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DETERMINACION DEL SEXO MEDIANTE LATECNICA DE REACCION
EN CADENA DE LA POLIMERASA EN CAMELIDOS SUDAMERICANOS

UsEe oF PoLIMERASE CHAIN REACTION FOR SEXING SouTH AMERICAN CAMELIDS

Vanya Montenegro V.}, Lenin Maturrano H.*23 Jane C. Wheeler?, Raul Rosadio A.»?

REsSuMEN

Se reporta el desarrollo y optimizaciones de técnicas moleculares (PCR simple, mul-
tiple y semi-anidada) para determinar el sexo de camélidos sudamericanos (CSA) amplifi-
cando la secuencia del gen Zinc Finger Protein (ZF). La técnica utilizo ADN obtenido de
28 muestras de sangre de alpacas, llamas y vicufias, 20 muestras de heces de vicufias y
guanacos conservadas en etanol al 96%, y 22 embriones de alpaca colectados entre 72 y
96 horas postmonta y preservados en etanol. Las muestras de ADN de sangre y heces
fueron extraidas usando kits comerciales, y las de embriones aplicando tres métodos
(ebullicion, proteinasa K y fenol-cloroformo). Una vez optimizada la PCR simple para la
deteccion de los genes ZFY 'y ZFX, se implement6 la PCR mdltiple para ADN de sangre y
heces y la PCR semi-anidada para ADN de embriones. La técnica de PCR mdltiple deter-
mind el sexo correctamente en el 100% de las muestras de ADN sanguineo, en el 87.5% de
muestras de ADN de heces colectadas en 2008 y en el 50% de las muestras de ADN de
heces colectadas en 2004 y preservadas durante cuatro afios antes del analisis. La prue-
ba de PCR semi-anidada, sin embargo, no pudo ser optimizada.
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ABSTRACT

The objective of this study was to develop a PCR technique to determine the sex of
South American camelids (CSA) using Zinc Finger Protein (ZF) sequences from blood
and fecal samples, as well as cells from alpaca embryos. A total of 28 alpaca, llama and
vicufia blood samples, 20 vicufia and guanaco fecal samples, and 22 alpaca embryos
collected between 72 and 96 hours postcopula were used. The fecal and embryo samples
were preserved in 96% and 70% ethanol respectively. DNAwas extracted from blood and
feces using commercial kits. Three methods (boiling, proteinase K and phenol-cloroform)
were used to extract DNA from alpaca embryos. Two PCR techniques were developed to
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analyze DNA: multiplex (for fecal and blood sample DNA) and heminested PCR (for
embryo cell DNA). The multiplex PCR accurately determined the sex in 100% of the DNA
samples extracted from blood, in 87.5% of the samples extracted from fresh feces and in
50% of the 4-year old fecal samples. The heminested PCR, however, could not be optimized.

Key words: DNA, PCR, sexing, South American camelids

Las técnicas de determinacion del sexo
son utilizadas en mamiferos, tanto con fines
productivos para estimar el sexo de la futura
cria en programas de transferencia de em-
briones, principalmente en bovinos (Thibiery
Nimbart, 1995), como con fines de conser-
vacion o investigacién en aquellas especies
en las que no es posible observar el sexo del
animal al que pertenece la muestra, como en
el caso de animales silvestres como felinos
(Pilgrimetal., 2005) o primates (Villenseny
Fredsted, 2006). De las técnicas reportadas
para determinar el sexo en mamiferos, la téc-
nica de PCR es la mas sensible, sencilla y
rapida. La técnica se basa en la amplifica-
cion de segmentos de un gen presente solo
en el cromosoma'Y, como el gen SRY (Pilgrim
et al., 2005), o en la amplificacion de seg-
mentos de ADN presentes en ambos
cromosomas sexuales pero con mutaciones
diferenciales, como en el caso del gen Zinc
Finger Protein (ZF) (Aasen y Medrano, 1990;
Prithiviraj y Melnic, 2001).

El sexaje molecular, en muestras no
invasivas, se emplea en varias especies de
animales de vida silvestre (Vidya et al., 2003;
Pilgrim et al., 2005; Villessen y Fredsted,
2006), y en muestras de sangre y tejidos con
la finalidad de aplicarlas en el sexaje de em-
briones de especies domésticas (Pomp et al.,
1995; Phua et al., 2003; Lemos et al., 2005).
Similares técnicas han sido utilizadas en ADN
sanguineo de llamas y alpacas amplificando
el gen SRY (Pomp et al., 1995; Arias y
Huanca, 2009); sin embargo, no existen re-
portes de su utilizacion en muestras de ADN
fecales ni embrionarias.
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En el Peru se han iniciado estudios de
diversidad genética en poblaciones de vicu-
fias y guanacos utilizando muestras de he-
ces. La caracterizacion de estas poblaciones
silvestres requiere en muchos casos informa-
ciones sobre proporciones de machos y hem-
bras, por lo que es necesario disponer de una
prueba de sexaje molecular optimizada. En
el presente estudio se reportan optimizaciones
de técnicas de PCR para el sexaje molecular,
inicialmente en muestras sanguineas y, pos-
teriormente, en ADN de heces y embriones,
amplificando segmentos del gen Zinc Finger
protein (ZF) utilizando tres cebadores espe-
cificos para camélidos sudamericanos dise-
fiados por investigadores del Instituto de In-
vestigacion y Desarrollo de Camélidos Sud-
americanos - CONOPA (Montenegro et al.,
2007).

Obtencion de Muestras de ADN
Extraccion de ADN de sangre

Se utilizaron 28 muestras de sangre ex-
traidas mediante puncién de la vena yugular,
utilizando tubos al vacio con K3 EDTA al
15%, obtenidas de 20 alpacas adultas de la
Estacion Experimental del Centro de Investi-
gacion IVITA (Marangani, Cusco) y de ocho
vicufias (Cuadro 1) recolectadas con autori-
zaciones 016-2004-INRENA-IFFS-DCB,
021-2004-INRENA-IFFS-DCB, 11 C/C-
2004-INRENA-IANP, 12 C/C-2004-
INRENA-IANPy 057-2008-INRENA-IFFS-
DCB. Para la extraccion del ADN se utilizd
la prueba “Promega Wizard DNA Purification
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Cuadro 1. NUmero y caracteristicas de las muestras de ADN obtenidas de camélidos

sudamericanos

ADN de heces

ADN i ADN
Sanguin€0  Heces colectadas ~ Heces colectadas  embrionario
(2004) (2008)

Alpacas 10 (5 H'y5 MY 4Q2Hy2M) 22
Llamas 10(5Hy5M)
Vicufias 8(4Hy 4M) 4(LHY3 M) 2(LHYy1M)
Guanacos 8(2Hy6 M)? 2M°

Total: 28 (14Hy14M) 12(32HY4M) 8(2Hy6M) 22

# Heces obtenidas en abril de 2004
b Heces obtenidas en diciembre de 2004

© Heces colectadas en el Patronato del Parque de las Leyendas Felipe Benavides Barreda (PATDAL),

Lima, en febrero de 2008
H: hembra; M: macho

kit” (Promega, Madison, USA), siguiendo las
instrucciones del laboratorio comercial. Es-
tas muestras de ADN fueron utilizadas como
patrén en el proceso de optimizacion y desa-
rrollo de las técnicas de PCR empleadas en
el estudio.

Extraccion de ADN de heces

Se trabajo con 20 muestras de heces
de 12 vicufias y 8 guanacos (Cuadro 1), ob-
tenidas con las autorizaciones arriba indica-
das. Las heces de vicufas se obtuvieron di-
rectamente del recto del animal. Las heces
de guanacos se colectaron de las letrinas in-
mediatamente después de observar defecar
al animal y constatar el sexo con la ayuda de
binoculares. Las muestras fueron transpor-
tadas y conservadas en etanol absoluto a tem-
peratura ambiente y el ADN fue extraido
usando la prueba comercial QlAamp Stool
Mini Kit (QIAGEN).

Extraccién de ADN de embriones
Se utilizaron animales del Centro de In-

vestigacion IVITA, en Marangani, Cusco. Se
colectaron 22 embriones de alpaca (14 co-
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lectados 72 horas postmonta y 8 a las 96 ho-
ras postmonta) mediante la técnica quirdrgi-
ca descrita por Novoa et al. (1999). Los
embriones fueron colocados en microtubos
de polietileno conteniendo 200 pL de etanol
al 70% a 4 °C y transportados a la unidad de
Biologia y Genética Molecular de la Facultad
de Medicina Veterinaria, Universidad Nacio-
nal Mayor de San Marcos, Lima. El etanol
fue eliminado mediante pasajes del embrion
en agua ultrapura y el ADN fue extraido tres
semanas despues de la coleccion empleando
tres métodos aplicados al azar (ebullicion,
proteinasa K y fenol-cloroformo).

Cuantificacion de ADN

La concentracion y la tasa de pureza
del ADN extraido de todas las muestras fue-
ron determinadas mediante espectrofoto-
metria a 260 nm y 280 nm. La calidad del
ADN fue verificada mediante electroforesis
en un gel de agarosa.

Optimizacién de las Técnicas de PCR

Las muestras de ADN sanguineo fue-
ron utilizadas inicialmente para optimizar la
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Cuadro 2. Mezcla estandar y ciclos utilizados en el proceso de optimizacion de la PCR
simple de ZFX-Y, PCR simple de ZFY, PCR multiple y PCR semianidada para
muestras de ADN de camélidos sudamericanos

ZFX-Y ZFY Multiple Semianidada
MgCl,(mM)? 14 1.98 2.5
ADN (pg)* 4,000 20,000 50,000 0.5(uL)*®
BSA (ug/pL) 1.2 0.8 1
Formamida (%) 1
Cebador ZFX 2 12.5 12.5 25
(pmol)*
Cebador ZFX 4 12.5 12.5 25
(pmol)*
Cebador ZFY 25
(pmol)®
dNTPs (mM)® 0.2 0.16 0.2
Tagq polimerasa (U)* 1 1 0.5
Buffer de PCR (X)* 0.9 0.8 1
Volumen final (uL) 21.7 25.2 20 12
Ciclos 95°C x57; 95°Cx 5, 95°Cx 5,
35 (95°C x 30, 35(95°Cx30”, 35(95°Cx30",
56 °C x 457, 52 °C x 457, 52°C x 45",
72°Cx 457), 72°C457), 72°C 457),
72°Cx5 72°C x5° 72°Cx5

2 Promega, Madison, USA; ® Gibco; © Sigma Genosis; ¢ Cantidades totales en la mezcla, ® Cantidad

de producto de la primera PCR

técnica de PCR simples para los genes ZFX
y ZFY en formas individuales, para luego
desarrollar y estandarizar un PCR multiple y
semianidado. Después de la estandarizacion
para la amplificacion de ambos genes en
muestras sanguineas, se procedié a extrapo-
lar la técnica a muestras de ADN fecales y
embrionarios.

El proceso de optimizacion en ADN de
sangre, consistio en amplificar segmentos de
diferentes tamafios del gen ZF altamente con-
servado en mamiferos, utilizando tres
cebadores (Aasen y Medrano, 1990). Los
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protocolos utilizaron los cebadores ZFX2 y
ZFX4 para amplificar un segmento de 250
pares de bases (pb) presente en ambos
cromosomas sexuales (ZFX y ZFY), y un
tercero ZFY2 de reversa utilizado conjunta-
mente con el cebador ZFX2 para amplificar
un segmento de 130 pb, presente solamente
en el cromosoma Y (ZFY) (Montenegro et
al., 2007).

Durante el proceso de optimizacion se
trabajé con una mezcla de reactivos estandar

(Cuadro 2) y se evaluaron ocho parametros
en forma individual. De esta forma, solo va-
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Cuadro 3. Condiciones evaluadas en el proceso de optimizacion de la PCR simple de ZFX-
Y, PCR simple de ZFY, PCR mdltiple y PCR semianidada

Simple de Simple de i - a
ZEX.Y ZEY Multiple Semianidada

Temperaturade 58, 60,62y 48,50,52 y 49, 51,53 y55 52,54,56, 58y
alineacion (°C) 64 54 60
Concentracién 1,1.4,18,23 1.2,1.6, 2.0, 2.0,25,30y
de cloruro de y2.7 24,28y 3.2 3.5
magnesio (mM)
Cantidad de 20, 50, 200, 20,000y 20,000,50,000 0.12,0.25,0.5,
ADN molde 400 y 200 40,000 y 100,000 1y 2puL”
(P9)
Cebador ZFX 2 -- 125,25y 50
(pmol)
Cebador ZFX 4 -- 25,75y 50
(pmol)
Cebador ZFY 2 -- 25y 50
(pmol)
BSA (ug/uL) 0.5,0.8,y12 05,08,y1.2 05,1,15y2
Formamida (%) 1,2,3y4 1,2,3y4

% El primer PCR se llevé a cabo con las mismas condiciones que para ZFX

P cantidad del producto de la primera PCR

ri6 el parametro a evaluar en el orden que se
presentan en el Cuadro 3, quedando cons-
tantes los deméas parametros. Todas las re-
acciones incluyeron un control negativo (agua
ultrapura en vez de ADN) y se utilizé un
termociclador Applied Biosystems 2720. Una
vez optimizada la PCR simple con muestras
de sangre, se hizo lo mismo para desarrollar
el PCR multiple y posteriormente la anidada.
Una vez optimizada la técnica de PCR multi-
ple se evaluaron todas las muestras de san-
gre y heces.
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Resoluciéon de los Fragmentos Amplifi-
cados

Los productos de cada PCR fueron ana-
lizados en un gel de agarosa al 2% en solu-
cion tampdn TBE 0.5X (Tris, Acido Borico,
EDTA), en una cdmara de electroforesis ho-
rizontal junto a un marcador de peso molecular,
para determinar el tamafio aproximado de los
fragmentos amplificados. Los productos de
PCR fueron tefiidos con bromuro de etidio,
visualizados en un transiluminador y fotogra-
fiados con una cdmara Polaroid (DS 34).
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Interpretacién de Resultados

Los animales cuyas muestras presenta-
ron solamente la amplificacién de un produc-
to de PCR de 250 pb (ZFX-Y) fueron diag-
nosticados como hembras y aquellos que
mostraron dos amplicones simultaneos, uno
de 250 pb (ZFX-Y) y otro de 130 pb (ZFY),
fueron diagnosticados como machos.

ElI ADN extraido de sangre de alpacas
y llamas tenia una alta concentracion (45-201
ng/uL) y buena tasa de pureza (>1.8 y mini-
ma presencia de degradacion), corroborando
similares caracteristicas reportadas para otras
especies (Chu et al., 2006). EI ADN sangui-
neo de animales silvestres fue, igualmente, de
alta concentracion (39-211 ng/uL) y buena
pureza (>1.8) (Cuadro 4).

La concentracion y pureza de ADN de
muestras fecales varié dependiendo del tiempo
recolectado. Las cuatro muestras frescas de
alpacas obtenidas en 2008 tuvieron concen-
traciones mayores (15-265 ng/pL) compara-
das con las obtenidas en el 2004 y preserva-
das durante cuatro afos en el laboratorio an-
tes de la extraccion (1-172 ng/uL). Todas las
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muestras sin distincién de fecha mostraron el
ADN degradado (datos no mostrados). La
calidad del ADN extraido de heces fue se-
mejante a lo encontrado en ADN de heces
obtenido en humanos (Deuter et al., 1995),
elefantes (Vidyaetal., 2003), felinos (Pilgrim
et al., 2005) y primates no humanos
(Villenseny Fredsted, 2006). La degradacion
posiblemente se deba a que el ADN, prove-
niente de las células exfoliadas de la mucosa
del colon, se mezcle con la flora intestinal y
se exponga al medio ambiente una vez ex-
pulsado. La baja tasa de pureza se deberia,
ademas, a la gran cantidad de residuos
(polisacaridos complejos, lipidos y proteinas)
presentes en la materia fecal, que es dificil
eliminar durante la extraccion (Wasser et al.,
1997; Nsubuga et al., 2004). La baja canti-
dad y degradacién de ADN observada pudo
deberse a la escasa presencia de células
epiteliales descamadas (Deuter et al., 1995;
Chu et al., 2006), lo que motivo la necesidad
de incrementar la cantidad de ADN molde
en la PCR multiple.

Se verificé la presencia de los embrio-
nes antes de la extraccién pero no se logré
detectar ADN, probablemente debido a la baja
cantidad de células en los embriones utiliza-
dos o la capacidad de extraccion de las téc-
nicas utilizadas; sin embargo, no existen re-
portes al respecto.
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Las exitosas amplificaciones de los seg-
mentos individuales ZFX 'y ZFY en PCR sim-
ples, asi como la deteccién conjunta de am-
bos segmentos ZFX 'y ZFY en PCR multiple
se detallan en el Cuadro 5. La ampificacion
Optimadel ZFY fue conseguida utilizando tem-
peratura de alineacion de 52 °C y concentra-
ciones de Mg de 1.6 mM y seroalbimina bo-
vina (BSA) de 1.2 ug/uL que permitieron
amplificar un buen producto en muestras con-
teniendo hasta 25 ng de ADN. Para amplifi-
car 6ptimamente el segmento ZFX-Y se ne-
cesitd 64 °C de temperatura con concentra-
cionesde Mg de 2.7 mMy BSA de 0.8 ug/uL
necesarios en la obtencion de productos visi-
bles en muestras con mas de 0.1 ng de ADN.

Las condiciones evaluadas para
optimizar laPCR multiple determind que para
amplificar épticamente ambos segmentos se
necesitaron utilizar las siguientes condiciones:
53 °C de temperatura de alineacion, 2.5 mM
de Cl,Mg, 1% de BSA, 1% de formamida,
50 pmol del cebador ZFX2, 12.5 pmol de
ZFX4 'y 25 pmol de ZFY2 (Cuadro 5). Con
estas condiciones se logrd obtener buenos
productos en concentraciones de ADN de
hasta 20 ng.

Debe indicarse que a pesar de lograr
amplificar el segmento de ZFY, en latécnica
de PCR anidada, utilizando como molde el
segmento amplificado de ZFX-Y, no se logré
amplificar el segmento ZFY en forma con-
sistente en una primera ronda, y algunas ve-
ces incluso con falsos resultados. Estas
inconsistencias en los resultados pueden ex-
plicarse por la alineacién inespecifica del
cebador ZFY2 al cromosoma X, altamente
concentrado en el ADN, después de una pri-
mera amplificacion en la técnica de PCR
anidada, o producto de contaminaciones al-
tamente sensibles en la PCR anidada (Garcia-
Quintanillaetal., 2000).

La optimizacién de la PCR mdltiple per-
miti6 disminuir la cantidad de falsos negati-
vos corroborando previas observaciones re-
portadas por Ortega et al. (2004). La ampli-
ficacion de solamente un segmento en una
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PCR simple puede sugerir erréneamente el
sexaje como hembra, ya que la no amplifica-
cion del segmento propio del macho podria
ser consecuencia de la degradacion de la
muestra (problema frecuente en ADN ex-
traido de heces), y no necesariamente ser una
muestra perteneciente a una hembra (Aasen
y Medrano, 1990; Prithiviraj y Melnick, 2001;
Pilgrim et al., 2005). La técnica de PCR
multiple desarrollada en el presente estudio
permite la amplificacion de segmentos espe-
cificos de cada cromosoma sexual, que al ser
de pequefio tamafio facilita el uso en mues-
tras degradadas como el ADN obtenido de
heces (Villensen y Fredsted, 2006). Conse-
cuentemente, la utilizacion de la PCR malti-
ple en el sexaje molecular tiene una potencial
ventaja frente al método propuesto por Arias
y Huanca (2009), quienes sustentan el sexaje
en la deteccion de una sola banda diagndstica.
La aplicacion de la técnica de PCR mdltiple
en ADN sanguineo determin6 que el sexaje
molecular concordd con el sexo fendtipico en
el 100% de las muestras (Fig. 1, Cuadro 6),
coincidiendo con lo encontrado por Garcia-
Muro et al. (1996) en caninos y Lemos et al.
(2005) en bovinos, debido a la alta calidad y
cantidad del ADN obtenido en estas mues-
tras.

Los porcentajes de la correcta identifi-
cacion de sexo mediante la técnica de PCR
multiple en muestras de ADN fecal (Cuadro
6) fueron similares a los obtenidos por otros
investigadores (Wasser et al., 1997; Pilgrim
et al., 2005) quienes identificaron correcta-
mente el sexo en el 50-100% de las muestras
usando ADN de heces de osos y felinos, res-
pectivamente. El amplio margen de sensibili-
dad de la prueba en muestras de heces tal
vez sea producto de la baja concentracion de
ADN vy presencia de inhibidores de PCR y
ADN degradado, lo cual es frecuentemente
observado en muestras de ADN fecales. Por
otro lado, las fallas en laamplificacién en al-
gunas muestras fecales en el estudio (Fig. 2),
podrian deberse a factores tales como méto-
do de coleccion y conservacién (etanol al
70%), protocolo de extraccién (QIAGEN
QlAamp® Stool Mini Kit), condiciones
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Figural. PCR mdltiple utilizando muestras de ADN extraido de sangre de camélidos sudame-
ricanos. V = vicufia; G = guanaco; A = alpaca; L = llama; = hembra; ~ =
macho; M = marcador de 100 pb; B = blanco de PCR '

Figura2. PCR multiple utilizando muestras de ADN extraido de heces de camélidos sudameri-
canos silvestres. V = vicufia; G= guanaco; A = alpaca; -/ = hembra; ~ = macho;
PM = marcador de 100 pb i
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medioambientales en la época de coleccion,
la dieta y la especie animal (Nsubuga et al.,
2004; Chu et al., 2006). Sin embargo, en el
presente estudio, la diferencia de éxito en
muestras colectadas en 2004 y 2008 (Cua-
dro 6), evidencian la influencia del tiempo tras-
currido desde la coleccion de las muestras a
la fecha de extraccion y/o del método de con-
servacién, como factores negativos para la
amplificacién de segmentos de ADN deter-
minantes de sexo (Wasser et al., 1997,
Nsubuga et al., 2004).

La técnica de PCR multiple determiné
el sexo correctamente en el 100% de las
muestras de ADN sanguineo, en el 87.5% de
muestras de ADN de heces colectadas en
2008 y en el 50% de las muestras de ADN
de heces colectadas en 2004 y preservadas
durante cuatro afios antes del analisis.

Se desarroll6 una técnica de PCR mal-
tiple que permitié determinar el sexo de
camélidos sudamericanos a partir de mues-
tras de sangre. Esta prueba podria ser apli-
cada con un grado de éxito de 87.5% en
muestras frescas de heces de camélidos sud-
americanos silvestres.
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