se espera
un fragmento de 149bp presente en el cromosoma "Y"). La amplificacion de las
secuencias repetidas a partir de unas cuantas células, genera suficiente producto
para ser visualizado en un gel con bromuro de etidio. Aunque parece ser mas o
menos susceptible de contaminacién por DNA presente en amortiguadores, tubos,
reactivos, enzimas etc., que se ulilizan durante el proceso de amplificacion

{Handyside y Kontogianni, 1991).

Es un método de alguna manera "selectivo", ya que se amplifica una secuencia
conocida a través de iniciadores u oligonucledtidos disefiados, de tal forma que
reconocen el segmento diagnostico, permitiendo ademas ser utilizados
posteriormente como sondas moleculares para el estudio de estructuras
cromoesomicas y/o mapeo genético. Sin embargo, se ha repertado que los iniciadores

pueden ltegar a fallar y no producir ningtin fragmento amplificado en los casos en que



se tienen organismos con disgenesia gonadal, es decir con desarrollo incompleto de

las gdnadas o con alteraciones en los 6rganos genitales (Berkovitz ef af., 1992).

El refinamiento de las técnicas para sexar embriones en animales domésticos,
conducira a que los resultados se obtengan en menos de 24 hrs y a un extendido uso
de todos 6 algunos de estos métodos (L1 et afl., 1988).

La PCR también se ufiliza en estudios de evolucién molecular para determinar el
grado de parentesco entre las especies y construir arboles filogenéticos como los
que se hacen por métodos clasicos, asumiendo que las especies divergen de un
ancestro comin. Ofro uso que se le ha dado es para. comparar secuencias
nucleotidicas entre especies y medir el grado de diferencia en medida de
degeneracion de secuencias {Matthews y Reed, 1992) o por lo contrario, la
homologia de genes por comparacidn de los cambios en las secuencias de los
mismos entre las especies utilizando DNA cromosémico 6 DNA mitocondrial, debido
a que su tasa de mutacion s mas alta y pueden medirse los cambios en periodos
cortos de tiempo (Payen y Cotinot, 1993).

L a versatilidad de Ja PCR es enorme y su combinacion con secuenciacion es una

poderosa herramienta para el analisis de genes.
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il JUSTIFICACION

Con base en la creciente demanda en la industria animal de desarrollar programas
de produccidn mas efectivos, dependiendo de los objetivos de cada granja, se han
implementado procedimientos de inseminacion artificial, de fertilizacion in vitro, de
transferencia de embriones etc ; sin embargo, el implementar programas de sexado
con la finalldad de producir 2 gran escala sélo uno de los dos sexos; ya sea para la
produccién de leche o de carne, favorece las metas que se persiguen en la
produccion animal.

La amplificacién de secuencias presentes en el cromosoma “Y” para diagnosticar el
sexo, puede ser empleada como estrategia de produccion de animales domésticos,

coadyuvando a la produccidn de crias de sexo predeterminado.

Por lo tanto, el presente estudio esta basado en la amplificacion de secuencias de
ADN especificas del cromosoma “Y” en Bos taurus, utilizando para ello, la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con peguefias cantidades de ADN
extraido de sangre periférica, con el fin de evaluar la sensibilidad de la técnica de
amplificacion; de tal manera ¢ue los resultados obtenidos sean un sostén a futuro
para la técnica def sexado de embriones bovinos y fomentar la realizacion de un

banco de embriones presexados en nuestro medio.



IV HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

La utifizacidn de diferentes concentraciones de DNA obtenida de sangre periférica de
bovinos para la amplificacion de secuencias Unicas y altamente repetidas localizadas
en el cromosoma “Y”, permiten determinar la sensibilidad y la especificidad de la

técnica de PCR, para optimizar el diagnéstico del sexo,

OBJETIVO

Establecer las condiciones optimas y/o minimas por la técnica de PCR, para

amplificar secuencias de DNA especificas del cromosoma “Y" de bovinos para

determinar el sexo.

OBJETIVO PARTICULAR

Determinar la sensibilidad y especificidad de la amplificacién, por PCR, de
secuencias tanto de copia {inica como de secuencias repetidas presentes en
e} cromosoma “Y” de Bos faurus, para determinar la cantidad minima de DNA
gue se requiere para obtener resultados confiables en la identificacion del

sexo en embriones.
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V MATERIAL Y METODOS

OBTENCION DE DNA

Para llevar a cabo los ensayos de PCR, se realizo la extraccion de DNA (Apéndice 1)
a partir de muestras de sangre perifénica de Bos taurus de machos y hembras adultos.
Las muestras fueron colectadas en tubos vacutainer con EDTA 0.5 M. La técnica de
extraccion de DNA empleada fue desarrollada de acuerdo con lo menciohado por

Maniatis ¢f af. {1989),

Una vez extraido el DNA, fue evaluada su integridad en un gel de agarosa al 1% con
Bromuro de Etidio (0.5pg/ml) observando los resultados en un transiluminador de luz
ultravioleta, con el fin de corroborar que el DNA extraido no se encontrara degradado

por alguna DNasa, producto de contaminacion.

Finalmente en esle proceso, se tom¢é una alicuota de cada DNA purificado, para
cuantificar su concentracion con un fluorometro modelo DyNA Quant 2000 de

HOEFER, para estandarizar las concentraciones de los ensayos de PCR posteriores.

TECNICA DE PCR

Se utilizaron inictadores complementarios a las secuencias ZFY (Aasen y Medrano,
1990) y BC1.2 (Leonard et af., 1987), 1.709 (Skowronski, et al., 1984), Bov97M (Miller
y Koopman, 1990) las cuales amplifican diferentes regiones especificas del
cromosoma "Y” de bovinos. Los iniciadores fueron tomados del Genebank y

sintetizados en Biolabs.

En las amplificaciones con los iniciadores para BC1.2, a manera de control positivo

en dichas reacciones, fueron utilizados conjuntamente iniciadores para el satélite
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1.709 (Skowronski ef al, 1984), con el fin de descartar la posibilidad de que la

reaccion no se hubiera llevado a cabo.

Los resultados de la amplificacion fueron evaluados en un gel de agarosa
dependiendo del tamario del fragmente esperado (Southern, 1975) al 2% 06 2.5 %

conteniendo Bromuro de Etidio e ituminandolo hajo luz ultravicleta.

Como control negativo en las reaccicnes en ambos sexos, simplemente no se

adicionaba DNA a un ensayo de |la mezcla de PCR.

.CONDICIONES DE AMPLIFICACION
QUE SE EMPLEARON

Todos los ensayos de PCR fueron realizados con la ayuda de un termocicltador
ERICOM Il; en un volumen final 20 ul, empleando para ello, tubos de 200ul de

capacidad.

Para conocer las condiciones iniciales para amplificar cada fragmento, inicialmente

se utilizaron las condiciones dadas por los autores Aasen y Medrano {1990); Leonard

et al. (1987) y Skowronski et al. (1984) respectivamente,

Posteriormente, se calculd la temperatura de fusion (TM) o temperatura de

reasociacion de cada iniciador, de acuerdo a la férmula:
TM=59.5 + 41 (%G+C) — 675 / n (innis y Gelfand, 1990)

Donde G y C son variables independientes que corresponden a la proporcién que
guardan la guanina y citocina respectivamente en cada secuencia del iniciador.

21



Las constantes 59.5, 41 y 875, son valores dados por Innis y Gelfand (1990). El valor

de n, corresponde al nimero de bases que conforman cada fragmento iniciador.

Se implementaron protocolos de PCR en donde las variables eran, la temperatura de
reasociacion, el tipo de buffer y la concentracién de Tag- polimerasa, hasta encontrar

los mejores resultados de amplificacién, como se indica en el cuadro 2.

Cada 20 pl de mezcla de PCR contenia: 0.2 mM de dNTP's (1X), 1U de Tag-
Polimerasa, amortiguador de PCR {la preparacidn de cada tipo de amottiguador se
detalla en el apéndice 2}, 0.2% de Triton X-100, 10 pM de cada iniclador, BSA
0.3mg/ml, DNA y cbp. 20 pl de HoO bidestilda estéril.

Cuadro 2. Valores de las condiciones de PCR que se variaron
en los ensayos de amplificacion.

Concentracion de Tag-

Temperatura de Tipo de : .
reasociacion (°C) Amortiguador Pc’g'g::g ?‘:‘eg‘ézganda No. de ciclos
50,55,60,65 c ool Hﬁﬁ: 30y 40
50,55,60,65 D 8-82' %’l’:l'l 30y 40
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DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS
UTILIZADAS

La secuencia ZFY, corresponde al gen ZFY, que en la década de los 80's, se
mencionaba que correspondia al TDF (Paimer et al, 1989). Posteriormente se
nombro el gen como "ZFY", debido a que codifica para una proteina con un dedo de
zinc {(Zinc Finger Protein) cuya funcién se desconoce Dicho gen de secuencia Unica,
ttene una longrtud de 447 pares de bases y se localiza en el brazo corto del

cromosoma “Y” (Page et af., 1987). El apéndice 3 muestra la secuencia completa de

este gen.
Los iniciadores de la secuencia ZFY.

For. 5% ATA ATC ACA TGG AGA GCC ACA AGC T-3' (TM=50.94°C)y
Rev 5-GCA CTT CTT TGG TAT CTG AGA AAG T-3' (TM= 493 °C) (Aasen y
Medrano, 1990).

Estos iniciadores amplifican por igual la secuencia homéloga que se encuentra en €l

cromosoma "X".

s necesario someter a digestién con la enzima de restriccion PST-1 el fragmento
obtenido de la amplificacion, para distinguir el origen del fragmento obtenido. Esta
enzima de restriccion, corta en el sitio que corresponde a la secuencia que proviene

del cromosoma "Y” formando dos fragmentos, uno de 344 bp y otro de 103 bp.

Los iniciadores BC1.2 (Leonard et 4l., 1987) cuya secuencia completa se detalla en el
apéndice 3, corresponde a un fragmento de tipo satélite de 150 bp de longitud vy tiene

la secuencia:

For5 ~ ATC AGT GCA GGG ACC GAG ATG -3 (TM=61°C)y
Rev 5 - AAG CAG CCG ATA BAAC ACT CCT T-3'(TM=59°C).
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Esta secuencia debe su nombre a que fue clonado del plasmido pBC1.2 (Cotinot ef

al., 1980).

lLos iniciadores para el satélite 1.709 se utlizaron como control positivo ya que

amplifica en ambos sexos.

Aunque ésta no es una secuencia especifica de cromosomas sexuales, fue elegida

como control interno, debido a

a) Que amplfica una regién satélite fuera de los cromosomas sexuales.

b) Es frecuente encontrar que la amplificacion en los ensayos de PCR se altere
cuando se agrega DNA a bajas concentraciones.

¢) Que su TM es cercano a los iniciadores empleados para el diagndstico del sexo

gue se utllizan en este estudio.

Este controi positivo permite descartar los resultados falsos negativos del fragmento
diagnostico del cromosoma "Y". Esta secuencia esta disefiada para gque siempre
amplifique

E! satéite 1.709, es una secuencia repetida, cuya unidad de repeticiéon tiene una
longitud de 3.8Kb (apéndice No.3), es especifica para bovinos y esta localizada en

las regiones centroméricas de todos los autosomas (Skowronski ef al., 1984).

Los iniciadores amplifican una regién de 580 bp. Su secuencia es:

For -TTT ACC TTA GAA CAA ACC GAG GCA C-"3{TM=61.5°C)
Rev 5°-TAC GGA ARG GAA AGA TGA CCT GAC C-"3(TM=63.2°C)

El nombre del satélite 1.709 proviene de su densidad de flotacion en gradientes de
cesio {Skowronski, 1984).
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La secuancia Bovd7M (Miller y Koopman, 1990, debe su nombre porque corresponde
a una secuencia obtenida de una biblioteca genomica para obtener fragmentos
especificos del cromosoma "Y" de ratones. La longitud de la secuencia que se
obtuvo por PCR fue de 97bp, Esta secuencia al hibridizarla con DNA de Bovinos de
ambos sexos, se obtuvieron en Southern Blot bandas Unicamente en las muestras de
fenotipo macho, de tal manera que son consideradas como secuencias especificas

para cromosoma “Y" de bovinos.
El fragmento de este iniciader tiene la secuencia:

For 5'- CCT-ACC-TAA-TAG-ATT-CCA-GCT-G-3° (TM= 59°C)
Rev 5'-CTG-TCT-CTG-ARA-CAG-ATG-AGC-TG-3" (TM= 63°C)

METODOLOGIA UTILIZADA

Una vez cuantificado el DNA, se hicieron los calculos correspondientes para preparar
dilusiones stock de 50 a 100 ng de DNA de cada sexo. Posteriormente, se realizaron
los ensayos de estandarizacion de la técnica de amplificacion para cada iniciador
(ZFY y BC1.2), tomando en cuenta las variables del cuadro 2 y adicionande 100 ng
de DNA en cada tubo con su respectiva repeticion para cada sexo.

tina vez obtenidas las mejores condiciones de amplificacion, se evalud Ila
especificidad de la PCR, para lo cual se realizaron ensayos en gradiente de
concentracion de DNA en ambos sexos, variando la cantidad de enzima agregada a

ias reacciones, 1a concentracién de iniciadores ( ZFY y BC1.2) y el ndmero de ciclos.

£n estos ensayos fue necesaria fa utilizacion del iniciador 1.709 como control positivo

de las reacciones de PCR en cada reaccidén, debidc a que se afadieron

25



concentraciones menores a 10 ng de DNA ademés de gue este iniciador reconoce
upa region satélite presente en ambos sexos. Esto nos permitié comprobar cuando

los Iniciadores especificos del sexo fallaron en una reaccion.

El gradiente de concentraciéon de DNA en los ensayos de PCR corresponde a un
nimero tedrico de celulas presentes en la muestra, el cuadro 3 muestra las
concentraciones que se prepararon  para realizar las  amplificaciones

correspondientes

Cuadro 3. Relacion lineal de concentracion

de DNA y namero de células.

[DNA] | Equivalente en células
(ng}
100 1.6 x10*
50 8.3x10°
10 1666
5 | 833
1 166
0.5 83
0.1 16
0.05
0.025
0.012 2
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VI RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez extraido el DNA de las muestras de sangre de Bos faurus de ambos sexos, se
verificd su integridad en un gel de agarosa al 1%. Aquellas muestras con mayor

integridad fueron cuantificadas y utlizadas para su posterior anélisis de PCR

REACCIONES DE ESTANDARIZACION Y SENSIBILIDAD
DE PCR AMPLIFICANDO ZFY/X,

Los ensayos de estandarizacion de PCR para el iniciador de secuencia Gnica ZFY/X, se
realizaron en ambos sexos, encontrando que las mejores condiciones en el
termociclador en las que se obtuvieron resuitados, fueron:

A 894 °C 1:30 min. seguido 40 ciclos de

1) 52°C por 25 segs.,

2) 72°C por 30 segs y

3) 94 °C por 30 segs. Y finalmente 3 min. a 72°C.

La mezcla contenia: 2yl de amortiguador 10X para PCR tipec “C” (20 mM MgCl, KCI
500mM; Tris- HCi ph 8.3 100 mM; gelatina 10 pg/ml )}, 2pi de deoxinucledtidos (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), 2mM cada uno, 1 pl de iniciadores For y Rev (10 mM cada uno),

5 pl de Albumina Sérica Bovina {BSA), (3 mg/ml), 1.0 ul de Tritén X100 al 2%, 0.25 pi
" de enzima Tag- Polimerasa (5U/ul).y cpb. 20 pt de H,0 didestilada y estéril (Figura 1), a

pesar de que el TM tedrico de esta secuencia oscila entre 50.94 y 49.3 °C.

A medida que la temperatura de reascciacion se eleva la especificidad de ia reaccion
aumenta; sin embargo, a temperaturas superiores a 52 °C forman barridos de

amplificacidn inespecifica.
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Figura 1. Estandarizacion para la amplificacion del fragmento ZFY

Gel de agarosa al 2.5% tefiido con bromure de etidic en TBE 1X Se observa
la amplificacion del fragmento de 4415bp durante 40 ciclos, utilizando 10, 20 y
40 ng de DNA de macho y hembra El marcador molecular empleado es PBR
322 cortade con MSP-1 La intensidad de las bandas corresponde a la
concentracion de DNA de cada carril El ensayo blance no contiene DNA
haciendo la funcion de muestra control negative.

Para corroborar que el fragmento ampiificado corresponde al ZFY, se sometid a
digestion el producto de la PCR con la endonucleasa PST-1, esperando que dicha
enzima reconociera el sitio de corte del fragmento amplificado (447bp) correspondiente
al cromosoma “Y” en las muestras de macho, dando como resultado tres fragmentos: el
fragmento homdlogo del cromosoma “X" {(445bp), una banda de 344bp y otra de 103 bp
(ambas localizadas en el cromosoma “Y"), mientras que en las muestras de DNA de
hembra (445hp), debido a que presentan dos cromosomas "X", la enzima PST-1 no
reconoce sitio de corte, esto es que en las muestras donde se amplificé DNA de

hembra con el iniciador ZFY, se obtuvo un fragmento de 445bp que no es digerido con
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la enzima de restriccion PST-1 pero gue sirve como control positivo de la reaccion de

PCR (figura 2).

Figura 2. Digestion con PST-1 del fragmento amplificado ZFY.

Separacidén en gel de agarosa al 2.5% con bromuro de etidio, de los
fragmentos obtenidos al digenr 5 ng con PST-1 a 37°C, el producto de |
amplificacion con el iniciador ZFY El carril 6 es un control positivo con DNA
del fago Lambda. Ef marcador molecular utilizado es PBR322 digerido co
PST-1

Cabe mencicnar, que de los 20uf de la reaccion de PCR {donde puede haber alge de
evaporacion}, 10ul se cargaron en el get de la figura 1 y el volumen restante en el gel de

la figura 2.

Una vez encontradas las condiciones éptimas de amplificacion con la utilizacion de fos
iniciadores ZFY y corroborar gue el fragmento correspondia al esperado, se procedié a
realizar los ensayos de sensibilidad de la PCR, adicionando diferentes concentraciones
de DNA (50, 10, 5, 1, 0.5, 0.1, 0.05 y 0.025 ng) para determinar la concentracién
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minima a la cual se obtiene amplificacidn, encontrando amplificacion del fragmento ZFY
desde una concentracion de 50 a & ng, utlizando las condiciones encontradas al
estandarizar la PCR para amplificar el segmento ZFY{X {Fig 3). Estas conceniraciones
de DNA a las que se encontré amplificacion, equivalen a una sensibilidad de 833

células aproximadamente

Figura 3. Sensibilidad al Amplificar el Fragmento ZFY/X

Evaluacidn de diferentes concentraciones de DNA de Bos fauwrus de
macho por duplicado, bajo condiciones de PCR (Reaccion en Cadena de
la Polimerasa) estandarizadas, utilizande PBR 322 cortade con MSP-1
como marcador molecular y corrido en un gel de agarosa al 2.5% tefido
con bromuro de etidio.

La ampiificacidon de ZFY forman un barrido de fragmentos de diferentes tamafios a partir
de las reacciones realizadas con 0 5 ng hasta 0.12 ng de DNA, probablsmente debido a

que los iniciadores se polimerizan inespecificamente.
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REACCIONES DE ESTANDARIZACION Y SENSIBILIDAD
DE PCR AMPLIFICANDO BC1.2

Los ensayos de estandarizacion de PCR para el iniciador de secuencia satélite BC1.2,
se realizaron por duplicado solo en muestras de macho, debido a que en hembras no
hay amplificacion, encontrando que las mejores condiciones en el termocictador fueron:
A 94 °C 130 min. seguido 40 ciclos de

1) 58°C por 25 seys.,

2) 72°C por 30 segsy

3) 94 °C por 30 segs. Y finalmente 3 min. a 72°C

La mezcla contenia por cada 20 ul

2ul de deoxinucledtidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2mM cada uno, 1 ut de iniciadores
For y Rev (10 mM cada una}, 1.5 ut de BSA (3 mg/ml), 1.0 pl de Tritdén X100 al 2%, 0.25
ul de enzima Tag- Polimerasa (5U/ul).y cpb. 20 ul de H,O didestilada y esténl (Figura
4}, encontrandc amplificacion del fragmento BC1.2 en mezcias con dos diferentes tipos
de amortiguador, adn cuando el TM calculado para esta secuencia oscila entre 49.3 y
50.94 °C. Cabe mencionar que al duplcado del ensayo en el que se empled
amortiguador de PCR tipo “D", se evapord en un 50% al finalizar los 40 ciclos
posiblemente debido a un ma) sellado de la tapa de! tubo respectivo, adn asi se observa

una banda discreta de amplificacion en ese carril.
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Figura 4. Estandarizacién para la amplificacion del fragmento BC1.2

Gel de agarosa al 2% tertido con bromuro de etidio para separar el
fragmento BC1.2, producto de PCR de 150 bp a partir de 50ng de
DNA de macho. Se probaron 2 diferentes tipos de amortiguador o
puffer, durante 40 ciclos. Los marcadores de peso molecular
empieados son PBR 322 cortado con MSP-1 y ADNA cortado con
BSTE Se agregd una muestra control positivo con el iniciador 1.709 el
cual amplifica un fragmento de 580 bp.

Paralelamente a este ensayo, se estandarizaron las condiciones para amplificar
el fragmente 1.709 utilizando DNA de ambos sexos para utilizarlo a manera de controi
positivo bajo las mismas condiciones y al mismo tiempo, en el ensayo de sensibilidad
del iniciador BC1.2, encontrando que las condiciones de amplificacion coinciden. La
figura 5, muestra que en un duplicado de las amplificaciones con buffer "C°
correspondiente a hembra, se evapord en un 80%, es por eso due no se observa el

fragmento amplificado en ese carril.
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Figura 5. Estandarizacion para la amplificacion

del fragmento 1.709.

ch hembra™

Separacion en gel de agarcsa al 2% tefiido con bromuro de
etidio de los fragmentos BC1.2 y 1.709, producto de la PCR de
50ng de ADN de ambos sexos y diferentes tipos de buffer,
durante 40 ciclos. Los marcadores de peso molecular
empleados son PBR 322 cortado con MSP-1 y AADN cortado
con BSTE.

lLas reacciones de sensibilidad del fragmento BC1.2, se llevaron a cabo en
diluciones de 10, 5, 1, 0.5, 0.1, 0.05, 0.025 y 0.012ng., encontrando ampilificacion
en todas las concentraciones probadas, utilizando las condiciones de

estandarizaciéon para ampiificar el segmento BC1.2 (Fig. 8).

Por su parte, Cotinot, ef al (1991), llevan a cabo este ensayc de manera simifar
pero afiadiendo diferentes cantidades de células obtenidas por biopsias de

embriones cuya sensibilidad minima fué de dos células.
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Figura 6. Sensibilidad al Amplificar el Fragmento BC1.2

Gel de agarosa al 2% tedido con bromuro de etidio que muestra
la separacion de los fragmentos BC1.2 {150bp) y 1.709 {58Cbp),
producto de la PCR de diferentes concenfraciones DNA de
ambos sexos realizados bajo las condiciones estandar
enconfradas para la secuencia BC1.2 durante 40 ciclos con el
amortiguador tipo “C". El marcador de peso molecular empleado
es PBR 322 cortado con MSP-1. Las muestras blanco utilizadas
como control negativo, no contienen DNA.

De alguna manera, con este estudio se corroboran los resuitados obtenidos por Cotinot,

et al (1991) pero a partir de la amplificacion de DNA de células somaticas.

En ninguno de los ensayos realizados se le afiadid aceite mineral a la mezcla de PCR.
Las concentraciones de DNA a las que se encontrd amplificacion en este ensayo de
sensibilidad, equivalen a un rango de sensibilidad de 1666 a 2 células

aproximadamente
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Al llevar a cabo reacciones de PCR a bajas concentraciones, es factible obtener

resultados erréneos debidos a contaminacion de material utilizado, reactivos, etc.

ESTANDARIZACION DE LAS SECUENCIAS
Bov 97M.

Basandose en los valores tedricos del TM de cada una de estas secuencias, se
buscaron las condiciones de amplificacion para estandarizar los ensayos de PCR,
encontrando gue la secuencia Gnica Bov97M de 97 bp citada por Miller y Koopman

(19€0), amplifica en las siguientes condiciones:

A 894 °C 1:30 min. seguido 30 ciclos de

1} 60°C por 25 segs.,

2) 2)72°C por 30 segsy

3) @4 °C por 30 segs. Y finalmente 3 min. a 72°C

La mezcla contenia:

2l de amortiguador 10X para PCR tipo “C” (20 mM MgCl,, KCI 500mM; Tris- HCI ph 8.3
100 mM; gelatina 10 pg/ml ), 2ul de deoxinucledtidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
2mM cada uno, 1 pi de iniciadores For y Rev (10 mM cada uno), 1.5 pl de Albumina
Sérica Bovina (BSA), (3 mg/mi), 1.0 pl de Tritdn X100 al 2%, 0.25 pl de enzima Tag-
Polimerasa (5U/ul).y cpb. 20 pi de M0 estéril didestitada.

Esta secuencia, amplifica indistintamente afiadiendo amortiguador tipo "C o D" a la
mezcal de PCR, ya que los resultados obtenidos de este ensayo, no indican diferencias
entre si como lo indica [a figura 7, en donde se ulilizaron diferentes muestras de DNA

de macho Unicamente por ser un estudio pilote para conocer las condiciones estandar.
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Figura 7. Estandarizacién para la amplificacion del fragmento Bove7M

Gel de agarosa al 2% fefiide con bromuro de etidio separando el
fragmento BovB7M de 97bp a partir de 50 ng de DNA de macho. Se

afiadié como un contrel positivo el iniciador 1 709.
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ANALISIS DE DETERMINACION DEL SEXO

Finalmente, para certificar que los ensayos de especificidad eran adecuados, se llevo a
cabo una PCR utilizando 20 muestras de sangre periférica de bovinos adultos, donde
solo se conocian sus caracteristicas fenotipicas, para esto, se utilizd el iniciador mas
sensible que fue el BC1.2 junto con el 1.708 como contral positivo y una muestra contro!

negativo sin DNA para diagnosticar el sexo en las condiciones estandar encontradas

.Las reacciones se llevaron a cabo en un velumen final de 20 pl (fig. 8). Para corroborar

genotipicamente la relacion fenotipo-genotipo de cada muestra.
Independientemente de las cuatro muestras gue se evaporaron por fallas en las tapas

de los tubos gue contenian la mezcla de PCR y DNA, los resuitados obtenidos fueron

acertados en un 100%.
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Figura 8. Ensayo para determinar ef sexo

PHIL

- Blaggn

Gel de agarosa al 2% tefido con bromuro de etidio que muestra la
separacion de los fragmentos BC1 2 (150bp} y 1.709 (580bp), producto de
la PCR de diferentes muestras de ADN de ambos sexos realizados bajo
las condicionas estandar encontradas para la secuencia BC1.2 durante 40
ciclos. El marcador de peso molecular empleado es PBR 322 cortado con
MSP-1. los camriles donde no se observa amplificacién de ningin
fragmento es debido a que la muestra se evaporo.

iLa presencia del fragmento que proviene de la amplificacion del iniciador 1.709, indicd
que ia reaccion se llevd a cabo; mientrag que en aquellos carriles donde no se observa
amplificacion con ningln iniciador, indican que el volumen final de la mezcla de PCR,
ne fue suficiente por haber sufrido evaporacion al cabo de los 40 ciclos. Las

caracteristicas de las muestras analizadas, se encuentran en el cuadro 4.
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Cuadro 4.Caracteristicas de las muestras para diagnodstico y resultados

Carril Fenotipo Genotipo
1 Marcador Molecular PBR 322
2 Macho |  Macho |
3 Macho Macho
4 Hembra Hembra
5 Macho Macho
15) Macho Macho
7 Hembra Hembra
8 Hembra Hembra
9 Macho " Evaporada
10 Macho Evaporada
R Hembra Hembra
12 Hembra Hembra
13 |\ Marcador Molecular PBR 322
“"-ITW Macho 7 Macho
“—'E_JWTW‘WW
R Hembra Hembra |
17 Macho Macho
18 Macho Evaporada
19 | Macho Evaporada
20 Macho Macho
21 Blanco sin ADN
N

No se conocia la integridad del ADN asi como su concentracién



V1. CONCLUSIONES

Se estandarizaron las condiciones para amplificar las secuencias ZFY/X (Aasen y
Medrano, 1990), BC1.2 (Leonard, 1987), 1.709 (Skowronski, 1884) y Bov87M

{Milier y Kcopman, 1990) en muestras de Baos faurus.

Ademas, a los iniciadores ZFY/X y BC1.2 se les sometié a analisis de PCR en
gradiente de concentracion de ADN para conocer la sensibilidad de cada uno
encontrando, que .existe diferencia en la sensibilidad de la PCR, entre Ia
amplificacién de un fragmento de ongen Unico con respecto de otro de origen
satélite; es decir, mientras el iniciador ZFY amplifica visiblemente en gel de
agarosa hasta una concentracion de 5 ng, el iniclador BC1.2 amplifica ¢con 1a
misma técnica, hasta una concentracion minima de 12 pg., debido a que el
producto de PCR gue se obtiene de la amplificacién de una secuencia Unica no es
suficiente para verse en un gel de agarosa a diferencia del producto de

amplificacién que se obtiene de un fragmento satélite

Por ofra parte, se encontraron las condiciones estandar para los iniciadores de
Bov87M, cuyas secuencias se amplifican con 50ng de ADN de Bos faurus; sin
embargo, se sugiere seguir el estudio de estas secuencfas de tal manera que se

pueda lograr una mayor sensibilidad y especificidad.

La combinacién de los iniciadores que amplifican secuencias satélites (BC1.2 y
1.709), hacen de la técnica de PCR, una téchica confiable por su sensibilidad
capaz de determinar el sexo a partir del ADN contenido en dos células vy

aprovechar estos resultados a futuro con fines de diagndstico a nivel embrionario.

El control de soluciones, material utilizado y su manejo, hacen eficiente la técnica
de PCR para mayor sensibilidad y especificidad al utilizar diferentes marcadores

moleculares, que a futuro podrian ser de gran apoyo para la determinacion del
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sexo de bovines a nivel embrionario antes de que sean transferidos; ademas la
confiabilidad que se tenga del sexo del embridn para que llegue a buen término su
gestacion de acuerdo al interés que se tenga en la produccién ganadera (leche,

carne o doble propdsito).
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APENDICE 1
Purificacion de ADN (incluyendo mitocondrial) a partir de Sangre

2- mt de sangre se mezclan con 3- ml de ddH20

Centrifugar a 3000 g/10 minutos, 4°C

Resuspender la pastilla en 1- ml de 200 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS

Se agrega ARNasa (10- pg/mi) se incuba a 37°C durante una hora.

Posteriormente se agrega Proteinasa K (50- pg/ml) y se incuba durante 2 hrs a 50°C, y
1 hra a 652C.

Agregar 0.360 ml de 5M de NaCl [2M final], Agitar por 15 segundos.

Centrifugar 3000 rpm 10-15 min.
Se recupera el sobrenadante y se agrega un volumen de isopropanol
Se recupera el ADN, se seca y suspende en ddH20 y cuantifica

Minipreparacion de ADN a partir de Sangre

A 500 pl de sangre se le agrega 1 ml de ddH>0

Centrifugar par 5 min. 4°C

Resuspender la pastilla en 500 ui de 200 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS.

Se agrega ARNasa (10-20 pyg/ml) se incuba a 37°C durante una hora.

Posteriormente se agrega Proteinasa K (50- 100 yg/mi) y se incuba durante 2 hrs a
50°C, vy 1 hra a 65%C.

Agregar 180 pl de 5M de NaCl [2M final], Agitar por 15 segundos.

Centrifugar por 5 min. 4°C

Se recupera el scbrenadante y se agrega un volumen de isopropanol

Se recupera el ADN, se seca y suspende en ddH20 y cuantifica

Preparar :

1.- 200 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS ' g

11379
2 - NaCl 5M :
3-RNasa (100 mg/ml) Y ﬁﬁ% %E.t{{;‘ft%ﬁﬁ‘

4. -Proteinasa K (50 mg/ml)
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APENDICE 2
Condiciones de trabajo de PCR.

Los Buffers 1X PCR utiizados contienen.

10 mM Tris-HCL., pH 8 4; 50 mM KCI; 10 ng/ml gelatina y MgCl, a.
Buffer “A” “B" “c” D"
tmM MgCly) 05 1.0 1.5 20
El Buffer regular mas comunmente usado es el “C".

Preparacion de Buffer 10X PCR (5ml).

Buffer “A” “B” ngr “p”

[mM MgClh] en 1X 0.5 1.0 15 20

1 M MgCl, 25ul 500 1 75u | 1001
1 M Tris HCI pH 8.4 500 | 500 | 500y | 500p 1
1M KCH 2.5mi 2.5ml 2.5 mi 25ml
20 mg/ml gelaitina 25 ut 25u 251t 25p1
H,0 1.95 mi 1.92 mil 1.85 mi 1.8 ml

Las reacciones estandard de PCR son realizadas en un volimen de 10 i conteniendo:
1X Buffer

1 pmole/p | de cada primer

0.2mM dNTP

0.5U Tag

25-100 ng DNA gendmico

Las reacciones de PCR se prepraran poniendo junto:
[solucion stek] Volumen total 10 u | Rx

10XPCR Buffer 1l

10 pM de cada primer 1 p |

2 OmM dNTP Tl

5 Ulp | Tag- polimerasa O1ul

25 ng/p | DNA gendmico 1-4 ul

H.O cbp. 10p |

81 la reaccién de PCR no funciona, se recomienda tratar diferentes condiciones de prueba.
Basicamente se cambiarian dos cosas: 1a temperatura de reasoctacion y el tipo de buffer. En
general, se aumenta o reduce el rigor de la reaccion de PCR, incrementando o reduciendo la
temperatura y/o fa concentracion de MgCl,.

A mayor temperatura de reasocliacion, mayor el rigor de la reaccion de PCR. A mayor
concentracion de MgCl,, mencr el ngor de la reaccién de PCR.
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6l

121

181

301

361

421

10

x

ATAATCACAT

*

ACTGTGGGARA

AAARRAGGAGC

GGTTATTARA

AGTGTGGTAA

GAGAGAANCC

AGACGCATGT

TGACTTTCTC

20

GGAGAGCCAC

*

GCATTTCTCC

CAGCAAARTG

TCGCCACCTT

AGGTTTTCGT

GTACCAATGC

GAAAACTARG

AGATACCARA

APENDICE 3

Gen ZFY Bos faurus
Secuencia escrita en direccion 5 — 37

(Guido, et al.,

36

*

ANGCTTACC
*
CATGCTGGGG
CATARATGTA
TTGGCAGTCC
CACCCATCAG
CRGTACTGCG

CATAGTAMRG

GARGTGC

1992)

40

*

GCAAGTCAGA

L4
CTTTGTTCAC
AATTCTGTGA
BCAGCAAGRRA
AGCTCAARAR

AATATAGETC

AARTGTCTTT

50
-

GAAGGCCATC

*
TCACAAAATG
GTATGAGACA
CTTTCCCCAT
GCACATGCGA

TGCAGACTCT

CAAGTGTGAC

60
GAATGTGATG
*
TCACAARATG
GCTGAACAAG
ATATGTGTAG
ATCCATACTG

TCTAATTTGA

ATTTGTCTTC

La regidn marcada en negritas corresponde al sitio de reconocimiento de los

iniciadores empleados en el presente estudio.
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10

*

AAGCTTGTGA

70

&

GAACATTTTG

130

*

AAAACTACTA

180

*

AGGTCCAAGT

250

*

CCATTGAAAT

310

*

ACACAGACAT

370

*

AAARGATTTC

430

*

GCTTTGGGAA

490

*

CAAGGARATCA

550

*

CCCAGGTCAG

610

*

TTGGATTGCC

670

*

GGTCCCAGRG

730

*

ARGGTGGGCA

Secuencia

20

r

CAGATRCAAC

80

*

TGCTTCATGT

140

*

GATATTTCAT

200

3

TTTCTTGTAT

260

*

AAGAACTCAG

320

*

CAATCCAGAC

380

*

TTTGAGCCGT

440

*

GGAGCTCAGG

500

*
AGTTTCCTIG
560

*

GTCATCTTTC

620

*

TCTGTGGGCT

680

3

GCTCTCCTGG

740

*

GCGCACCGGE

1.709 de Bos Taurus

30 40 50

* * *
GATATAGCAA TTTTTACCTT AGAACAAACC
30 o0 110

* * >
TGATGACTCT TAGACATGTC TACAGTAGAG
150 160 170

+* +* *
ATTGACTAGT TCCCAGTTCA CGGGACTCTG
210 220 230

* * *
TGGAAGCAGT TGGGETTGCA AGGGCTGCCT
270 280 290

* ® *
AACTTGAGCA CTATTATCAA AAATCACAAG
330 340 350

¥ & *
AGACAAGACA AGACATCTTC CAGTTTTCCG
390 400 410

* * *
TTTETCTGGG GAGTGGGGGG TGGGGCTGGEC
450 460 470

* +* =
GTTTGGAATT GCATATGAAA AGAACCAGCT
510 520 530

o * *
GARAACCRACT TTGTCCGGTT CTGTAGRATA
570 580 590

* * *

CTTTCCGTAG CCCTCGTTTG ATCCCTGAAT

630 640 650

¥ * *

GGATGGATTG TCCTCCCGTT TCACCGGGCG

650 700 710

* * *
AACCGGECET GGGLECGEGGE UTCACCEGEA
750 760 770

* * -

AGCGCGCCCG GGGLGGGCGA AGCCGGGUGG

60

*

GAGGCACTAT

120

*

GAGCAARARC

180

-

ACATTCCCTG

240

*

TGTCTTGAGA
200

*
GCTCACACTG

360

*

CCTGAGATGG

426

*

GGCCAGGCAG

480

*

TTCCGGGTTC

540

*

TCATGGCCCT

600

*

TCTAGACAGC

660

*

GCGGGAGCGA

720

*
GCCCGTGGTG
780

*

CGCEGGTCGG
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790

E

GAATCGGGTC

850

*

GCTGGGAAGG

910

*

GCGGGGGETAG

970

*

GCCCATTGCG

1030

*

GCGGACCACA

1090

*

GTTGGCACRA

1150

*

CCACCCCTTT

1210

*

ARGTCCAAGG

1270

*

GGAGGCCAGC

1330

*

CCCTAGAAAC

1390

*

AAGGGAGGAG

1450

*

GGCCTTTCCA

1510

*

GAACGTGTRA

1570

*

AACAARARLC

800

*

GTGGCGGGEA

860

*

CACCGGGAGC

920

*

GGGAGGGGTT

380

*

TGCGCTCCTG

1040

-

GGTCAGGGAR

110G

*

CCTGGCGGTC

1160

*

GCTGARAGGT

1220

*

GCCAGAACCC

1280

*

GGGCCTTGAC

1340

&

TTAGTAGGGT

1400
*

GGCACCCTGC
1460

*
TGGGGACCGT
1520

>
AACTTTTARA
1580

&

CAPAGCTCAAG

810

*

TGGGGGGCGG

870

&

ATGGCAGGEH

930

+

CCCCETTGTC
990

*
TGTCCCCAAG

1050

*
CTGGGACTCG

1110

*

GCAGARAGGC

1170

*
CAGAGCCGCG

1230

*

TGARCTCTGSG

1290

*
CACCTGCTGG

1350

*
GCATGGGTTT

1410

*

TGCCCTTTCA
1470

*
GTGCGGTACA
1530

*
TGATGTGGTG
1590

*

TTTTTTGCAA

820

*
CCCGATTGTG

880

*

CGGGGCGGLE

9490

*

CTCTCGGGGG

1000

*

GTCGGCATCC

1060

*

TGGAGCAGGG

1126

*

CTCGCCTTTG

1180

E

CGGTTTTCCA

1240

*
CCGGCTGGCT
1300

&

GATGGGAALG

1360

*

CAAAACCCGG

1420

*

TGGCAGCATC

1480

*

AGTTTTGGGT

1540

*

GTTTGATTCA

1600

*

ATTTAGGTCT

830

*
CTCCOGGGAT

890

*

CGGLGCAGGG

850

*

TCGCCGTGGC

1010

*®

RAGTGGGCGCG

1070

*

ARCCACGTAG

1130

*

GGCTCAAGGC

1190

*

AGCAGCCGAG

1250

*

AGCCCTGCTT

1310

*

GGAAGGGTCC

1370

*

TGGCCGCCCA

1430

*

TGTGGCTGTC

1490

*

GTTTTGGAAC

1550

*

AACAAARCAA

1610

*

TAATATTGAA

840
*

CCCCACTGCG

900

*

GGCGCTCCTG

960

*

GGCTTGGAAC

1020

*

GCGGAGCGET

1080

*

TCCGCCCTCT

1140

*

CTTGACCGCT

1200

*

TGTCCGCTGC

1260

*

CTGGCACTTT

1320

*

ACGAATTGCA

1380

*

GGCAGCARAD

1440

*

CTGCTGAGGS

1500

*

CGAATARTTA

1560

*

AACCAAACAA
1620

*

GGCCTGTGTT
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1630

*

CCTTCCACTG

1690

*

TTTTGTTTTT

1750

*

GGTGCCCCTG

1810

*

GGGGGGGAGG

1870

*

TTGTAGAAAT

1830

+*

AGCTAAGCAN

1996

*

GTATTTCGGC

2050

*

ACCRAACAGT

2110

*

AGAGTATCCT

2170

*

ACTTCTGTCC

2230

*

TCTTTGCCGC

2290

*

ACCTCAGGTT

2350

*
ACCCGGACCT

2410

*

ATTGGCATGC

1640

*

TGGCATTGTA

1700

*

CTTTTTTTTT

1760

-*
TAGTTTGGLG
1820

*

GTGCAGATGT

1880

*

CCACCTCGGA

1940

*

TGCGTTTTTT

2000

*

TAGACTCTGG

2060

*

AAGTTTTCCT

2120

*

GGCACATACA

2180

*

GTTTATTTAT

2240

*

TCGCTGGAAG

2300

*

GACCTCTGCA

2360

*

CCTGTGGTAR

2420

*

CANBGGTGGC

1650

*

CGAAGARATG

1710

-

AGABAAGATT

1770

*

AAGGCCTTAG

1830

*

GCACAGAGCT

1890

*

GCCATCTCCT

1950

&

CCTTAGGRAA

2010

*

CTTCAGGTCG
2070

&
CCTACCTTGT

2130

*

TGTACTGCCT

2190

*

TTGTTTTTGG

2250

*

TTGCTAGGAC

2z310

*

GAATCCTGGT

2370

-*

GTGTTTTCTC

2430

*

TAGAAGTCAA

1660
*

TGCGGGTTTA

1720

*

CCGAARAATG

1780

*

GAGGCCACTT

18490

*

GTGCAGGCTT

1900

*

GATGTGTAAG

1960

*

TGTTGGTCTT

2020

*

GTTCCCCCAA
2080

*
TCTCCTCATC

2140

-

CACCCCTAGC

2200

*

TAACATTGAA

2260

*

CTCTGGRCTG

2320

*

TGGTGGGAGC

2380

*

TCCTCTGGGG

2440

*

TGATTTAGGC

1670
*

TETTTTTTTT

1730

3
BAGGGARACAG
1790

-

GGARATGCTG

1850

*

GTCCTTTGCA

1910

-

CATTTCCCAG

1970

*

CBGCGATGTT

2030

&

BAGGCTCAGA

2090

*
TACGTTAAGA

2150

*

CTCAGTCATG

2210

*

TTCGTTTTGA

2270

*

CAGTCTCCCA

2330

*

TTTTTAGTTC

2380

*

CCTGCTAAGG

2450

*

AGGCTTGTGA

1680

*

TTAARTTTGCT

1740

*

GAAGCCCAGA

1800

*

CTGGCTGTGA

1860

*

TTGATGTTCT

1820

*

ACBAACCTTG

198¢

*

CARAGCCTGT

2040

*

AGCGACCTGA

2100

*

GTATACTTTA

2160

*

TGTTCCAAGA

2220

*

CTATGCTGGG

2280

*

TCTCTTGCTS

2340

*

CTTGTTCCTT

2400

£l
GTGGGTGGGC
2460

*

ATAGATATGG
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24770

*

GAGGAGGCAA
2530

*
CCTGGTAGGC
2590

*
TCACATTTCA

2650

*®

GGAGAACCCC

2710

*

GRARCGACTG

2770

*

AARARGGGTTT
2830

*
CTTAGTCARA

2890

*

GGTAAAGAAN

2950

*

AGGCACAACA

3010

*

CCCATTCCTT

3070
*

TCCTTCAGAA
3130

*
ACTTCAGCRA

3190

*

TCAGTGATAG

3250

*

ACACACACAC

2480

*

TGGCACCCCA

2540

*

TGCAGTCCAT
2600

*
CTTTCATGCA
2660

*
AGGGACTGCG

2720

*

BARCGRCTTC

2780

-

AGAACAGTCA

2840

*

GCTAACAARA

2900

*
CTTAMMATCC

29860

*

CTCTTTTCTG

3020

*

2490

*
CTCCAGTACT
2550

*
GGGGTCGCTC
2610

W
TTGGAGGAGS
2670

£
GGGCCTGGTG
2730

w*
GCAGCAGCAG
2790

L
GGTAGGATCA
2850

*
GATTTCTCTT
2910

*
ATTAGCAAAG
2970

*

GGGGTCCACG

3030

-*

TGCTTCTCCCA TCCTGAAAC

3080

*
AATGCGATTT

3140
*

3090

*

CATGCCACAT

3150

*

CCAAGAACTG ACTTTTATAT

3200

*
TAGCGCCCCT

3260

A

ACCCAAGATC

3210

*

CCCCTCCCCC

3270

*

AGAACCARAC

2500

ke

CTTGCCTGGA
2560

4
AGAGTCGGGC
2620

*
ACATGGCAAC
2680

"
GGCTGCCGTC

2740

*

CAGCAGCAGC

2800

*

CACARAGTCAC

2860

*

CTAGGTCAAC

2920

*

GCAGTTCAAC

2980

*

TTCCCTACARA

3040

*

TGCCACCTGG

3100

*

ACCTTCTTTT
3160

*
TGGCATTCGA
32290

*
GCACGCACGC
3280

*

AARRCARDNA

2510

*

AARTCTCATG

2570

*

ACGACTGAGC
2630

*
CCACTCCAGT

2690

*

CATGGGGTCA

2750

*

AGCAGCAGTG

2810

*

CGTGAAGCRAA

2870

+*

CTAGAAGAGA

2930

*

CTCTCRAAGARN

2990

*

CCTCCTGATC

3050

*

AAGARADGAAC

3110

*

AATACCAARGT

3170

*

CAGATTGGTG

3230

*

ACACACACAC

3290

*

ABARATTGCTT

2520

*

GACGGARAGAG

2580

*

GACTTCACTT
2640

*
GTTCTTGCCT

2700

*

CACAGACTCG

2760

*

CATAAATATC

2820

A

TACTTCTCCA
2880

*
TCACGGAAGA

2940

*

ACCTTGTGCT

3000

*

CCATTCTGTA
3060

*
GACGTCGTTT

3120

*

CATACATTTC

3180

E3

ARCATACCTA

3240

*

ACACACACAC

3300

-

TCTTACGTTT



3310

*

CACATGTCAG

3370

*

TGTAAAAGGG

3430

*

ACCCAGCTCT

3490

*

CAAAACACCT

3550

*

3320

*

GATGGTGCCA

3380

*

AGGTCCTTTC

3440

*

TCAGTACACT

3500

*

GGAGBAACGA

3560

*

CTCTTTGGGA CCCCGTGGCC

3610 3620

* *
GGCTTGCTCA AACTCATGTC
3670 3680

* *
CGTCCCCTTC TCCTCTGCCT
3730 3740

* *
TAGTGTTCAT AGTTTATCTA
3790 3800

*

*

3330

*

GACACTCTTA

3390

*

AAGGCGTGAR

3450

*

GTCGTCACTT

3510

&

TTGTATGTTC

3570

i

TGCAGGACGC

3630

*

CRTCGAATCA

3680

*

TCARTCAAGA

3750

*

AARGCTCATA

CTTTCGAGG TACTTTCTTG TTGAC

3348 3350

= *
TTGGATAGTC AAAARATCTCT
3400 3410

* *
TGTTTCAGAA CTTGAATTTA
3460 3470

* *
AGTTTAGCAC AGGATAGAARA
3520 3530

* *
AGTTCAGTTC AGTGGCTCAG
3580 3560

* *
TGGGCTTCCGT GTCCATCAC
3640 3650

* *
GTGATGCCAT CCARACCATCT
3700 3710

* *
CTCTCATAGG CAGATATTTT
3760 3770

*

*

TCACATTTAA TTTTTCGTTT

3360

*

TTTETTTCTG

3420

*

TTTGGAARTG

3480

*

CTCGGGTAAC

3540

*

TCGTGTCTGA

3600

*

CAACTCCAGG
3660

L3
TAGCCTCTGT
3720
CGAGTGTAAT
3780

TCTTCCTGTT
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