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Resumen

Dentro del esquema de mejora por prolificidad puesto en marcha por la UPRA- Carnes Qviaragén
desde 1994, se contempla que la produccion de los machos a testar se realice a través de un programa
MOET. Con el objetivo de aumentar la eficiencia y la rentabilidad del MOET, se planteé poner a punto
el sexaje de los embriones previamente a su transferencia. El sexaje de embriones se realizé mediante
amplificacion especifica por PCR de un fragmento de ADN del cromosoma Y {SRY gene; GenBank Acc.
Z30265). Mediante cebadores especificos disefiados en este locus, se amplifica un fragmento de 166
pares de bases en las muestras procedentes de animales o de embriones machos, mientras que en las
muestras procedentes de hembras no se produce amplificacién, al carecer las mismas de este locus.
Igualmente, y con el fin de incrementar la seguridad de [a técnica, y evitar la aparicion de falsos nega-
tivos, se ha llevado a cabo la puesta a punto de una PCR duplex. Esta PCR consiste en una dobie ampli-
ficacion de dos fragmentos de ADN mediante PCR, uno del gen CGN (GenBank Acc. AY785290), gen
estructural que se amplifica tanto en machos como en hembras, y por otra parte el fragmento especi-
fico de ADN del cromosoma Y (SRY gene). Los estudios de sensibilidad a partir de ADN gendmico
extraido de sangre mostraron un limite minimo de deteccién de 20 pg de ADN, mientras que en ensa-
yos con diferente nimero de células procedentes de una biopsia de embriones se encontré que se
puede sexar un embrién a partir de dos células.
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Summary

Sex determination in ovine embryos by duplex PCR: production of genetic improvement rams

An accurate, sensitive, and quick method for determining the sex of ovine embryos was developed
using polymerase chain reaction (PCR} primers derived from an ovine-specific Y-chromosome (SRY
gene; GenBank Acc. Z30265), amplifying a 166 bp DNA fragment in male samples. To increase the sen-
sibility and specificity of the technique a duplex PCR was carried out, using one pair of ovine-specific
primers (CGN gene: GenBank Acc. AY785290) and one pair of Y-chromosome-specific primers, CGN
fragment provides an internal positive control for amplification. Using this method we can determine
thﬁ sex up to 20 pg of DNA from blood. In the same way, sex of embryos was determined from two
cells,
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Introduccién

La técnica MOET consiste en superovular las
hembras de alto valor genético, inseminarlas
con semen de machos adecuados y obtener
los embriones, que son transferidos a otras
hembras receptoras. Esta tecnhologia permite
explotar mejor el potencial genético de los
animales y acelerar |la velocidad de seleccion
(Nicholas, 1996). Por dicha razén, dentro del
esquema de mejora por prolificidad puesto
en marcha por la UPRA-Carnes Oviaragén
desde 1994 se contempla que la produccion
de machos que van a ser testados se realice
a través de un programa MOET, Desde los
afios 80 se van realizando numerosoes estu-
dios para poner a punto la técnica MOET en
ovino, Sin embargo, el numero de descen-
dientes obtenidos en cada superovulacidn
sigue siendo relativamente bajo. Evidente-
mente, la técnica seria mas rentable y efec-
tiva si se pudiese conocer sexo de los
embriones obtenidos previamente a su
transferencia, sin que ello afectase a la ferti-
lidad. La determinacion del sexo usando
ADN genémico extraido de carne, sangre,
pelo o biopsias embrionarias se esta reali-
zando como un requisito indispensable en
la ciencia forense y en la produccién animal.
En concreto, la determinacion del sexo en
los embriones se realiza mediante la amplhi-
ficacién por PCR de secuendcias especificas
del cromosoma Y, como es el gen SRY (Grif-
fiths y Tiwari, 1993; Pomp et af,, 1995). Sin
embargo, siendo que la fiabilidad de la técni-
ca es el aspecto mas importante que concier-
ne a la identificacién del sexo, la ausencia de
amplificacién puede indicar un falso negati-
vo. De este modo, para dotar de la méxima
fiabilidad a la técnica, es necesario la realiza-
cion de una PCR duplex, o bien la ampiifica-
cion de secuencias de ADN comunes en
machos y en hembras, pero que se diferen-
cien por amplificar fragmentos de diferente
tamafio o con el mismo famafic pero con
diferentes polimorfismos entre los dos sexos.
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En cuanto a la PCR duplex en ovino, que con-
siste en la amplificacién simultdnea de un
fragmento especifico del cromosoma Y vy
otro fragmento control que se amplifica
tanto en machos como en hembras, hasta el
momente se han descrito dos trabajos
(Gutiérrez-Adan et al, 1997; Mara et af,
2004). En cuanto a la amplificacidon de un
fragmento del mismo tamafio en machos y
hembras pero con diferentes polimorfismos
entre los dos sexos, destaca el trabajo reali-
zado por Aasen y Medrano (1990}, en el que
amplifican y detectan diferentes polimorfis-
mos especificos de hembras y machos
mediante la digestion con enzimas de restric-
cidn (RFLPs) en el locus ZFX/ZFY. Sin embar-
go, la técnica de RFLPs requiere una reaccion
adicional alargando el diagnéstico y dismi-
nuyendo la sensibilidad de la técnica. Por
otro lado, en relacién a la amplificacién de
secuencias de ADN comunes en machos y en
hembras, pero que se diferencien por ampli-
ficar fragmentos de diferente tamafio segun
el sexo, Pfeiffer y Brenig (2005), amplificaron
el gen de la amilogenina tanto en hembras
como en machos, apareciendo una Unica
banda en el caso de las hembras y ires en el
caso de los machos. $in embargo, en humana
se han descrito fallos en la fiabilidad de la
técnica debido a una deleccion del polimor-
fismo de la doble copia del gen en el cromo-
soma Y en machos con una frecuencia del 0.6
al 8% (Santos et af., 1998): Por tanto, esta
deleccién deberia ser testada previamente
en ovino antes de utilizarla como gen marca-
dor del sexo, ya que la frecuencia que pre-
senta en humana hace que no sea fiable al
menos en esta especie. El presente trabajo ha
sido realizado con el objetivo de poner a
punto una técnica rapida y sensible, que per-
mita el sexaje de embriones a partir de un
numero minimo de células embrionarias,
produciendo un dafio minimo al embrién, y
que permita mantener los embriones en cui-
tivo y transferirlos frescos, sin necesidad de
congelacion,
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Material y métodos ”

Extraccién de ADN

La extraccion de ADN se ha realizado a par-
tir de diferente numero de células proce-
dentes de biopsias de médrulas y blastocistos
ovinos, mediante el kit de extraccion “BLO-
ODCLEAN DNA Purification kit” (Biotools).
La extraccién de las células de los embriones
se realizé mediante aspiracién de las mis-
mas, puncionando la membrana pelucida,
En total se analizaron 30 muestras de las
cuales 5 tenian entre 9y 12 células, 15 entre
5y 8 células, y 10 entre 1y 4 células.

Previo a los ensayos con embriones se reali-
zaron pruebas de sensibilidad mediante
dilucién a partir de ADN gendmico extraido
de células sanguineas, tanto de animales
machos como hembras. Dicha extraccién se
realizo con el método de Lahiri ef af. (1992).
Las diluciones utilizadas contenian 20ng, 2
ng, y 200, 20, 2, 0.2 pg de ADN. Los estudios
de sensibilidad fueron llevados a cabo para
la PCR especifica y para la PCR duplex.

PCR especifica

El sexaje de embriones se realizé mediante
amplificacion especifica por PCR de un frag-
mento de ADN del cromosoma Y (SRY gene;
GenBank Acc. Z30265). La amplificaciéon se
realizé en un volumen final de 25 pi conte-
niendo 5 pmol de cada cebador, 200 nM
dNTPs, 2.2mM MgCl,, 50 mM KCl, 10 mM
Tris-HCl, 0.1% Triton X-100 y 0.8 U Taq poly-
merasa {Biotools). Se realizaron 35 ciclos de
amplificacién con un paso de desnaturaliza-
cién a 94°C durante 30 s, de hibridacién a
55°C durante 30 s, y de extensién a 72°C
durante 40 s. La visualizacion del producto
amplificado se realizé mediante electrofo-
resis en geles de agarosa al 2% y tincién con
bromuro de etidio.
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PCR duplex

lgualmente, con el fin de incrementar la
seguridad y sensibilidad de la técnica, se ha
llevado a cabo la puesta a punto de una PCR
duplex en dos etapas. Esta PCR consiste en
una doble amplificacién de dos fragmentos
de ADN mediante PCR, uno del gen CGN
(GenBank Acc. AY785290), gen estructural
que se amplifica tanto en machos como en
hembras, y por otra parte el fragmento
especifico de ADN del cromosoma Y {SRY
gene). La amplificacién se realizé en un
volumen final de 20 pl conteniendo 5 pmol
de cada cebador, 200 nM dNTPs, 2.2 mM
MgCl,, 50 mM KCl, 10 mM Tris-HC, 0.1% Tri-
ton X-100 y 1.2 U Taq polymerasa {Biotools).
Se realizaron 20 ciclos de amplificacién con
un paso de desnaturalizacién a 94°C duran-
te 305, de hibridacion a 55°C durante 255, ¥
de extension a 72°C durante 45 s. La segun-
da etapa consistié en una reamplificacion a
partir de 10 pl del producto PCR resultante
usando las mismas condiciones de amplifica-
cion, con excepcion de que se realizaron 25
ciclos de amplificacién en un volumen final
de 40 pl. Como en el caso de la PCR simple
se realizaron estudios de sensibilidad en |as
mismas condiciones gue los descritos con
anterioridad. La visualizacién del producto
amplificado se realizé mediante electrofo-
resis en geles de agarosa al 2% y tincién con
bromuro de etidio.

Resultados y discusion

Con Ia metodologia descrita se amplificd un
fragmento de 166 pares de bases (pb) en las
biopsias procedentes de embriones machos,
mientras que en las muestras procedentes
de hembras no se produce amplificacién, al
carecer ias mismas de este locus (figura 1).
Los estudios de sensibilidad a partir de ADN
genomico extraido de sangre mostraron un
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limite minimo de deteccién de 20 pg de
ADN, cantidad de ADN inferior a [a conteni-
da en una célula. En ensayos con diferente
numero de células procedentes de una
hiopsia de embriones se encontré que se
puede detectar un embridn macho a partir
de 5 células. A partir de una cantidad menor
de células existe cierta probabilidad de apa-
ricién de falsos negativos (figura 1), En la
figura 1 se muestran los resultados de uno
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de los experimentos en el que se analizaron
distintos numeros de células procedentes de
diferentes embriones. S6lo la linea 7 y 11
serian hembras, mientras que el resto de
muestras serian machos. Sin embargo, la
linea 11 es un falso negativo ya que con
cuatro células la amplificacion fue negativa,
mientras que con 12 celulas (linealQ) la
amplificacion fue positiva y por lo tanto el
embridn era macho.

Figura 1. Sexaje mediante PCR especifica del gen SRY sobre embriones con diferente niimero de
células, en la gue se puede ver la amplificacidn de un fragmento de 166 pares de bases (pb) en los
embriones machos. La linea 11 es un falso negativo ya que con cuatro células la amplificacion fue

negativa, mientras que con 12 células (linea10} la amplificacion fue positiva y por lo tanto el
embrién era macho. Lineas 1y 10: 12 células, [inea 4: 10 células, linea 5: 8 células, lineas 3, 7y 9: 7
células, lineas 2 y 6: 5 células, linea 11: 4 células, linea 8: 3 células, linea 12: control positivo (ADN
extraido de sangre de un animal macho), linea 13: control negativo {ADN extraido de sangre de un
animal hembra), linea 14: marcador de talla.

Figure 1. Sex determination using SRY specific PCR using genomic DNA from embryos with different
cells number. The band of 166 base pairs (bp) corresponds to male embryos. Lane 10 and 11 are
samples from the same embryo, showing the sample 11 a false negative resuft Lanes 1 and 10. 12
cells, lane 4: 10 cells, lane 5. 8 cells, lanes 3, 7 and 9; 7 cells, lanes 2 and 6. 5 cells, lane 11: 4 cells, lane
8: 3 cells, lane 12. positive control (Male DNA sample from blood), lane 13: negative controf (Female
DNA sample from blood), lane 14: size marker.

Para evitar la aparicion de falsos negativos,
y aumentar la sensibilidad de la técnica se
realizd la puesta a punto de una PCR doble,
de forma que en muestras procedentes de
hembras aparece una Unica banda de 243

pb, mientras que en ias muestras proceden-
tes de machos aparecen dos bandas de 166
y 243 pb (figura 2).

Los estudios de sensibilidad a partir de ADN
genémico extraido de sangre mostraron un
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limite minimo de deteccion de 20 pg de
ADN, cantidad inferior al ADN contenido en
una célula. En ensayos con diferente nime-
ro de células procedentes de una biopsia de
embriones se encontrd que se puede detec-
tar un embrién macho a partir de dos célu-
las (figura 2}. Con una unica célula se obser-
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vé gue aungue algunos PCRs amplifican con
éxito el fragmento especifico del macho y el
fragmento control, en otros experimentos
nc aparece ni esta banda ni el control.

En todos los ensayos realizados, los embrio-
nes biopsiados mantuvieron un crecimiento
normal cuando fueron cultivados “in vitro”.

Figura 2. PCR duplex de los genes SRY y CGN sobre embriones con diferente nlmero de células, en la
que se puede ver la amplificacién de dos fragmentos de 166 y 243 pares de bases en los embriones
machos, y un unico fragmento de 243 pares de bases en los embriones hembras. Linea 1: Marcador

de talla, linea 2: 8 células, lineas 3 y 7: 3 células, linea 4: 5 células, linea 5: 12 células, linea 6: 10
células, linea 8: 2 células, linea 9: 4 células, linea 10: control positivo {ADN extraido de sangre de un
animal macho), linea 11: control negativo (ADN extraido de sangre de un animal hembra).

Figure 2. Sex determination using SRY and CGN specific duplex PCR using genomic DNA from embryos

with different cells number. The bands of 166 base pairs (bp) and 243 bp correspond to male embryos

One band of 243 bp corresponds to female embryos. Lane 1: size marker, lane 2. 8 cells, lanes 3 and 7:

3 cells, lane 4: 5 cells, lane 5: 12 cells, lane 6: 10 cells, lane 8 2 cells, lane 9: 4 cells, lane 10: positive
control (Male DNA sample from bload), linea 11: negative control (Female DNA sample from biood).

Conclusiones

Nuestros resultados indican que es posible
realizar el sexaje de embriones ovinos a par-
tir de dos células, produciendo un dafo
minimo al embrién, y en un tiempo de 5
horas, lo que permite mantener los embrio-
nes en cultivo y transferirlos frescos, sin
necesidad de congelacién,
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