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RESUMEN

El semen congelado viene diluido con Tris, cido citrico, fructosa, glicerol, leche descremada en polvo y yema de huevo. Para
extraer el ADN del semen es necesario eliminar el ADN exégeno, esto no se logra con las técnicas normales de extraccidn con
semen fresco, por lo que es necesario recurrir a las técnicas forenses. El objetivo del presente estudio fue evaluar tres proto-
colos para la extraccién de ADN de semen bovino congelado. El estudio se realiz6 en el laboratorio de fitopatologia vegetal del
Colegio de Postgraduados. Se utilizaron pajillas de V> mL y ¥4 mL. Las variables evaluadas fueron: Tiempo de ejecucién del
protocolo (T), pureza del ADN y concentracion de ADN. Las técnicas evaluadas fueron: Tratamiento 1: Yoshida et al. (1995).
Tratamiento 2: Penacino (1997). Tratamiento 3: Técnica rapida de Penacino (1997). EI menor tiempo para ejecucion del proto-
colo fue para el tratamiento tres con 100 minutos. En los carriles 1 al 4y 7 al 10, se observa la presencia de proteina. Cuando
se utilizaron una o dos pajillas de %+ mL se observo poca proteina y mejor calidad del ADN. En carriles del uno al 10, los valores
de la relacion A260/A280 son inferiores 0.1. Los carriles 12 y 17 presentan valores cercanos al rango de pureza. Se concluye
que para la extraccién de ADN de semen bovino congelado se debe utilizar una pajilla de ¥4 mL por muestra con la técnica
Penacino (1997), y dos pajillas de ¥+ mL por muestra para la técnica rapida Penacino (1997).
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ABSTRACT

Frozen semen comes diluted with tris, citric acid, fructose, glicerol, skimmed milk powder and egg yolk. In order to extract
the DNA from semen it is necessary to eliminate exogenous DNA. This is not achieved with the normal technique of extraction
with fresh semen; it is necessary to resort to the forensic techniques. The objective of the present study was to evaluate three
protocols for DNA extraction of frozen bovine semen. The study was carried out in the laboratory of vegetable fitopatology of
Colegio de Postgraduados. Straws of %> mL and Y4 mL were used. The variables considered were the following: time of exe-
cution of the protocol (T), purity of the DNA and DNA concentration. The techniques evaluated were the following: Treatment
1: Yoshida et al. (1995). Treatment 2: Penacino (1997). Treatment 3: Penacino (1997)’s rapid Technique. The shortest time
of protocol execution was the one for the treatment 3 with a time of 100 minutes. In rails 1 to 4 and 7 to 10, the presence
of protein was observed. When one or two %4 mL straws were used, a lower amount of protein and better DNA quality were
found. In rails 1 to 10, the values of the A260/A280 relationship are low 0.1. Rails 12 and 17 show values near the range of
purity. It is concluded that for DNA extraction from frozen bovine semen, one Y4 mL straw per sample must be used with the
Penacino technique (1997), and two "4 mL straws per sample for the rapid Penacino technique (1997).
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INTRODUCCION

Los sistemas de mejoramiento genético animal
estan basados en la seleccion de individuos con
caracteristicas superiores, utilizandolos como re-
productores con el fin de diseminar los genes de
caracteristicas productivas deseadas dentro de
una poblacién. La implementacion de técnicas
de identificacion individual de los miembros de
cada hato es imprescindible para establecer la
referencia genealdgica que determinara un me-

joramiento animal confiable. Las técnicas mas
comunes de identificacion consisten en descrip-
ciones de fenotipo que incluyen la presencia de
remolinos de pelo, manchas y color del pelaje,
asi como el empleo de tatuajes y marcas (Riojas
et al, 2006). A partir de la inseminacion arti-
ficial y la transferencia de embriones se logré
mayor precision en las pruebas de progenie; sin
embargo, se requeria de registros genealdgicos
confiables, es decir, para el establecimiento de la
genealogia en el ganado de registro, es de gran
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importancia considerar un alto nivel de seguri-
dad en la asignacion exacta del parentesco, ya
que al ocurrir errores en el pedigri de animales
registrados se puede afectar desfavorablemente
la composicién genética de la poblacién, debido
a que este tipo de animales son generalmente
utilizados en el mejoramiento genético del hato
(Riojas et al., 2006).

En genética animal, el andlisis del ADN se ha
perfeccionado mediante la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), al considerar
secuencias repetitivas cortas llamadas micro-
satélites o repeticiones cortas en tandem (STR),
las cuales se encuentran en todo el genoma y
presentan un gran polimorfismo por tamafio en
pares de bases, dando con ello mayor utilidad
en analisis genéticos, lo que permite disminuir
considerablemente la probabilidad de error en
la identificacién de individuos (Georges et al,,
1991; Riojas et al., 2006).

Considerando el alto grado de exactitud y el
corto tiempo en la obtencion de resultados, esta
técnica se podria utilizar en el esclarecimiento
de paternidad en animales de alto valor econd-
mico y zootécnico, ademas de tener aplicacio-
nes de tipo productivo y de investigacion (Ellis,
1986; Williams et al, 1997; Riojas et al., 2006).
Por otro lado, es bien sabido que el semen bovi-
no congelado en pajillas es el mas utilizado para
la diseminacién de genes de reproductores con
un mérito genético superior en los sistemas de
produccion, y considerando que la mayoria de
estos toros carecen de estudio que identifique
a sus padres o descendencia y ademas de los
genes de importancia econdmica como el gen
leptina, caseina, etcétera, que heredan a su
descendencia; en este sentido, es necesario y
urgente la aplicacion de este tipo de estudios
a los individuos que estan diseminando sus ge-
nes en los sistemas de produccion, para lograr
lo antes mencionado es necesaria la extraccion
del ADN de cada individuo a identificar, sin em-
bargo, muchas veces no se tiene acceso a los
toros ya sea porque estan en otro sitio o ya pe-
recieron, y la Unica fuente para la obtencion del
ADN es el semen congelado. Este generalmen-
te, viene diluido con Tris, acido citrico, fructosa,
glicerol, leche descremada en polvo y yema de
huevo (Olivares & Urdaneta, 1985; Boeta & Zar-
co, 2000; Hernandez et al., 2003; Medina-Robles
et al., 2007), esto ocasiona que en la pajilla de
semen se encuentre ADN exdgeno y el ADN del
espermatozoide de toros, por lo que es necesa-

18 | Cis¥iimoy

rio eliminar el ADN exdgeno antes de extraer el
ADN del espermatozoide. El problema del ADN
exogeno en las muestras del ADN del semen
congelado se torna serio ya que comparten ADN
de la misma especie y ambos podrian respon-
der a los marcadores genéticos generando fal-
sos positivos para el individuo estudiado. Para
la eliminacion del ADN exdgeno, es necesario
recurrir a las técnicas forenses, en este sentido,
el objetivo del presente estudio fue evaluar tres
protocolos para la extraccién de ADN de semen
bovino congelado.

MATERIALES Y METODOS

La evaluacion de los tres protocolos de extrac-
cion y purificacion de ADN a partir de pajillas
de semen bovino criopreservado se realizd en el
Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular del
Colegio de Postgraduados, Campus-Montecillo.
Se utilizaron pajillas de semen bovino criopre-
servado de 0.5 mL y 0.25 mL. En el estudio se
consideraron las variables: Tiempo de ejecucion
del protocolo (minutos), cantidad de muestra a
utilizar 0.25 mL, 0.50 mL y 1.0 mL, y presen-
cia de ADN en gel de agarosa. Los tratamientos
evaluados fueron los siguientes: Tratamiento
1: Técnica descrita por Yoshida et al. (1995).
Tratamiento 2: Técnica descrita por Penacino
(1997). Tratamiento 3: Técnica rapida descrita
por Penacino (1997). Para la cuantificacion del
ADN se utilizd el método de absorcion de luz
ultravioleta: Se efectud a partir de diluciones
1/200 a 1/500 en agua destilada, para deter-
minar la absorcién de luz UV a las longitudes
de onda 230, 260 y 280 nm en un espectro-
fotometro. Las relaciones 260/280 y 260/230
permitieron detectar la presencia de posibles
contaminantes en las muestras. Se calcula el
contenido de ADN asumiendo que una unidad
de absorbencia a 260 nm equivale a 50 pg/ml
de ADN doble cadena. Por otro lado, se procedid
a verificar la calidad de la extraccion del ADN de
las muestras, en gel de agarosa al 0.8% (0.24
g de agarosa y 30 ml de buffer TBE 1X (Tris
Borato-EDTA)), por medio de una electroforesis,
utilizando una camara modelo horizon 58 (Life
Technologies®). En cada pozo se depositd un
volumen final de 5 pl (2 pl de colorante Naranja
G y 3 pl de ADN), usando como buffer de co-
rrida TBE. Las condiciones de la electroforesis
fueron de 40 minutos a 86 voltios. Transcurrido
dicho tiempo los geles se tifieron con bromuro



de etidio a una concentracion final de (1 pg/ml)
durante 30 minutos. Los resultados fueron eva-
luados en el fotodocumentador (Modelo Gel Doc
2000, Marca Bio Rad) de luz ultravioleta (UV)
y se capturaron las imagenes por computadora
en el programa Quantitvone, para la evaluacion
de la calidad y calidad del ADN. A las variables
evaluadas se les realizd un analisis descriptivo
(Steel, Torrie & Dickey, 1997).

RESULTADOS Y DISCUSION

El tiempo de ejecucion para tratamiento dos fue
940 min, seguido del tratamiento uno y tres con
825 y 100 min, respectivamente. En la figura
uno se aprecia la calidad del ADN extraido. En
los carriles 5, 11 y 17 se utilizaron 0.5 mL, en
los carriles 6, 12 y 18 se utilizd 0.25 mL, en el
resto de los carriles se utilizaron 1.0 mL. En
los carriles donde se utilizaron 0.25 y 0.5 mL
se observa buena calidad del ADN. Del Valle,
Rodriguez y Espinoza (2004) mencionan que la
diferencia en la cantidad y calidad de ADN ob-
servada en algunas extracciones podria deberse
a la presencia de ARN. El tratamiento tres en los
carriles 13, 14, 15y 16 no se observo ADN, esto
posiblemente debido a la cantidad de muestra
utilizada, y al poco tiempo empleado para que
se llevara a cabo la lisis celular ya que este pro-
tocolo Unicamente considera 20 minutos en in-
cubacién a 60°C. Becton, Dickinson & Company
(2008), y Durviz, (2008) mencionan que la baja
o nula cantidad de ADN o lisis celular incompleta
obtenida de algun protocolo, en algunas ocasio-
nes se debe al exceso de muestra utilizado, por
lo que es recomendable utilizar menor cantidad
o prolongar el tiempo de incubacion en el paso

Figura 1. Electrooresis en gel de agarosa (0.8%) del ADN extraido con los diferentes protocolos. Carriles 1 al 6, tratamiento

correspondiente a la lisis. Las bandas de ADN
observadas en los carriles 5, 11, 17 y 6, 12, 18,
indican una desproteinizacion aceptable, esto de-
bido a la mejor relacion solucién de lisis y canti-
dad de muestra utilizada. Cattaneo et al. (1997),
y Buttler, (2001) mencionan que una técnica que
permite extraer el ADN de un medio que conten-
ga contaminantes es mucho mas prometedora
que un método que busque extraer los conta-
minantes de la preparacion. El extraer el ADN
con un protocolo o método adecuado minimi-
za los problemas de contaminacion puesto que
no se requiere extraer todo el ADN alli presente
sino obtenerlo en una cantidad y calidad sufi-
ciente, sobre todo cuando éste va a ser utilizado
para pruebas moleculares. La remocion de los
contaminantes del extracto es usualmente una
tarea dificil que con frecuencia lleva a la inhi-
bicién de las reacciones o errores en la amplifi-
cacion (Buttler, 2001). Tratandose de métodos
fendlicos de desproteinizacién, la no remocion
adecuada de proteinas en los extractos para la
obtencion de ADN es un indicador de deficiencia
en el procedimiento (Maniatis, 1982).

CONCLUSIONES

Con base en estos resultados se concluye que:
el tratamiento tres utiliza menos tiempo para
su ejecucion, por lo que puede emplearse en
la extraccién del ADN de semen congelado de
bovinos. La cantidad de muestra a utilizar debe
ser de 0.25 a 0.5 mL del contenido de la paijilla,
es decir una o dos pajillas de semen congelado
de ¥4 mL. No se recomienda utilizar dos 0 mas
pajillas de 2 mL por muestra con ningun proto-
colo de los aqui evaluados.

uno, 7 al 12, tratamiento dos y 13 al 18, tratamiento tres.
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