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EVALUACiÓN DE SECUENCIAS DE DNA PARA EL DIAGNÓSTICO 
DEL SEXO EN EMBRIONES DE BOVINOS (Ros taurus) 
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Resumen 

Se evalúa la sensibilidad y la especificidad de la PCR, amplificando DNA 
extraido de sangre penférica de bovinos Bos taurus por métodos 
convencionales. Son utilizados principalmente los iniciadores· ZFY y 
BC1.2 bajo diferentes condiciones de amplificación para determinar las 
cantidades mimmas de matenal genético necesarias para obtener 
resultados confiables en el diagnóstico del sexo. Los iniciadores ZFY 
amplifican hasta una concentración mlnima de 5n9 de DNA, mientras que 
BC1 2 amplifica hasta 0.012ng de DNA por ser una secuencia satélite. Por 
último, se realiza un ensayo de diagnóstico de sexo a 20 muestras de ONA 
de Bos taurus sin conocer integridad y concentración del mateqal genétiCO 
utilizando el par de iniciadores que más sensibles del presente estudiO. 

1. INTRODUCCIÓN 

En mamíferos el sexo se regula genéticamente por la presencia del cromosoma "y". 

Este cromosoma induce a la diferenciación 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 expresión induce a la diferenciación de 

órganos sexuales masculinos en el embrión (Marshall Graves y Schmidt , 1992), 

permitiendo tener posibilidades de identificar el sexo a nivel embrionario. Es decir, 

por tener el cromosoma "y" secuencias de DNA específicas, es posible diagnosticar 

el sexo de un organismo. 

Para esto, actualmente existen diversas técnicas que se han desarrollado, 

permitiendo realizar el diagnóstico del sexo en embriones (Aaman R.P., 1989; 

Bondioli, et al., 198!l; King WA, 1984; Rojas F.J., 1995). Sin embargo, las mejores 

posibilidades son a nivel de Biología molecular en donde se utilizan técnicas que 

emplean el DNA (ácido desoxirribonucléico) obtenido de células embrionarias. Dentro 

de dichos procedimientos se encuentra la técnica de PCR (Reacción en Cadena de 
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la POlimerasa), que ha fortalecido el desarrollo de las técnicas de investigación para 

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

Por tal motivo, el presente trabajo está basado en la evaluación de la amplificación 

de secuencias localizadas en el cromosoma "Y", empleando la técnica de PCR para 

conocer los límites de sensibilidad en cuanto a la cantidad de material genético 

necesario en el diagnóstico del sexo en Eas taurus. 
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11 ANTECEDENTES 

Las técnicas de aprovechamiento de sistemas biológicos, de sus productos o sus 

partes, se inscriben en el ámbito de la biotecnología; a la cual se ha incorporado 

recientemente la ingeniería genética molecular, que hace posible la manipulación del 

genoma de los sereH vivos y de esta manera, aprovechar en el plano tecnológico las 

propiedades y los productos de microorganismos, células en cultivo y organismos 

superiores. (Kanavakis el al., 1997., Avvisati el al., 1996; Perego el al., 1996; 

Fechner el al., 1996; Chiu y Ou, 1996; Cazenave el al., 1992; Hu el al., 1995; Zalis 

el al., 1996). 

Una aplicación que se ha venido desarrollando en los últimos diez años es el 

diagnóstico de sexo (Aaman, 1989; Betteridge, 1989; Cotinot el al., 1991), esta ha 

sido fomentada por la demanda que se tiene de predecir el sexo en los organismos, 

misma que ha impulsado el desarrollo de nuevas técnicas a nivel celular y molecular 

para el diagnóstico del sexo en animales de granja. 

Gran parte de éstos procedimientos están basados en las diferencias genéticas que 

presentan los organismos en el par de cromosomas sexuales en organismos con 

genoma heteromórfico. (Ohno, 1971). 

Se sabe que esta diferencia en el par de cromosomas sexuales se presenta en 

mamíferos específicamente en el cromosoma "Y", dando la facultad 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 ó TDF, (Testis Determining Factor), responsable de la diferenciación y 

desarrollo de testículos, ya que al no presentarse dicho factor se da la diferenciación 

de ovarios por acción de la hormona antimülleriana, inhibiendo así la acción del TDF 

(Marshall Graves y Schmidt , 1992). 
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Para la identificación experimental del sexo en el humano y en diferentes mamíferos, 

se han desarrollado varios métodos. 

METODOS PARA DETERMINAR EL SEXO. 

MÉTODO CITO LÓGICO. 

Este método se desarrolló en las décadas de los 70's y 80's (Hare el al., 1976; King, 

1984), se basa en localizar cuerpos de Barr en células somáticas y en biopsias de 

embriones por medio de colorantes como la orceina que tiñe el cuerpo de Barr 

presente sólo en organismos del sexo femenino. Por otra parte, también se realizan 

análisis citogenéticos ó también llamados cariotipos (Belteridge, 1989), los cuales se 

han utilizado mucho para identificar la presencia de an.ormalidades en cromosomas o 

la presencia del Gromosoma "Y" en células diploides o haploides (Martin, 1991). 

Usualmente estos análisis consisten en cultivar células durante 72 horas y detener la 

división celular con colcemid (colchicina) en el momento de mayor número de 

diVISiones mitóticas para deteptar la presencia del cromosoma "Y" al microscopio 

directamente (Kibbelaar el al., 1992) o tiñendo los cromosomas con colorantes 

fluorescentes (Popescu el al., 1988). 

Por otra parte, dicho método se ha utilizado en combinación con técnicas 

moleculares como amplificación de secuencias e hibridación para denotar las 

divergencias cromosómicas entre bovinos y caprinos (Iannuzzi y Pia Di Melo, 1995). 
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MÉTODO INMUNOLÓGICO 

Está basado en la identificación de un antigeno presente en el macho pero no en la 

hembra, el antigeno H-Y (White el al., 1987). Este método ha sido de alguna manera 

precursor para el desarrollo de otras técnicas más sofisticadas, como la de inmuno­

fluorescencia ligada al cromosoma "Y" (White f'l al., 1983). Consiste en producir un 

anticuerpo marcado fluorescentemente dirigido contra el antigeno H-Y, presente sólo 

en la capa gliocoproteica de la zona pelúcida de los machos para hacer fluorescer 

aquellos embrione" de dicho sexo al iluminarlos con la luz apropiada (Booman el 

al.,1989). 

lino de los inconvenientes de esta técnica, es que la presencia de este antigeno sólo 

se localiza en embriones durante el estadio de 8 células (Goldberg, 1988); ya que 

después de ese momento, se detiene la producción 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 la inducción del 

TDF (Goldberg, 1988); se ha evaluado que este tipo de análisis no afecta la 

viabilidad de los embriones de bovinos cuando son sexados y transferidos (White el 

al., 1987). 

Otra posibilidad de diagnóstico, es mediante evaluaciones en la concentración de 

testosterona a través de un Radio-Inmuno-Ensayo (R.I.A.). La gónada humana se 

diferencia en testiculo a la. séptima semana y en ovario a la octava ó novena 

semana. El factor epigenético que influye en ese momento, es la producción de 

andrógenos por las .. células somáticas de la gónada masculina que impulsan la 

formación del testiGulo. Esta hormona actúa localmente y acelera el desarrollo del 

testiculo, mientras que la falta del andrógeno 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 líquido 

corioalantoldeo para obtener en un contador de centelleo las lecturas del andrógeno 

a diferentes diluciones para pronosticar el sexo del organismo en cuestión, 

dependiendo de la concentración que presente. 

MÉTODOS MOLECULARES 

Se desarrollan al final de lo~ 80's y principios de los 90's. Parten del estudio y 

detección de secuencias nucleotidicas localizadas en reglones homólogas o 

análogas en los cromosomas sexuales. 

Estas regiones características, pueden estar relacionadas con la determinación del 

sexo, como sucede con el gen de la aromatasa que sirve para el diagnóstico 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 única y secuencias altamente repetidas o 

satélites. 

Para Eas taurus las secuencias de copia única reportadas son: SRY (Payen y 

Cotinot, 1993), ZFXIY (Aasen y Medrano, 1990), Bov 97M (SchrOder el al., 1990; 

Miller y Koopman, 1900) y AM/X (Ennis y Gallagher, 1984); y las secuencias satélites 

son: BC1.2 (Leonard, 1987), BRY.1 (Matthews el al., 1992), A.ES6.0 (Bondioli el al., 

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

Secuencias 5' -+ 3 ' 

Tipo de 
secuencia 

Satélite 

Única 

Satélite 

Única 

Satélite 

Única 

Estas secuencias diagnósticas pueden ser detectadas por hibridación y por 

amplificación de DNI\. 

Se han desarrollado técnicas de hibridación con sondas marcadas para diagnosticar 

el sexo de animales (Elbrecht y Lazier, 1984). Este método es muy sensible ya que 

se requiere de pequeñas cantidades de DNA. Consiste en detectar el segmento de 

interés, exponiendo una secuencia conocida de DNA de cadena sencilla marcada 

con un isótopo radiactivo ó colorantes fluorescentes (sonda) frente a otra muestra de 
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DNA, digerido con alguna enzima de restricción de DNA (a este método se le llama 

Southem blot). El principio de este método es que por complementariedad de las 

bases Adenina - Timina (A-T) , Guanina - Citoclna (G-C), entre ambas cadenas, se 

una el fragmento conocido a una región especifica y homóloga del DNA digerido. 

Cuando la hibridación de la sonda se dirige a DNA no digerido e inmovilizado en un 

filtro se le llama "dot blol". 

La unión de la sonda al DNA problema se verifica en un contador de centelleo o al 

'''poner el DNA hlbridizado en una placa radiográfica o exponiendo el DNA a luz 

fluorescente. 

AMPLIFICACiÓN DE DNA,(PCR) 

Es una técnica utilizada en biología molecular para sintetizar in vitro un fragmento 

de DNA de manera exponencial. Consiste en realizar varias copias de una región a 

partir de un molde de DNA. Las copias se generan de una región específica y está 

dirigida por iniciadores, que son pequeños 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 sitio se incorporan 

los deoxinucleótidos, con ayuda de una enzima (Taq- Polimerasa) para formar los 

fragmentos de interés (Griffin y Griffin, 1994). A esta técnica se le llama PCR 

(Poli merase Chain Reaction) o Reacción en Cadena de la Polimerasa. 

Una de las consideraciones que hay que tener en cuenta, es que el éxito de los 

ensayos con PCR depende del diseño del protocolo y del diseño de los iniciadores 

(Innis y Gelfand, 1990). 
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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 oligonucleotídica 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 ó contraparte. 

d) Que la distribución y composIción de las bases púricas y pirimidicas del par de 

Iniciadores sea aleatoria. ' 

e) Que la longitud del iniciador sea entre 18 a 25 bases. 

f) La temperatura de fusión (TM) de cada Iniciador sea cercana entre sí (Innis y 

Gelfand, 1990). 

En el caso de bovinos se han evaluado diferentes técnicas de PCR; ya sea para 

diagnosticar enfermedades congénitas o para identificar características ligadas a la 

producción de proteínas en carne o leche. 

Para las reacciones de esta técnica, se requiere de pequeñas cantidades de DNA y 

de la enzima Taq- Polimerasa, la función de esta enzima es sintetizar los fragmentos 

correspondientes a los segmentos Identificados en la cadena de DNA en cuestión. 
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VENTAJAS DEL USO DE PCR 

La técnica de PCR amplifica regiones del ONA de cadena sencilla, utilizando un 

oligonucleótido como iniciador para la síntesis de una nueva cadena complementaria, 

esta cadena sencilla de ONA requerida como templado se produce por calentamiento 

a temperatura cercana al punto de ebullición. 

Se requiere de una pequeña sección de doble cadena para iniciar la síntesis de los 

fragmentos que se quiere amplificar y así dirigir la síntesis de una región específica. 

El número teórico de fragmentos es 2" en donde n = número de ciclos que 

comprende la reacción. Así, la producción de copias de las secuencias blanco es 

exponencial con respecto al número de ciclos. 

La PCR puede ser utilizada para la identificación del sexo de células embrionarias (p. 

ej. en el humano se utiliza la secuencia satélite OYZ1 de 3.5kb en donde se espera 

un fragmento de 149bp presente en el cromosoma "Y"). La amplificación 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 contaminación por ONA presente en amortiguadores, tubos, 

reactivos, enzimas etc., que se utilizan durante el proceso de amplificación 

(Handyside y KontO(lianni, 1991). 

Es un método de alguna manera "selectivo", ya que se amplifica una secuencia 

conocida a través de iniciadores u oligonucleótidos diseñados, de tal forma que 

reconocen el se9mento diagnóstico, permitiendo además ser utilizados 

posteriormente corno sondas moleculares para el estudio de estructuras 

cromosómicas y/o mapeo genético. Sin embargo, se ha reportado que los iniciadores 

pueden llegar a fallar y no producir ningún fragmento amplificado en los casos en que 
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se tienen organismos con disgenesia gonadal, es decir con desarrollo incompleto de 

las gónadas o con alteraciones en los órganos genitales (Berkovitz el al., 1992). 

El refinamiento de las técnicas para sexar embriones en animales domésticos, 

conducirá a que los resultados se obtengan en menos de 24 hrs y a un extendido uso 

de todos ó algunos de estos métodos (LI etal., 1988). 

La PCR también se utiliza en estudios de evolución molecular para determinar el 

grado de parentesco entre las especies y construir árboles filogenéticos como los 

que se hacen por métodos clásicos, asumiendo que las especies divergen de un 

ancestro común. Otro uso que se le ha dado es para· comparar secuencias 

nucleotidlcas entre especies y medir el grado de diferencia en medida de 

degeneración de secuencias (Matthews y Reed, 1992) o por lo contrario, la 

homologia de genes por comparación de los cambios en las secuencias de los 

mismos entre las especies utilizando DNA cromosómico ó DNA mitocondrial, debido 

a que su tasa de mutación es más alta y pueden medirse los cambios en periodos 

cortos de tiempo (Payen y Cotinot, 1993). 

La versatilidad de la PCR es enorme y su combinación con secuenciación es una 

poderosa herramienta para el análisis de genes. 
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111 JUSTIFICACiÓN 

Con base en la creciente demanda en la industria animal de desarrollar programas 

de producción más efectivos, dependiendo de los objetivos de cada granja, se han 

implementado procedimientos de inseminación artificial, de fertilización in vitro, de 

transferencia de embriones etc; sin embargo, el implementar programas de sexado 

con la finalidad de producir a gran escala s610 uno de los dos sexos; ya sea para la 

producción de leche o de carne, favorece las metas que se persiguen en la 

producción animal. 

La amplificación de secuencias presentes en el cromosoma "Y" para diagnosticar el 

sexo, puede ser empleada como estrategia de producción de animales domésticos, 

coadyuvando a la producción de crías de sexo predeterminado. 

Por lo tanto, el presente estudio está basado en la amplificación de secuencias de 

ADN específicas del cromosoma "Y" en Bos taurus, utilizando para ello, la técnica de 

reacción en cadE>na de la polimerasa (PCR) con pequeñas cantidades dE> ADN 

extraído de sangre periférica, con el fin de evaluar la sensibilidad de la técnica de 

amplificación; de tal manera que los resultados obtenidos sean un sostén a futuro 

para la técnica del sexado de embriones bovinos y fomentar la realización de un 

banco de embriones presexados en nuestro medio. 
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IV HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

HIPÓTESIS 

La utilización de diferentes concentraciones de DNA obtenida de sangre periférica de 

bovinos para la amplificación de secuencias únicas y altamente repetidas localizadas 

en el cromosoma "Y", permiten determinar la sensibilidad y la especificidad de la 

técnica de peR, para optimizar el diagnóstico del sexo. 

OBJETIVO 

Establecer las condiciones optimas y/o mínimas por la técnica de peR, para 

amplificar secuencias de DNA específicas del cromosoma "Y" de bovinos para 

determinar .. 1 sexo. 

OBJETIVO PARTICULAR 

Determinar la sensibilidad y especificidad de la amplificación, por peR, de 

secuencias tanto de copia única como de secuencias repetidas presentes en 

el cromosoma "Y" de Bos taurus, para determinar la cantidad mínima de DNA 

que se requiere para obtener resultados confiables en la identificación del 

sexo en embriones. 
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V MATERIAL Y MÉTODOS 

OBTENCiÓN DE DNA 

Para llevar a cabo los ensayos de PGR, se realizó la extracción de DNA (Apéndice 1) 

a partir de muestras de sangre periférica de Bos laurus de machos y hembras adultos. 

Las muestras fueron colectadas en tubos vacutainer con EDTA 0.5 M. La técnica de 

extracción de DNA empleada fue desarrollada de acuerdo con lo mencionado por 

Mamatis el al. (1989). 

Una vez extra ido el DNA, fue evaluada su integridad en un gel de agarosa al 1 % con 

Bromuro de Etidl,? (0.5flg/ml) observando los resultados en un transiluminador de luz 

u~ravioleta, con el fm de corroborar que el DNA extraido no se encontrara degradado 

por alguna DNasa, producto de contaminación. 

Finalmente en esle proceso, se tomó una alícuota de cada DNA purificado, para 

cuantificar su concentración con un fluorómetro modelo DyNA Quant 2000 de 

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

TÉCNICA DE PCR 

Se utilizaron inicl8ldores complementarios a las secuencias ZFY (Aasen y Medrana, 

1990) y BG1.2 (Leonard el al., 1987), 1.709 (Skowronski, et al., 1984), Bov97M (Miller 

y Koopman, 19[10) las cuales amplifican diferentes regiones específicas del 

cromosoma "Y" de bovinos. Los iniciadores fueron tomados del Genebank y 

sintetizados en Blolabs. 

En las amplificaciones con los iniciadores para BG 1.2, a manera de control positivo 

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

reacción no se hubiera llevado a cabo. 

Los resultados de la amplificación fueron evaluados en un gel de agarosa 

dependiendo del tamaño del fragmento esperado (Southern, 1975) al 2% ó 2.5 % 

conteniendo Bromuro de Etidio e iluminándolo bajo luz ultravioleta. 

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

adicionaba DNA a un ensayo de la mezcla de PCR. 

.CONDICIONES DE AMPLIFICACiÓN 

QUE SE EMPLIEARON 

10dos los ensayos de PCR fueron realizados con la ayuda de un termociclador 

E RICOM 11; en un volumen final 20 ~I, empleando para ello, tubos de 200~1 de 

capacidad. 

Para conocer las condiciones iniciales para amplificar cada fragmento, inicialmente 

se utilizaron las condiciones dadas por los autores Aasen y Medrana (1990); Leonard 

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

Posteriormente, se calculó la temperatura de fusión (TM) o temperatura de 

reasociación de cada iniciador, de acuerdo a la fórmula: 

TM=59.5 + 41 (%G+C) - 675/ n (Innis y Gelfand, 1990) 

Donde G Y e son variables independientes que corresponden a la proporción que 

guardan la guanina y citocina respectivamente en cada secuencia del iniciador. 
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Las constantes 59.5, 41 Y 675, son valores dados por Innls y Gelfand (1990). El valor 

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

Se implementaron protocolos de PCR en donde las variables eran. la temperatura de 

reasoclación, el tipo de buffer y la concentración de Taq- polimerasa, hasta encontrar 

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

Cada 20 .. ti de mezcla de PCR contenía: 0.2 mM de dNTP's (1X), 1U de Taq­

POlimerasa, amortiguador de PCR (la preparación de cada tipo de amortiguador se 

detalla en el apéndice 2), 0.2% de Triton X-100, 10 ¡.tM de cada iniCiador, BSA 

0.3mg/ml, DNA y cbp. 20 ¡.tI de H20 bidestilda estéril. 

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

Temperatura de Tipo de Concentración de T aq-

reasociaclón (OC) Amortiguador 
Polimerasa por cada No. de ciclos 

20J.l.1 de reacción 

50,55.60,65 e 0.01 U/"I 30y 40 
0.02 U/"I 

50,55,60,65 D 0.01 U/"I 30y 40 
0.02 U/"I 
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DESCRIPCiÓN 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 (Palmer el al., 1989), Posteriormente se 

nombró el gen corno "ZFY", debido a que codifica para una proteina con un dedo de 

zinc (Zinc Finger Protein) cuya función se desconoce Dicho gen de secuencia única, 

tiene una longitud de 447 pares de bases y se localiza en el brazo corto del 

cromosoma "Y" (page el al., 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 OC) Y 

Rev 5'-GCA CTT CTT TGG TAT CTG AGA AAG T-3' (TM= 49.3 OC) (Aasen y 

lVIedrano, 1990), 

Estos iniciadores amplifican por igual la secuencia homóloga que se encuentra en el 

cromosoma "X". 

Es necesario someter a digestión con la enzima de restricción PST -1 el fragmento 

obtenido de la amplificación, para distinguir el origen del fragmento obtenido, Esta 

enzima de restricción, 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 BC 1.2 (Leonard el al" 1987) cuya secuencia completa se detalla en el 

apéndice 3, corresponde a un fragmento de tipo satélite de 150 bp de longitud y tiene 

la secuencia: 

For 5' - ATC AGT GCA GGG ACC GAG ATG -3' (TM=61oC) y 

Rev 5'- AAG CAG CCG ATA AAC ACT CCT T-3'(TM=59°C), 
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I::sta secuencia debe su nombre a que fue clonado del plásmido pBC1.2 (Cotinot el 

al., 1980). 

Los iniciadores para el satélite 1.709 se utilizaron como control positivo ya que 

amplifica en ambos sexos. 

Aunque ésta no es una secuencIa específica de cromosomas sexuales, fue elegida 

como control interno, debido a' 

a) Que amplifica una región satélite fuera de los cromosomas sexuales. 

b) Es frecuente encontrar que la amplificación en los ensayos de PCR se altere 

cuando se agrega DNA a bajas concentraciones. 

c) Que su TM es cercano a los iniciadores empleados para el diagnóstico del sexo 

que se utilizan en este estudio. 

Este control positivo permite descartar los resultados falsos negativos del fragmento 

diagnóstico del cromosoma "Y". Esta secuencia esta diseñada para que siempre 

amplifique 

El satélite 1.709, es una secuencia repetida, cuya unidad de repetición tiene una 

longitud de 3.8Kb (apéndice No.3), es específica para bovinos y está localizada en 

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

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

For 5'-TTT ACC TTA GAA CAA ACC GAG GCA C -'3 (TM=61.5°C) 

Rev 5'-TAC GGA AAG GAA AGA TGA CCT GAC C -·3(TM=63.2OC) 

El nombre del satélite 1.709 proviene de su densidad de flotación en gradientes de 

cesio (Skowronski, 1984). 
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La secuancia Bov97M (Miller y Koopman, 1990, debe su nombre porque corresponde 

a una secuencia obtenida de una biblioteca genómica para obtener fragmentos 

especificas del cromosoma "Y" de ratones. La longitud de la secuencia que se 

obtuvo por PCR fue de 97bp, Esta secuencia al hlbridizarla con DNA de Bovinos de 

ambos sexos, se obtuvieron en Southern Blot bandas únicamente en las muestras de 

fenotipo macho, de tal manera que son consideradas como secuencias específicas 

para cromosoma "Y" de bovinos. 

1=1 fragmento de este iniciador tiene la secuencia: 

For 5', CCT-ACC-TAA-TAG-ATT-CCA-GCT-G,3' (TM~ 59°C) 

Rev 5',CTG-TCT-CTG-AAA-CAG-ATG-AGC-TG,3' (TM~ 63°C) 

METODOLOGíA UTILIZADA 

Una vez cuantificado el DNA, se hicieron los cálculos correspondientes para preparar 

dilusiones stock de 50 a 100 ng de DNA de cada sexo, Posteriormente, se realizaron 

los ensayos de estandarización de la técnica de amplificación para cada iniciador 

(ZFY y BC1.2), tomando en cuenta las variables del cuadro 2 y adicionando 100 ng 

de DNA en cada tubo con su respectiva repetición para cada sexo. 

Una vez obtenidas las mejores condiciones de amplificación, se evaluó la 

especificidad de la PCR, para lo cual se realizaron ensayos en gradiente de 

concentración de DNA en ambos sexos, variando la cantidad de enzima agregada a 

las reacciones, la concentración de iniciadores ( ZFY y BC 1.2) y el número de ciclos, 

En estos ensayos fue necesaria la utilización del iniciador 1,709 corno control positivo 

de las reacciones de PCR en cada reacción, debido a que se añadieron 
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concentlaciones menores a 10 ng de DNA además de que este iniciador reconoce 

una región satélite presente en ambos sexos. Esto nos permitió comprobar cuando 

los Iniciadores especificas del sexo fallaron en una reacción. 

El gradiente de concentración de DNA en los ensayos de PCR corresponde a un 

número teórico de células presentes en la muestra, el cuadro 3 muestra las 

concentraciones que se prepararon para realizar las amplificaciones 

correspondientes 

Cuadro 3. Relación lineal de concentración 

de DNA y número de células. 

[O NA J Equivalente en células 

(ng) 

100 1.6 x 10 

50 8.3x10 2 

10 1666 

5 833 

1 166 

0.5 83 

0.1 16 

0.05 8 

0.025 4 

0.012 2 
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VI RESULTADOS y DISCUSiÓN 

Una vez extraído el DNA de las muestras de sangre de Eas taurus de ambos sexos, se 

verificó su integridad en un gel de agarosa al 1 %. Aquellas muestras con mayor 

integridad fueron cuantificadas y utilizadas para su posterior análisis de PCR 

REACCIONIES DE ESTANDARIZACiÓN Y SENSIBILIDAD 

DE PCR AMPLIFICANDO ZFY/X, 

Los ensayos de estandarización de PCR para el iniciador de secuencia única ZFY/X, se 

realizaron en ambos sexos, encontrando que las mejores condiciones en el 

termociclador en las que se obtuvieron resultados, fueron: 

A H4 oC 1 :30 mino se!Juido 40 ciclos de 

1) 52°C por 25 segs., 

2) 72°C por 30 segs y 

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

La mezcla contenía: 2¡.t1 de amortíguador 10X para PCR típo "C" (20 mM MgCI2, KCI 

500mM; Trís- HCI ph 8.3 100 mM; gelatína 10 ¡.tg/ml ), 2¡.t1 de deoxinucleótidos (dATP, 

dCTP, dGTP, dTIP), 2mM cada uno, 1 ¡.tI de iniciadores For y Rev (10 mM cada uno), 

Hi ¡.tI de Albúmina Sérica Bovina (BSA), (3 mg/ml), 1.0 ¡.tI de Tritón X100 al 2%, 0.25 ¡.tI 

de enzima Taq- Polirnerasa (5U/¡.tI).y cpb. 20 ¡.tI de H20 didestílada y estéril (Figura 1), a 

pesar de que el TM teórico de esta secuencia oscila entre 50.94 y 49.3 oC. 

A medida que la temperatura de reasociación se eleva la especificidad de la reacción 

aumenta; sin embatrgo, a temperaturas superiores a 52 oC forman barridos de 

amplificación inespecifica. 
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Figura 1. Estandarización para la amplificación del fragmento ZFY 

Gel de agarosa al 2.5% teñido con bromuro de etidlo en TBE 1X Se observa 
la amplificación del fragmento de -1t15bp durante 40 ciclos, utilizando 10, 20 Y 
40 n9 de DNA de macho y hembra El marcador molecular empleado es PBR 
322 cortado con MSP-1 La Intensidad de las bandas corresponde a la 
concentración de DNA de cada carril El ensayo blanco no contiene DNA 
haciendo la función de muestra control negativo. 

Para corroborar que el fragmento amplificado corresponde al ZFY, se sometió a 

digestión 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 homólogo 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 (445bp), debido a que presentan dos cromosomas "X", la enzima PST-1 no 

reconoce sitio de corte, esto es que en las muestras donde se amplificó 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 restricción PST-1 pero que sirve como control positivo de la reacción de 

PCR (figura 2). 

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

Separación en gel de agarosa al 2.5% con bromuro de etidio, de los 
fragmentos obtenidos al digerir 5 ng con PST-1 a 37°C, el producto de I 
amplificación con el iniciador ZFY El carril 6 es un control positivo con ONA 
del lago Lambda. El marcador molecular utilizado es PBR322 digerido ca 
PST-1 

Cabe mencionar, que de los 20f!1 de la reacción de PCR (donde puede haber algo de 

evaporación), 10f!1 se cargaron en el gel de la figura 1 y el volumen restante en el gel de 

la fi!lUra 2. 

Una vez encontradas las condiciones óptimas de amplificación con la utilización de los 

iniciadores ZFY y corroborar que el fragmento correspondia al esperado, se procedió a 

realizar los ensayos de sensibilidad de la peR, adicionando diferentes concentraciones 

de DNA (50, 10, 5, 1, 0.5, 0.1, 0.05 Y 0.025 ng) para determinar la concentración 
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mínima a la cual se obtiene amplificación, encontrando amplificación del fragmento ZFY 

desde una concentración de 50 a 5 ng, ulllizando las condiciones encontradas al 

estandarizar la PCR para amplificar el segmento ZFY/X (Fig 3). Estas concentraciones 

de DNA a las que se encontró amplificación, equivalen a una sensibilidad de 833 

células aproximadamente 

Figura 3. Sensibilidad al Amplificar el Fragmento ZFY/X 

Evaluación de diferentes concentraciones de DNA de Bos taurus de 
macho por duplicado, bajo condiciones de PCR (Reacción en Cadena de 
la Polimerasa) estandarizadas, utilizando PBR 322 cortado con MSP-1 
como marcador molecular y corrido en un gel de agarosa al 2.5% teñido 
con bromuro de etidia. 

La amplificación de ZFY forman un barrido de fragmentos de diferentes tamaños a partir 

de las reacciones realizadas con O 5 ng hasta 0.12 ng de DNA, probablemente debido a 

que los iniciadores se polimerizan in específicamente. 

30 



REACCIONES DE ESTANDARIZACiÓN Y SENSIBILIDAD 

DE PCR AMPLIFICANDO BC1.2 

Los ensayos de estandarización 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 amplificación, encontrando que las mejores condiciones en el termociclador fueron: 

A 94 oC 1 :30 mino seguido 40 ciclos de 

1) 58°C por 25 segs., 

2) 72°C por 30 segs y 

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

La mezcla contenía por cada 20 ftl 

2ftl de deoxinucleótidos (dATP, dCTP, dGTP, dTIP), 2mM cada uno, 1 ftl de iniciadores 

For y Rev (10 mM cada uno), 1.5 ftl de BSA (3 mg/ml), 1.0 ftl de Tritón X1 00 al 2%, 0.25 

ftl de enzima Taq- Polimerasa (5U/ftl).y cpb. 20 ftl de H,O didestilada y esténl (Figura 

4), encontrando amplificación del fragmento BC1.2 en mezclas con dos diferentes tipos 

de amortiguador, aún cuando el TM calculado para esta secuencia oscila entre 49.3 y 

50.94 oC. Cabe mencionar que al duplicado del ensayo en el que se empleó 

amortiguador de PCR tipo "D", se evaporó en un 50% al finalizar los 40 ciclos 

posiblemente debido a un mal sellado de la tapa del tubo respectivo. aún así se observa 

unal banda discreta de amplificación en ese carril. 
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Figura 4. Estandarización para la amplificación del fragmento Be 1.2 

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

ParalelamentEl a Elste ensayo, se estandarizaron las condiciones para amplificar 

el fragmento 1.709 utilizando DNA de ambos sexos para utilizarlo a manera de control 

positivo bajo las mismas condiciones y al mismo tiempo, en el ensayo de sensibilidad 

del iniciador BC1.2, encontrando que las condiciones de amplificación coinciden. La 

figura 5, muestra que en un duplicado de las amplificaciones con buffer "C" 

correspondiente a hembra, se evaporó en un 80%, es por eso que no se observa el 

fragmento amplificaclo en ese carril. 
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Fi!]ura 5. Estandarización para la amplificación 

del fragmento 1.709. 

Sepslración en gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de 
etidio de los fragmentos BC1.2 y 1.709, producto de la PCR de 
50ng de AON 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 lADN cortado 
con BSTE. 

I_as reacciones de sensibilidad del fragmento BC1.2, se llevaron a cabo en 

diluciones de 10, S, 1, 0.5, 0.1, 0.05, 0.025 Y 0.012ng., encontrando amplificación 

en todas las Goncentraciones probadas, utilizando las condiciones de 

.~standarización paICa amplificar el segmento BC1.2 (Fig. 6). 

Por su parte, Cotinot, el al (1991), llevan a cabo este ensayo de manera similar 

pero añadiendo diferentes cantidades de células obtenidas por biopsias de 

embriones cuya sensibilidad minima fué de dos células. 
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Figura 1,. Sensibilidad al Amplificar el Fragmento BC1.2 

Gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio que muestra 
la separación de los fragmentos BC1.2 (150bp) y 1.709 (580bp), 
producto de la PCR de diferentes concentraciones ONA de 
ambos sexos realizados bajo las condiciones estándar 
encontradas 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 resultados obtenidos por Cotinot, 

el al (1991) pero a partir de la amplificación de DNA de células somáticas. 

En ninguno de los ensayos realizados se le añadió aceite mineral a la mezcla de peRo 

Las concentraciones de DNA a las que se encontró amplificación 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 erróneos debidos a contaminación de material utilizado, reactivos, etc. 

ESTANDARIZACiÓN DE LAS SECUENCIAS 
Bov 97M, 

Basándose en los valores teóricos del TM de cada una de estas secuencias, se 

buscaron las condiciones de amplificación para estandarizar los ensayos de PCR, 

encontrando que la secuencia única Bov97M de 97 bp citada por Miller y Koopman 

(1990), amplifica en las siguientes condiciones: 

A 94 oC 1 :30 mino seguido 30 ciclos de 

1) t;OOC por 25 segs., 

2) 2) 72°C por 30 seg'S y 

3) 94 oC por 30 segs. Y finalmente 3 mino a 12°C 

La mezcla contenia: 

2ft! de amortiguador 10X para PCR tipo "C" (20 mM MgCI2 , KCI 500mM; Tris- HCI ph 8.3 

100 mM; gelatina 10 ¡.tg/ml ), 2fll de deoxinucleótidos (dATP, deTP, dGTP, dTTP), 

2mM cada uno, 1 ¡.tI de iniciadores For y Rev (10 mM cada uno), 1.5 ¡.tI de Albúmina 

Sérica Bovina (BSA), (3 mg/ml), 1.0 ¡.tI de Tritón X100 al 2%, 0.25 ¡.tI de enzima Taq­

Polirnerasa (5U/¡.tI).y cpb. 20 ¡.tI de H20 estéril didestilada. 

Esta secuencia, amplifica indistintamente añadiendo amortiguador tipo "C o O" a la 

mezcal de PCR, ya que los resultados obtenidos de este ensayo, no indican diferencias 

entre si como lo indica la figura 7, en donde se utilizaron diferentes muestras de DNA 

de macho únicamente por ser un estudio piloto para conocer las condiciones estándar. 
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Figura 7. Estandarización para la amplificación del fragmento Bov97M 

Gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio separando el 

fragmento Bov97M de 97bp a partir de 50 ng de DNA de macho. Se 

añadió como un control positivo el Iniciador 1 709. 
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ANÁLIISIS DE DETERMINACiÓN DEL SEXO 

Finalmente, para certificar que los ensayos de especificidad eran adecuados, se llevó a 

cabo una PCR utilizando 20 muestras de sangre periférica de bovinos adultos, donde 

solo se conocían sus características fenotípicas, para esto, se utilizó el iniciador más 

sensible que fue el BC1.2 junto can el 1.709 como control positivo y una muestra control 

ne!lativo sin DNA para diagnosticar el sexo en las condiciones estándar encontradas 

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

genotípicamente la relación fenotipo-genotipo de cada muestra. 

Independientemente de las cuatro muestras que se evaporaron por fallas en las tapas 

de los tubos que contenían la mezcla de PCR y DNA, los resultados obtenidos fueron 

acortados en un 100'Yo. 
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Figura 8. Ensayo para determinar el sexo 

Gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etldlo que muestra la 
separación 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 condiciones estándar encontradas para la secuencia BC1.2 durante 40 
ciclos. El marcador de peso molecular empleado es PBR 322 cortado con 
MSP-1. Los carriles donde no se observa amplificacIón de ningún 
fragmento es debido a que la muestra se evaporó. 

La presencia del fragmento que proviene de la amplificación del iniciador 1.709, indicó 

que la reacción se llevó a cabo; mientras que en aquellos carriles donde no se observa 

amplificación con nin¡lÚn iniciador, indican que el volumen final de la mezcla de peR, 

no fue suficiente por haber sufrido evaporación al cabo de los 40 ciclos. Las 

características de las muestras analizadas, se encuentran en el cuadro 4. 
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Cuadro 4.Caraclleristicas de las muestras para diagnóstico y resultados 

~,rril Fenotipo Genotipo 

1 Marcador Molecular PBR 322 
r- :2 Macho Macho 
1---:3 Macho Macho 

4 Hembra Hembra 
¡----

5 Macho Macho 

6 Macho Macho 

f---7 Hembra Hembra 

8 Hembra Hembra 

9 Macho Evaporada 

~O Macho Evaporada 

'-----;11 Hembra Hembra 

'12 Hembra Hembra 

'13 Marcador Molecular PBR 322 

-------e¡ 4 Macho Macho 

'15 Hembra Hembra 

'16 Hembra Hembra 

'17 Macho Macho 

18 Macho Evaporada 

r----i9 Macho Evaporada 

:20 Macho Macho 

,21 Blanco sin ADN 

No se conocía la integridad del ADN asi como su concentración 
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VII. CONCLUSIONES 

Se estandarizaron las condiciones para amplificar las secuencias ZFY/X (Aasen y 

Medrana. 1990). BC1.2 (Leonard. 1987), 1.709 (Skowronski, 1984) y Bov97M 

(Miller y Koopman, 1990) en muestras de Eas taurus. 

Además, a los iniciadores ZFY/X y BC1.2 se les sometió a análisis de PCR en 

gradiente de concentración de ADN para conocer la sensibilidad de cada uno 

encontrando, que· existe diferencia en la sensibilidad de la PCR, entre la 

amplifIcación de un fragmento de origen único con respecto de otro de origen 

satélite; es decir, mientras el Iniciador ZFY amplifica visiblemente en gel de 

agarosa hasta una concentración de 5 ng, el inicIador BC 1.2 amplifica con la 

misma técnica, hasta una concentración mínima de 12 pg., debido a que el 

producto de PCR que se obtiene de la amplificación de una secuencia única no es 

suficiente para verse en un gel de agarosa a diferencia del producto de 

amplificación que 'se obtiene de un fragmento satélite 

Por otra parte, se encontraron las condiciones estándar para los iniciadores de 

Bov97M, cuyas secuencias se amplifican con 50ng de ADN de Eas taurus; sin 

embargo, se sugime seguir el estudio de estas secuencias de tal manera que se 

pueda lograr una mayor sensibilidad y especificidad. 

La combinación de los iniciadores que amplifican secuencias satélites (BC 1.2 y 

1.709), hacen de la técnica de PCR, una técnica confiable por su sensibilidad 

capaz de determinar el sexo a partir del ADN contenido en dos células y 

aprovechar estos resultados a futuro con fines de diagnóstico 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 podrían ser de gran apoyo para la determinación del 
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sexo de bovinos a nivel embrionario antes de que sean transferidos; además la 

confiabilidad que se tenga del sexo del embrión para que llegue a buen término su 

gestación de acuerdo al interés que se tenga en la producción ganadera (leche, 

carne o doble propósito). 

41 



BIBLlOGRAFIA 

1 Aasen E, Medrana J F, 1990. Amplillcation 01 the ZFY and ZFX genes lor sex 

identilication in humans, cattle, sheep and goats. Biolthechnology vol 8 1279-1281. 

2. Amann R.P., 1980. Treatment of sperm to predetermine sexo Theriogenology vol 31 

(1) 243-253 

3. Avvisati G, Lo Coco F; Diveno O; Falda M; Ferrara F; Lazzarino M; Russo O; Petti 

MC; Mandelli F Aida, 1996. (AII-trans retlnoic acid + idarubicin) in newly diagnosed 

acute promyelocytic leukemia: a Gruppo Italiano MalaUle Ematologlche Maligne 

dell'Adulto (GIMEMA) pilot study. Blood 88: 1390-8. 

4. Bennett D., Boys" E A, Lyon M.F., Mathieson B.J., Scheid M., Yanagisawa K., 1975. 

Posslble role lor H-Y antigen in the pnmary determination 01 sexo Nature 257 

(18):235-238. 

5. Berkovltz G D., Tecnhner P.Y., Marcantonio S.M., Bland G., Stetten G., Goodlellow 

P.N., Smith K.O., Migeon C.J.1992. The role 01 the sex determining region of the Y­

Chromosome (SRY) In the etiology 01 46 XX true hermaphoditism. HUl, '- Genet 88: 

411-416. 

6. BeUeridge K.J., 1989. Livestock embryo sexing: Past, present and future. In' Wachel. 

S.S. (ed.) Evolutionary Mechanisms in Sex determination. CRC Press, Inc., Boca 

Raton, 279-289. 

7. Bondioll K R., Ellis S.B., Pryor J.H., Willlams M W. and Harpold M.M ,1989. the use 

of male-specific chromosomal dna fragments to determine the sex 01 bovine 

preimplantation embryos. Theriogenology 31 (1): 95-105. 

42 



8. Booman P., Kruljt L., Veerhuis, Hengst A.M., Tieman M. and Ruch F.E., 1989 

Sexing bovine embryos with monodonal antibodies agalnst the H-Y antigen. 

Llvestock Production Science, 23 (1-2):1-16. 

9. Cazenave J; Foree,tier F; Bessieres MH; Broussin B; Begueret J., 1992. Contribution 

01 a new PCR assay to the prenatal diagnosis 01 congenital toxoplasmosis Prenat 

Diagn 12.119-27. 

10.Chiu CH and Ou J T., 1996. Rapid identilication 01 Salmonella serovars in leces by 

specillc detection of virulence genes, invA and spvC, by an enrichment broth eulture­

multiplex PCR eombination assay. J Clin Mierobiol34: 2619-22. 

11.Colinot C., Kirszenbaum M., Leonard M., GianqUlnto L. and Valman M., 1991. 

Isolation 01 bovine Y-derived sequence. Potential use in embryo sexing. Genomics 10 

(:1): 646-653. 

12.Di Berardino D., Lloi M.B., Capuano F" lannuzzl L., Burguete l., Matasoino D., 1985. 

Cytogenetie analysls 01 embryos. In: Smilh C., King V.w., and Mc Kay J.C.(eds) 

Exploting New T echniques in Animal Breeding: Genetic Developmenls Oxford 

SClence Publieations, New York. 1-12. 

13.Elbreeht A. and Lazier C.B., 1984. Hybridizalion 01 DNA to RNA in methylmereurie 

hidroxide agarose gels. J. Biochem Methods. 9(3): 215-220. 

14. Elbreeht A. and Smilh, R.G., 1992. Aromatase Enzime Aetivity and Sex 

Determination in Chiekens. Seienee 255: 467-470. 

15. fonnis S. and Gallagher T.F., 1994. A PCR-based sex-determination assay In cattle 

based on the bovina amelogenine locus. Anim. Genet; 25:425-427. 

43 



16. Fechner H; Kurg 1\; Geue L; Blankenstein P, Mewes G, Ebner D; Beier D , 1996 

Evaluation 01 polymerase chain reactlon (PCR) applicalion in diagnosis 01 bovine 

leukaemia virus (BLV) inleclion in nalurally inlected caUle. Zentralbl Veterinarmed [B] 

43.621-30. 

17 Griffin J.K and Blecher S.R, 1994. Extracellular matrix abnormalities in teslis and 

epididymis 01 XXSxr ("sex reversed") mice. Mol. Reprod.Dev .. 38 (1): 1-8 

18. Goldberg E. H., 1988. H-Y anligen and sex determination. Phil. Trans. R. Soco Lond 

El. 322, 73-81 

19. Handyside AH, F'enketh R.J.A., Winslon R.M.L., Pattinson J.K., Delhanty J.DA, 

Tuddenham E G.o., 1989. Biopsy 01 human prelmplantalion embryos and sexing by 

DNA amplillcalion. The Lancet 18: 347-349. 

20. Handyside A.H., Konlogianni E H., Hardy K. And Wins!on RM.L., 1990. Pregnancles 

lrom biopsed human prelmplantation embryos sexed by Y-specilic DNA amplilication. 

Nature 344 (19): 768-770. 

21. Handyside I\.H. and Kontogianni E. H., 1991. DNA Amplilication 01 Y-Specilic repeat 

sequences lor sexing prelmplantation human embryos.ln Preimplantation Genetics. 

l'lenium Press. New York. 

22. Halverson J.L. and Dvorak J., 1993.Gene!ic Control 01 Sex De!ermina!ion in Birds 

and !he Poten!ial lor its manipulation.Poultry Science 72 (5) 890-896. 

23. Hare W.C.o., D. lV1itchel K.J., BeUeridge M.D., Eaglesome & G.C.B. Randall, 1976 

Sexlng Two-week old bovine embryos by chromosomal analysis prior lo surgical 

lransler: Prellminaly melhods & resul!s. Theriogenology vol 5:(5) 243-253. 

44 



24. Hu KQ; Yu CH; Lee S; Villamil F G.; Vierling J.M., 1995. Simultaneous detec!ion 01 

both hepatitis B virus DNA and hepatitis C virus RNA using a eombined one-step 

polymerase ehain reaetion teehnique. Hepalology 21: 901-907. 

25.lannuzzi L and Pia Di Melo G. 1995. Chromosomal evolullon in bovids: a eomparison 

01 eallle, sheep and goal G- and R-banded Chroomosomes and eylogenetie 

divergenees among eattle, goal and river buffalo sex ehromosomes. Chromosome 

Researeh 3, 291-29'9. 

26.lnnis MA and Gelland D.H., 1990. Opllmizalion 01 PCRs Inn PCR Proloeols: A 

guide lo Melhods and Appliealions Cap. 1 Aeademis Press Ine USA 

27 Josl A., 1970. Hormonal laelor in lhe sex differenlialion 01 lhe mammalian ¡etus. 

Philos. Trans R Soc;o Lon. B. Biol. Sei. 259 (828) 119-130. 

28.Kanavakis E., Traeger-Synodinos J., Vrettou C., Maragoudaki E., Tzelis M and 

Kallamis C., 1997. Prenatal diagnosis 01 lhe lhalassaemia syndromes by rapid DNA 

analy1ieal melhods Mol Hum Reprod 3: 523-8 

29.Kibbelaar RE.Leenheers-Binnendijk C.F., Spaandr P.J., Kluin P.M. 1992. Biopsy 

speeimen identiliealion by deleelion 01 sex ehromosomes: appliealion 01 in silu 

hybridization. J. Clin. Palhol. 45 (2) 149-150. 

30. King W. A., 1984. Sexlng embryos by eilologieal melhods. Theriogenology 5:243-

253. 

31.Li H.H., Gyllenslen U.B., Cui X.F., Saikay R K., Erlieh HA, Arnheim N. 1988. 

Ampliliealion and analysis 01 DNA sequenees in single human sperm and dipliod 

eells. Nature335 (6189): 414-7. 

45 



32. Leonard M., Ktrszembaum M., Cotinot C., Chesne P., Heyman Y., Stlnnakre M.G , 

Bishop C., Delouis C., Vaiman M., and Fellous M. 1987. Sexing bovine embyos using 

Y-chromosome specilic DNA probe. Theriogenology 27. 248. 

33 Manlatis, T., Fritsch, E F. and Sambrook, J., 1989 Molecular Cloning: A laboratory 

manual, Cold Sprin!l Harbor Laboratory, New York. 

34 Marshall Graves ,J.A and Schmidt M.M., 1992. Mammalian sex chromosomes: 

design or accident?o Curro Op. In Genetics and Development 2: 890-901. 

35. Martin, R, 1991. Chromosomal Analysis 01 human Spermatozoa. In. Preimplantalion 

Cenetics. Plenium Press. New York. 

36.Matthews M.,E., alnd Reed K.C., 1992. Sequences lrom a lamily 01 Bovidae Y­

Chromosome repeats. Genomics 13,1267-1273. 

37. Miller J R. and Koopman M., 1990. Isolation and characlerization 01 two male specilic 

DNA Iragments lrom the bovine gene. Animal Genetics 21,77-82. 

3S.0hno, S., 1971 Slmplicity 01 Mammalian Regulatory Systems Inlerred by Single 

Determinalion 01 Sex Phenotypes. Nature 324 (19) 134-137. 

39.f'age, D. C., Moster, R., Simpson, E. M., Fisher E. M., Mardon, G., Pollack, J.,Mc. 

(;illuray, B de la Chapelle, A and Brown, L.G., 19S7. The sex determinig region 01 

the human Y-Chrornosome encodes a linger protein. Ce1l51: 1091-1104. 

40.f'almer M.S., Sinclair AH., Berta P., Ellis NA, Goodfellow P.N., Abbas N.E. and 

Fellows M., 19S9. Genetic evidence that ZFY is nol testis-determining lactor. Nature. 

342 (21)' 937-939. 

46 



41.Payen E.J. and Colino! C.Y., 1993. Comparalive HMG-box sequences 01 lhe SHY 

gene between sheep, cattle and goats. Nuleic Acid Res. 21 : (11) 2772. 

42. Perego RA., Mamnco P., Blanchi C., Cairoli R., Urbano M., Nosari AM., Muti G, 

Morra E., Del Monte U., 1996. PMURARalpha transcripts monitored by polymerase 

chain reaction in acute promyelocytic leukemia during complete remission, relapse 

and after bone marrow transplanlation Leukemia 10' 207-212 . 

43.Popescu C.P., Colinol C., Boscher J., Kirzenbaum M., 1988. Crhromosomal 

localization of a bovine male spacific probe. Ann Génét.. 31.(1): 39-42. 

44. Hojas F.J., Garner C.B.S., Schiewe M., Asch H.H., Balmaceda J.P., Moretti-Rojas l., 

1995. Enzymatic amplilicalion 01 specilic deoxyribonucleic acid sequences lrom 

single cells: evaluation 01 a simplilied and rapid method lor use in preimplanl'ation 

genetic diagnosis. Fertility and Sterility 64 (2): 255-260. 

45.Schr6der A., Miller J.R., Thomsen P.D., Roschlau K., Avery B., Poulsen P.H., 

Schmidt M. and Schwerin M., 1990. Sex determlnation of bovine embryos using the 

polimerase chaln reaction. Animal Biotechnology, 1 (2): 121-133. 

46.Skowronski J, Plucienniczak A. Bednarek A, Jaworski J., 1984. Bovine 1.709 

satellite. Recombination hotspots and dispersed repeated sequences. J Mol Biol aug 

1:,;177(3): 399-416. 

47.Southern E.M .. 19075. Detection 01 specilic sequences among DNA fragments 

separated by Y-specilic DNA Iragments separated by gel electrophoresis. J. Mol. Biol. 

98: 503-517. 

48. Vliet van HA, Verrinder GAM., and Walton J.S., 1989. Livestock embryo sexing: A 

review 01 curren! methods, with emphasis on y-specilic DNA probes. Theriogenology 

32 (3)' 421-439. 

47 



49 Whlte K.L, Andmson G.B., BanDuran! R.H., Danahue S. And Pashen R.L., 1987. 

Viability al blseeted bovine embryos after deteetion 01 H-Y antlgen. Theriogenolagy 

27 (1) 293 

50. White K.L., Lincler G.M., Anderson G.B., BonDurant R.H., 1983. Cytolitie and 

Iloureseent detec!ion 01 H-Y anligen on preimplantalion mouse embryos. 

Theriogenology 11):701. 

51.Williams T.J., 1986. A leehnique for sexing mouse embryos by a visual colometric 

assay 01 the X-linked enzime, glucose 6-phosphate dehydrogenasa. Theriogenology 

25.733-739. 

52 Zalis MG., Ferreira-da-Cruz MF., Ballhazar-Guedes HC., Banie DM., Alecrim W., 

Souza JM , Druilhe P., Daniel-Ribeiro CT., 1996. Malaria diagnosis: slandardization 

01 a polymerase c:hain reaction lor Ihe deteclion of Plasmodium lalciparum parasites 

in individuals with low-grade parasitemla Parasitol Res 82: 612-616. 

48 



APÉNDICE 1 

Purificación de AON (incluyendo mitocondrial) a partir de Sangre 

2- mi de sangre se mezclan con 3- mi de ddH20 

Centrifugar a 3000 g/lO minutos, 4°C 
Resuspender la pastilla en 1- mi de 200 mM NaCI, 25 mM EDTA, 0.5% SOS 
Se agrega ARNasa (1 0- ~g/ml) se incuba a 37°C durante una hora. 
Posteriormente se agrega Proteinasa K (50·· ~g/ml) y se incuba durante 2 hrs a 50°C, y 

1 hra a 65aC. 
Agregar 0.360 mi de !;M de NaCI [2M final], Agitar por 15 segundos. 
Centrifugar 3000 rpm 10-15 mino 
Se recupera el sobrenadante y se agrega un volumen de isopropanol 
Se recupera el AON, se seca y suspende en ddH20 y cuantifica 

Miinipreparación de AON a partir de Sangre 

A 500 fll de sangre se le agrega 1 mi de ddH20 

Centrifugar por 5 mino 4°C 
Resuspender la pastilla en 500 ¡.tI de 200 mM NaCI, 25 mM EOTA, 0.5% SOS. 
Se agrega ARNasa (1 0-20 ~g/ml) se Incuba a 37°C durante una hora. 
Posteriormente se agrega Proteinasa K (50- 100 ~g/ml) y se incuba durante 2 hrs a 

50°C, y 1 hra a 65aC. 
Agregar 180 fll de 5M de NaCI [2M final], Agitar por 15 segundos. 
Centrifugar por 5 mino 4°C 
Se recupera el sobrenadante y se agrega un volumen de isopropanol 
Se recupera el ADN, se seca y suspende en ddH20 y cuan!Jfica 

Preparar: 

1.- ;WO mM NaCI, 25 mM EDTA, 0.5% SOS 
2.- NaCI5M 
3.-RNasa (100 mg/ml) 
4.-Proteinasa K (50 mg/ml) 
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APÉNDICE 2 

Condiciones de trabajo de PCR. 

Los Buffers 1X PCR utilizados contienen. 

10 mM Tris-He!., pH 8 4; 50 mM Kel; 10 ~g/ml gelatina y Mgel,a. 

Buffer "A" "B" "e" "D" 

[mM Mgel,] 05 1.0 1.5 20 

El Buffer regular más comunmente usado es el "e". 
Preparación de Buffer 10X PCR (5ml). 

Buffer "A" "8" "e" 
[mM Mgel2J en 1X 0.5 1.0 15 

1 M Mgel2 25 ~I 50~ I 75~ I 

1 M Tris Hel pH 8.4 500~ I 500;,1 500~ I 

1 M Kel 2.5 mi 2.5ml 2.5ml 

20 mg/ml gelalt1na 25 ~ I 25~ I 25~ I 

H,O 1.95 mi 1.92 mi 1.85 mi 

"D" 

20 

100~ I 

500~ I 

2.5 mi 

25~ I 

1.8 mi 

Las reacciones estandard de PCR son realizadas en un volúmen de 10 M I conteniendo: 

1X Buffer 

1 pmoleJ¡J. I de cada primer 

0.2mM dNTP 

0.5 U Taq 

25-100 n9 DNA genómlco 

Las reacciones de PCR se prepraran poniendo junto: 

[solución slck] Volúmen 10lal10 ~ I Rx 

10XpeR Buffer 1~ I 

10 11M de cada primer 1 ~l I 

2 OmM dNTP 1~ I 

5 U/IlI Taq- pollmerasa 

25 ng/f.ll DNA genómico 

H20 cbp. 

0.1~ I 

Slla reacción de PCR no funciona, se recomienda tratar diferentes condiciones de prueba. 
Básicamente se cambiarían dos cosas: la temperatura de reasociaclón y el tipo de buffer. En 
general, se aumenta o reduce el rigor de la reacción de PCR, incrementando o reduciendo la 
temperatura y/o la concentración de MgCb. 

A mayor temperatura de reasoclaclón, mayor el rigor de la reacción de PCR. A mayor 
concentración de MgCI2, menor el ngor de la reacción de PCR 
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10 

ATAATCACAT 

61 ACTG'fGGGAA 

121 AAAAAGGAGC 

181 GGTTA1"l'lIAA 

241 AGTGTGGTAA 

301 GAGAGAAl\CC 

361 AGACGCATGT 

421 TGACTTTCTC 

APÉNDICE 3 

Gen ZFY Eas taurus 
Secuencia escrita en dirección 5' -> 3' 

(Guido, el al., 1992) 

20 30 40 50 

GGAGAGCCAC AAGCT'I'ACC GCAAGTCAGA GMGGCCATC 

GCATTTCTCC CA'rGCTGGGG CTTTGTTCAC 'l'CACAAAATG 

CAGCAAAATG CATAAATGTA AATTCTGTGA GTATGAGACA 

TCGCCACCTT 'l'TGGCAGTCC ACAGCAAGM CTTTCCCCAT 

AGGTTTTCGT CACCCATCAG AGCTCAAAAA GCACATGCGA 

GTACCAA'l'GC CAGTACTGCG AATATAGGTC T8CAGACTCT 

GAAAACTAAG CA'I'AG'l'AAAG AAATG'l'CTTT CAAGTGTGAC 

AGATACCAAA GAAGTGC 

60 

GAATGTGATG 

TCACAAAATG 

GCTGAACAAG 

ATATGTGTAG 

ATCCAT1'Cl'c..; 

TCTAATT'l'GA 

ATTTGTCTTC 

La región marcada en negritas corresponde al sitio de reconocimiento de los 
iniciadores empleados en el presente estudio. 
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Secuencia 1.709 de 80S Taurus 

10 20 30 40 50 60 
• 

AAGCTTGTGl\. CAGATAGAAC GATA'l'AGCAA TTTTTACCTT AGAACAAACC GAGGCACTAT 

70 80 90 100 110 120 
• • * • 

GAACATTTl'G TGCTTCATGT TGATGACrCT TAGACATGTC TACAGTAGAG GAGCAAAAAC 

130 140 150 160 170 180 
• * • 

AAAACTACTA GATATTTCAT ATTGACTAGT reCCAGTTeA CGGGACTCTG ACATTCCCTG 

190 200 210 220 230 240 

* * 
AGGTCCAAGT TT1'CTTG1'AT TGGAAGCAGT TGGGGTTGCA AGGGCTGCCT TGTCTTGl\GA 

250 260 270 280 290 300 
• * • * 

CCATTGAA<'l.T AlI.GAACTCAG AACTTGAGCA CTATTATCAA AAATCACAAG GCTCACACTG 

310 320 330 340 350 360 

* * * 
ACACAGACAT CAATCCAGAC AGACAAGACA AGACATCTTC CAGTTTTCCG CCTGAGATGG 

370 380 390 400 410 420 
* * * * 

AAAAGATrTC TTTGAGCCGT TTTTTC1'GGG GAGTGGGGGG TGGGGCTGGC GGCCAGGCAG 

430 440 450 460 470 480 
* * 

GCTTTGGGAA GGAGCTCAGG GTT1'GGAATT GCATATGAAA AGAACCAGCT TTCCGGGTTC 

490 500 510 520 530 540 
• * • 

CAAGGAATCA AGTT'rCCT'rG GAAACCAACT TTGTCCGGTT CTGTAGAATA TCATGGCCCT 

550 560 570 580 590 600 
* • • • * 

CCCAGGTCAG GTCATCTTTC CTTTCCGTAG CCCTCGTTTG ATCCCTGAAT TCTAGACAGC 

610 620 630 64 o 650 660 

* * * * • 
TTGGATTGCC TCTGTGGGCT GGATGGATTG TCCTCCCGTT TCACCGGGCG GCGGGAGCGA 

670 680 690 700 710 720 
• • • • 

GGTCCCAGAG GCTCTCCTGG AACCGGGCGT GGGGGCGGGG CTCACCGGGA GCCCGTGGTG 

730 740 750 760 770 780 
• • • • 

AACGTGGGCA C;CGCACCGGG ACCGCGCCCC GCGCGGGCGA AGCCGGGCGG CGCGGGTCGG 
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790 800 810 820 830 840 
• • • • • 

GAATCGGGTC GTGGCGGGGA TGGGGGGCGG CCCGATTGTG CTCCGGGGAT CCCCACTGCG 

850 860 870 880 890 900 

GCTGGGAAGG CACCGGGAGC ATGGCAGGGG CGGGGCGGCG CGGGGCAGGG GGCGCTCCTG 

910 920 930 940 950 960 
• • • 

GCGGGGGTAG GGGAGCGGTT CCCCGTTGTC CTCTCGGGGG TCGCCGTGGC GGCT'l'GGAAC 

970 980 990 1000 1010 1020 
• 

GCCCATTGCG 'l'GCGCTCCTG TGTCCCCAAG GTCGGCATCC AGTGGGCGCG GCGGl\GCGGT 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 
• • 

GCGGACCACA GGTCl\GGGAA CTGGGACTCG TGGAGCAGGG AACCACGTAG TCCGCCCTCT 

1090 1100 1110 1120 1130 1140 
• • • 

GTTGGCACAA CCTGGCGG'l'C GCAGAAAGGC CTCGCCTTTG GGCTCAAGGC CTTGACCGC'I' 

1150 1160 1170 1180 1190 1200 
• • • • 

CCACCCCTTT GCTGAAAGGT CAGAGCCGCG CGGT1'1'1'CCA AGCAGCCGAG TGTCCGCTGC 

1210 1220 1230 1240 1250 1260 
• 

AAGTCCAAGG CCCAGAACCC TGAACTCTGG CCGGCTGGCC AGCCCTGCTT CTGGCACTTT 

1270 1280 1290 1300 1310 ]320 
• • • 

GGAGGCCAGC GGGCCTTGAC CACCTGCTGG GATGGGAAAG GGAAGGGTCC ACGAAT1'GCA 

1330 1340 1350 1360 1370 1380 
• 

CCCTAGAAAC T1'AG1'AGGG1' GCATGGGTTT CAAAACCCGG TGGCCGCCCA GGCAGCAAAC 

1390 1400 1410 1420 1430 1440 
• • • • 

AAGGGAGGAG GGCACCCTGC TGCCC'l'TTCA 'l'GGCAGCA'l'C TGTGGCTGTC CTGCTGAGGG 

1450 1460 1470 1480 1490 1500 
• • • • • 

GGCCTTTCCA TCGGGACCGT GTGCGGTACA AGTTTTGGGT GTTTTGGAAC CGAATAATTA 

1510 1520 1530 1540 1550 1560 
• • 

GAACGTGTAA AACTTTTAAA TGATGTGGTG GTTTGATTCA AACAAAACAA AACCAAACAA 

1570 1580 1590 1600 1610 1620 
• • • • 

AACAAAAAAC CAAGC'l'CAAG TTTTTTGCAA ATTTAGGTCT TAATATTGAA GGCCTGTGTT 
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1630 1640 1650 1660 1670 1680 , , 
CCTTCCACTG TGGCATTGTA CGAAGAAATG 1'GCGGGTTTA TTTT1'TTT1'T TTAATTTGCT 

1690 1700 1710 1720 1730 1740 
, , 

TTTTGTTT1'1' CTTTTTT1'TT AGAAAJI,GATT CCGAAl\AATG AGGGAAACAG GAAGCCCAGA 

1750 1760 1770 1780 1790 1800 , , , 
GGTGCCCCTG TAGT'fTGGCG AAGGCCTTAG Gl\GGCCACTT GGAAATGCTG CTGGCTGTGA 

1810 1820 1830 1840 1850 1860 , • • • , 
GGGGGGGAGG GTGCAGATGT GCACAGAGCT GTGCAGGCTT GTCCTTTGCA TTGATGTTCT 

1870 1880 1890 1900 1910 1920 
• • • • 

TTGTAGl\AAT CCACCTCGGA GCCA1'CTCC'l' GATGTGTAAG CATTTCCCAG ACAAACCTTG 

1930 1940 1950 1960 1970 1980 
• , • • 

AGCTAAGCAA TGCGTTTTTT CCTTAGGAAA. TGTTGGTCTT CAGCGATGTT CAAAGCCTGT 

1990 2000 2010 2020 2030 2040 
• • , , 

GTATTTCGGC TAGACTCTGG CT1'CAGGTCG GT1'CCCCCAA AAGGC1'CAGA AGCGACCTGA 

2050 2060 2070 2080 2090 2100 , • 
ACCAAACAGT AAGTTTTCCT CCTACC1'TGT TcrccTCATC TACGTTAAGA GTATACTTTA 

2110 2120 2130 2140 2150 2160 
• • • • 

AGAGTATCCT GGCACATACA TGTACTGCCT CACCCC1'AGC CTCAGTCATG TGTTCCAAGA 

2170 2180 2190 2200 2210 2220 
• • 

ACTTCTG1'CC (;T1"1'AT1'TAT TTGTTTTTGG TAACATTGAA TTCG'rTTTGA CTATGCTGGG 

2230 2240 2250 2260 2270 2280 , • • 
TCTTTGCCGC TCGCTGGAAG TTGCTAGGAC CTCTGGACTG CAGTCTCCCA TCTCTTGCTG 

2290 2300 2310 2320 2330 2340 
• • • • • 

ACC'l'CAGGTT GACCTCTGCl\ GAA1'CCTGGT TGGTGGGAGC TTTTTAG1'TC CTTGTTCCT! 

2350 2360 2370 2380 2390 2400 , , , , , 
ACCCGGACCT CCTGTGGTAA GTGTTTTCTC TCCTCTGGGG CCTGCTAAGG GTGGGTGGGC 

2410 2420 2430 2440 2450 2460 , , 
ATTGGCATGC Cl\l\AGGTGGC Tl\GAf\GTC!\.A TGATTTAGGC AGGCTTGTGA ATAGATATGG 
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2470 2480 2490 2500 2510 2520 
• , 

GAGGAGGCAA TGGCACCCCA C'l'CCAGTACT CTTGCCTGGA AAATCTCATG GACGGAAGAG 

2530 2540 2550 2560 2570 2580 
• • • 

CCTGGTAGGC TGCAGTCCA'f GGGGTCGCTC AGAGTCGGGC ACGACTGAGC GACTTCACTT 

2590 2600 2610 2620 2630 264 O 
• • • • • 

TCACATTTCA CTTTCATGCA TTGGAGGAGG ACATGGCAAC CCACTCCAGT GTTCTTGCCT 

2650 2660 2670 2680 2690 2700 
• • • • 

GGAGAACCCC AGGGACTGCG GGGCCTGGTG GGCTGCCGTC CATGGGGTCA CACAGACTCG 

2710 2720 2730 2740 2750 2760 
• • • • 

GAAACGACTG AAACGACTTC GCAGCAGCAG CAGCAGCAGC AGCAGCAG'i'G CATAAATATC 

2770 2780 2790 2800 2810 2820 
• • • • 

AAAAGGGTTT AGAACAGTCA GGTAGGATCA CACAAGTCAC CGTGAAGCAA TACTTCTCCA 

2830 2840 2850 2860 2870 2880 
• • • 

CTTAGTCAAA GCTAACAAAA GAT'i'TCTCT'I' CTAGGTCAAC CTAGAAGAGA 'i'CACGGAAGA 

2890 2900 2910 2920 2930 2940 
• • • • • 

GGTAAAGAAA C'i'TAAAATCC ATTAGCAAAG GCAGTTCAAC CTCTCAAGAA ACCTTGTGCT 

2950 2960 2970 2980 2990 3000 
• • • 

AGGCACAACA CTCTTTTCTG GGGGTCCACG TTCCCTACAA CCTCCTGATC CCATTCTGTA 

3010 3020 3030 304 O 3050 3060 
• • • • 

CCCATTCCTT TGCTTCTCCCA TCCTGAAAC TGCCACCTGG AAGAAAGAAC GACGTCGTTT 

3070 3080 3090 3100 3110 3120 
• • • • • 

TCCTTCAGAA AATGCGATTT CATGCCACAT ACCTTCTTTT AATACCAAGT CATACATTTC 

3130 3140 3150 3160 3170 3180 
• * * • • 

ACTTCAGCAA CCAAGAACTG ACTTTTATAT TGGCATTCGA CAGATTGGTG AACATACCTA 

3190 3200 3210 3220 3230 3240 
• • * • • 

TCAGTGATAG TAGCGCCCCT CCCCTcccce GCACGCACGC ACACACACAC ACACACACAC 

3250 3260 3270 3280 3290 3300 
• • • 

ACACACACAC Ar::CCAAGATC AGAACCAAAC AAAACAAAIIA AAAATTGCTT TCTTACGTTT 
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3310 3320 3330 3340 3350 3360 
• * 

CACATGTCAG GATGGTGCCA GACACTC'I'TA 'I'TGGATAGTC AAAAATCTCT TTTGTTTCTG 

3370 3380 3390 3400 3410 3420 

* * * 
TGTAAAAGGG AGGTCCTT'l'C AAGGCGTGAA TGTTTCAGAA CTTGAATTTA TTTGGAAATG 

3430 344 O 3450 3460 3470 3480 

* • 
ACCCAGCTCT TCAGTACACT GTCGTCACTT AGTTTAGCAC AGGATAGAAA CTCGGGTAAC 

3490 3500 3510 3520 3530 3540 
• * 

CAAAACACCT GGAGAAACGA TTGTATGTTC AGTTCAGTTC AGTGGCTCAG TCGTGTCTGA 

3550 3560 3570 3580 35g0 3600 

* * * 
CTCTTTGGGA CCCCGTGGCC TGCAGGACGC TGGGCTTCCGT GTCCATCAC CAACTCCAGG 

3610 3620 3630 3640 3650 3660 

* * 
GGCTTGCTCA AACTCATGTC CATCGAATCA GTGATGCCAT CCAACCATCT TAGCCTC'rGT 

3670 3680 3690 3700 3710 3720 

* * * * 
CGTCCCCTTC TCCTCTGCCT TCAATCAAGA CTCTCATAGG CAGATATTTT CGAGTGTAAT 

3730 3740 3750 3760 3770 3780 

* * • 
TAGTGTTCAT AGTTTATC'PA AAAGCTCA'l'A TCACATTTAA 1'TT1'TCGT1'T TGTTCCTGT'T 

3790 3800 

* 
CTTTCGAGG TACTTTCTTG TTGAC 
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