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RESUMO

A utilizacdo de ferramentas moleculares na identificacdo do sexo genético permite ao
produtor um melhor planejamento reprodutivo, elevando o valor dos animais avaliados
e facilitando a coordenagdo de acdes que visem racionalizar producdo e lucratividade.
Objetivou-se com o presente estudo determinar métodos que permitam a identificacio
do sexo genético das espécies caprina e ovina, utilizando diferentes concentracdes de
DNA (150, 100, 50, 1, 0,5, 0,2 e 0,1ng) extraido de sangue de ambos os sexos, como
uma possibilidade de aplicagdo em exames embriondrios pré-implantacionais, sexagem
espermadtica e identificagdo do sexo em animais pseudo-hermafrotidas. Foram realizadas
reacOes em cadeia da polimerase (PCR) multiplex para o gene SRY (116pb) encontrado
no cromossomo Y, para o gene Aml-X (300pb) encontrado no cromossomo X, além das
seqiiéncias correspondentes aos genes ZFX/ZFY que conttm 445 e 447pb
respectivamente. A utilizacdo destes métodos apresentou acurdcia de 100% nas
amostras de sangue caprino e ovino, com eficiéncia em quantidades de DNA de até
0,2ng (SRY e Aml-X) e 1,0ng (SRY e ZFX/ZFY), o que sugere a viabilidade da técnica

para determinagdo sexual embriondria destas espécies.
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ABSTRACT

The use of molecular biology in animal reproduction to identifying the sex genetic
allows the producer has better reproductive planning, facilitating the coordination of
actions aimed at rationalizing production and profitability. The objective of this study
was to determine methods for the identification of the sex of the goats and sheep, using
different concentrations of DNA (150, 100, 50, 1, 0.5, 0.2 and 0.1 ng) extracted from
blood of both sexes, as a possibility for application in sexing embryos pre-implantating,
sperm and animals pseudo-hermaphrodites. It was performed polymerase chain reaction
(PCR) multiplex for the SRY gene (116bp) found in the Y chromosome, the gene for
Aml-X (300pb) found on the X chromosome, in addition the sequences corresponding
to genes ZFX / ZFY containing 445 and 447bp respectively. The use of these methods
presented showed accuracy of 100% in samples of blood goat and sheep, in low
concentrations, at least 0.2ng (SRY/Aml-X) and 1.0ng (SRY/ZFXZFY), which suggests

the feasibility of the technique for determining sexual in these species.
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1 INTRODUCAO

A caprinovinocultura representa um grande potencial para o desenvolvimento
socioeconomico do pais, no entanto. A organizacdo do setor produtivo e a adogdo de
tecnologias que possam contribuir para a melhoria da produtividade dos rebanhos s@o fatores
importantes para acelerar o crescimento desta atividade. Um dos marcos na andlise de DNA
nas areas bioldgicas, entre elas a Medicina Veterindria, foi o desenvolvimento da técnica de
PCR (Polymerase Chain Reaction - reagdo em cadeia da polimerase). Como conseqiiéncia do
desenvolvimento desta técnica é atualmente possivel realizar diversos tipos de diagnésticos,
entre eles a investigag@o de paternidade, deteccdo de doencas genéticas e infecciosas, além da
identificacdo do sexo genético. Considerando a pouca quantidade de material bioldgico
disponivel, para pesquisar o sexo em embrides ou espermatozdides, é necessario estabelecer
um protocolo que seja seguro, com alta acuricia e que possa ser utilizado com a menor
concentragdo de DNA possivel. O DNA sangiiineo é facilmente obtido e pode ser utilizado
neste estudo, principalmente devido ao fato do sexo dos animais ser conhecido, sem necessitar
de contraprova para os testes. A utilizacdo de ferramentas moleculares na sexagem
embriondria ou espermdtica permite ao produtor um melhor planejamento tanto para adquirir
quanto para comercializar animais do préprio rebanho, podendo, na dependéncia do resultado,
elevar ou diminuir o valor dos animais avaliados e facilitar a coordenagdo de a¢des que visem
racionalizar producdo e lucratividade. Este trabalho foi realizado com o objetivo de
determinar a menor concentragdo de DNA que pode ser utilizada para amplificar regides dos

genes SRY, Aml-X, ZFX/ZFY em ovinos e caprinos.

2 REVISAO DE LITERATURA

A exploracdo comercial de pequenos ruminantes domésticos pode contribuir para o
desenvolvimento socioecondmico do Pais, desde que realizada de forma racional. A
populacdo brasileira caprina no ano de 2005 era de 10.306.722 cabecas, sendo que 9.542.910
deste efetivo estd localizado na regido Nordeste com 1.601.522 no Estado de Pernambuco. O
rebanho ovino no Brasil possuia 15.588.041 sendo 9.109.668 na regido Nordeste, dos quais
1.067.103 em Pernambuco (IBGE, 2006).

Apesar das limitacOes existentes, tem havido uma crescente demanda por parte da
iniciativa privada, por biotécnicas da reprodugdo que visem a produtividade e a rentabilidade

dos rebanhos e das unidades produtivas, agregando valor ao seu produto. Ressalte-se que a
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organizagdo e gestdo da atividade, em consonancia com os principios do agronegdcio e o uso
de tecnologias, em regides subdesenvolvidas ou em desenvolvimento, sdo muitas vezes
penalizadas pela limitada capacidade de investimento do produtor, pelo baixo nivel de
aceitacdo e de adog@o de tecnologias, bem como pelo pouco grau de instrugdo do cliente a ser
beneficiado (SALLES et al., 2002).

Uma das primeiras biotécnicas desenvolvidas e disponiveis aos produtores foi a
inseminacdo artificial (IA) que se constitui, sem ddvida, na ferramenta mais expressiva para a
melhoria do pontencial reprodutivo do rebanho. Além da IA, a transferéncia de embrides
(TE), veio contribuir para melhorias do potencial produtivo (GONZALES e OLIVEIRA,
1991), permitindo a multiplicacdo rdpida de individuos geneticamente superiores dentro de
uma raga, favorecendo também, a reducdo do intervalo entre geracdes por possibilitar a
obtencdo de embrides de fémeas doadoras jovens, até mesmo puiberes, como descrito por
Majumbar et al. (1990) e Salles et al. (1998, 2000), na espécie caprina.

Com o desenvolvimento da TE, técnicas de criopreservagdo foram desenvolvidas para
conservagdo por tempo indeterminado, mantendo-se a viabilidade do embrido pds-
descongelagdo, o que favorece a importagcdo e exportacdo de germoplasmas, dispensando o
transporte de animais e o periodo de quarentena, o que significa reducio nos custos e riscos na
aquisicdo de reprodutores. Além disso, destacam-se: a possibilidade da transferéncia de
embrides para fémeas em estro natural, sem a necessidade de sincronizagéo artificial do estro
e da ovulag@o da receptora; a preservacido de embrides colhidos excedentes ao nimero de
receptoras sincronicas; a adequagdo da época de partos, independentemente da data da
colheita de embrides; a formacdo de banco de germoplasma, objetivando a preservacdo de
espécie e/ou raga em perigo de extin¢do e a comercializacdo, o transporte e disseminagdo de
material genético entre produtores, regides e paises, com o minimo de risco de introducdo
e/ou disseminacdo de doengas (SIMPLICIO et al., 2002).

O Brasil, especialmente a regido Nordeste tem realizado importagdes de significativo
nimero de embrides congelados, ndo s6 de caprinos, como também de ovinos, de ragas
especializadas para corte, provenientes da Africa do Sul (GUSMAO et al., 2003). Sendo os
machos com maior capacidade de ganho corporal e os que sdo destinados ao abate para
obtencdo de carcaca, o ideal, para a compra dos embrides ou doses de s€men, seria saber com
antecedéncia qual o sexo do produto.

A partir de 1910, com a descoberta dos cromossomos sexuais (X e Y), a pré-selecdo

do sexo seguiu uma direcdo cientifica, e ao longo dos anos muitos métodos foram testados e
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sugeridos para a identificacdo do sexo genético (JOHNSON, 1994; HOSSEPIAN DE LIMA,

1998).

Em espermatozéides, até o momento, as técnicas que se baseiam na diferenca do
conteido de DNA, entre os espermatozéides X e Y, sdo as Unicas validadas cientificamente e
que podem separa-los eficientemente (JOHNSON, 1994).

A sexagem de espermatozdides, associada a programas de inseminacao artificial ou
fertilizacdo in vitro de embrides, possui um mercado potencial atrativo para bovinos ji que o
Brasil possui o maior rebanho comercial bovino do mundo (196 milhdes de cabecas).
Atualmente, considera-se que o desenvolvimento de uma técnica para a sexagem de
espermatozdides também beneficiard a reprodugdo assistida de espécies de animais
ameacados de extin¢do e animais de companhia (SEIDEL e JOHNSON, 1999). Cendrio este
que justifica a utilizagdo desta biotécnica em pequenos ruminantes.

A andlise da cabeca dos espermatozodides por microinterferometria demonstrou que os
espermatozoéides X contém mais DNA e proteina nuclear que os espermatozdides Y e que esta
diferenca é proporcional a diferenca de massa entre os dois tipos de células. Estimou-se que a
diferenca no conteudo de DNA entre os espermatozdides X ou Y de bovinos resulta em uma
diferenca de densidade de pelo menos 7x10* g/cm’ ou 0,06% da densidade em relagdo a um
espermatozdide X (WINDSOR et al., 1993; CHANDLER et al., 1999). Na tentativa de
separagdo dos espermatozdides X e Y por centrifugacdo em gradiente de densidade utilizou-se
Percoll (BLOTTNER et al., 1993 citados por HOSSEPIAN DE LIMA, 1998), e mais
recentemente, o lodixanol, obtendo-se resultados satisfatérios quanto ao desvio da proporcao
sexual e repetibilidade da técnica (HOSSEPIAN DE LIMA, 1998; HOSSEPIAN DE LIMA et
al., 2000; HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2003).

Em bovinos, desenvolveu-se um processo de separagdao dos espermatozédides X ou Y
em gradientes descontinuos de Percoll com acuidade de cerca de 73%. Quando utilizados para
a producio in vitro de embrides, foram capazes de fecundar 75% dos odcitos, dos quais 30%
desenvolveram-se até o estadio de blastocisto (HOSSEPIAN DE LIMA, 1998; HOSSEPIAN
DE LIMA et al., 2000; HOSSEPIAN DE LIMA et al., 2003). O aprimoramento deste método
de centrifugacdo em gradiente descontinuo de Percoll e Iodixanol, principalmente no que se
refere a reprodutibilidade, poderd facilitar a utilizacio comercial da sexagem de
espermatozoéides de caprinos e ovinos podendo ser utilizada a amplificagdo dos genes SRY,
Aml-X e ZFX/ZFY como controle para essas técnicas.

Dentre as principais técnicas de biologia molecular aplicadas a reproducdo animal, a

sexagem de embrides vem se destacando e tem sido amplamente estudada (SCHORODER et
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al., 1990; PEURA et al., 1991; HOSSEPIAN DE LIMA et al., 1993; APPARAO et al., 1994;

GARCIA, 2001) e utilizada principalmente para fins comerciais (NIVOT e LIEGEOIS, 1991;
THIBIER e NIBART, 1995). Em 1989, foi realizada a primeira sexagem de embrides pré-
implantados em humanos, utilizando a técnica da reagdo em cadeia da polimerase
(Polymerase Chain Reaction — PCR) (HANDYSIDE et al., 1989).

A PCR € o método utilizado para amplificar uma seqiiéncia selecionada de DNA que
permite sintetizar em poucas horas milhdes de cdépias de uma seqiiéncia especifica de
nucleotideos da amostra inicial (SAIKI et al. 1988; CHAMPE ¢ HARVEY, 1997). Como
conseqiiéncia do desenvolvimento desta técnica € atualmente possivel realizar diversos tipos
de diagnosticos, através da andlise do DNA, entre eles a investigagc@o de paternidade, detec¢io
de doencas genéticas e infecciosas, além da identificacdo do sexo de embrides (GARCIA et
al., 2003).

Apesar de invasivo, por requerer uma pequena amostra de células do embrido, a
sexagem por PCR foi o primeiro diagndstico pré-implantacional a ser realizado correntemente
em embrides bovinos. Esta técnica possibilitou a identificagdo do sexo embriondrio com alta
especificidade (100%) e sensibilidade (entre 95 e 100%) (AASEN e MEDRANO, 1990;
HERR et al., 1990; SCHORODER, et al., 1990; HERR e REED, 1991; PEURA et al., 1991;
BONDIOLI, 1992; UTSUMI et al.,1992; KIRKPATRICK e MONSON, 1993; GARCIA et
al., 1997).

Os métodos mais conhecidos envolvem a visualizacdo de cromossomos sexuais a
partir da realizacdo do caridtipo (citogenética), ou a detec¢do de uma seqiiéncia de DNA
especifica do cromossomo Y, apds amplificacdo por PCR (LUZ et al., 2000).

O gene SRY (regido sexo determinante do cromossomo Y), que € localizado préximo
a regido pseudo-autossdmica na por¢do distal do braco curto do cromossomo Y, foi
descoberto como sendo o regulador da formacdo de estruturas macho-especificas por
Goodfellow et al. (1990). O SRY € um dos genes especificos para determinagdo sexual por
codificar a enzima P459 aromatase e a substancia inibidora de Miiller (MIS). A P45 aromatase
catalisa a conversdao de testosterona para estradiol que, no embrido masculino, tem sua
expressdo reduzida. Reciprocamente, a MIS é expressa no embrido macho para induzir a
diferenciacdo testicular e regressao das estruturas femininas (HAQQ et al., 1993).

Sdo conhecidos vérios outros genes importantes para determinacdo sexual dos
mamiferos, como SOX9, AMH, WTI, SF1, DAX1 e DMRT]1, por exemplo. Andlises destes

genes em humanos, usando ensaios in vitro com cobaias, revelaram que a determinacido do
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sexo € o resultado da interferéncia conjunta desses genes, onde a expressdo de cada um resulta
na determinacdo sexual, variando entre os vertebrados, mas tendo sua seqiiéncia e modo de
expressdo conservados (MORRISH e SINCLAIR, 2002).

O gene amelo (AML gene) existente tanto no cromossomo X quanto no Y, também foi
usado para identificar o sexo em bovinos (ENNIS e GALLAGHER, 1994) e em humanos
(SULLIVAN et al., 1993). O polimorfismo observado entre o cromossomo X e Y para ovelha
e o veado europeu evidenciaram resultados homdlogos para as seqiiéncias do gene Aml-X de
96% e 97% e para o Aml-Y de 86% e 90%, para ovelha e veado, respectivamente (PFEIFFER
e BRENIG, 2005).

Bredbacka et al. (1995) utilizaram oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos
das regides ZFX e ZFY para a identificagdo sexual em embrides bovinos, realizando a PCR-
RFLP (restriction fragment length polymorphism) com a enzima Pst I que cliva o produto
correspondente ao cromossomo Y (ZFY) em dois fragmentos, contendo 344pb e 103pb cada,
permanecendo o ZFX sem alteracdes. Pomp et al. (1995) ao estudarem a identificacio sexual
de mamiferos através de PCR utilizaram os genes ZFX/ZFY como controle positivo e dois
desenhos de primers do SRY para pesquisa desta regido do cromossomo Y, obtendo
resultados positivos nas espécies estudadas, entre elas, caprinos e ovinos. J4 Gutiérrez-Adan
et al. (1997) usaram as regides ZFX/ZFY como controle positivo para testar o marcador
UcdO43 em embrides ovinos.

Em 1997, Makondo e colaboradores recorreram ao NESTED-PCR, o que consiste em
uma dupla amplificagdo, sendo a primeira com primers ZFX/ZFY (foward e reverse) e a
segunda com primers especificos para ZFX e para ZFY, visualizando o produto sem utilizar
enzimas de restricio. A enzima Sac I foi utilizada em protocolos de NESTED-PCR de
primers ZFX/ZFY por Kochhar et al. (2000) e El-Gayar e Holtz (2005).

Com relacdo a eficdcia da sexagem embriondria por intermédio da PCR, um total de
110 embrides Bos taurus e Bos indicus foi submetido 2 micromanipula¢do para amostragem
embriondria, tendo sido alcancado um indice de 89,8% de amplificacdes. A acuidade da
técnica foi avaliada por meio de exame ultra-sonografico das 44 prenhezes obtidas, realizado
aos 55 dias pods-transferéncia, onde foi observada uma confirmagdo de 100% de sexagem
correta (GARCIA, 1995).

Em ovinos, foram realizadas bidpsias de embrides produzidos através de fertilizacao in
vitro para a realizacdo de sexagem e em seguida a transferéncia destes embrides. Foi obtida
uma taxa de prenhez de 60% com uma taxa de sobrevivéncia embriondria de 33%, mas a

sexagem por PCR esteve correta em 100% dos carneiros nascidos (KOCHHAR, et al., 2000).
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Em 2005, El-Gayar e Holtz dissecaram a zona peldcida de 24 embrides caprinos e
coletaram 5 a 10 blastdmeros através de micromanipulacio, os quais tiveram seu DNA
extraido e amplificado por PCR, a sexagem foi correta em 21 (88%) embrides, pois houve a
formacdo de bandas inespecificas em dois embrides e no terceiro, o nimero de células do
trofoblasto foi insuficiente devido a perdas ocorridas na manipulacao.

A coleta de amostras embriondrias € uma técnica bastante delicada, pois pode
comprometer a sua viabilidade, assim, muitos estudos foram conduzidos sem uma contra-
prova do resultado obtido. Pomp et al. (1995) identificaram o sexo de embrides em suinos,
bovinos, caprinos, ovinos, humanos, eqiiinos, caninos, ratos, entre outras espécies, utilizando
a técnica de PCR com acurdcia de 100%. Luz et al. (2000) utilizaram embrides bovinos
inteiros para realizacdo de sexagem por meio da PCR e obtiveram uma taxa de 93,47% de
amplificacdes.

Um outro método utilizado para sexagem de embrides a partir de bidpsias é a
citogenética, que ¢ um método de visualizacdo dos cromossomos metafasicos do niicleo e
identificacdo do sexo genético apés visualizacdo do par sexual através de coloracdes
convencionais (Giemsa, Orceina Acética, reativo de Schiff, hematoxilina/eosina, etc.)
(GUERRA, 1988). A andlise citogenética foi a primeira técnica pela qual se obtiveram
nascimentos de coelhos, bezerros e cordeiros sexados (BETTERIDGE, 1989).

Embora apresente boa exatiddo, atualmente esta técnica é pouco usada devido a sua
baixa efici€ncia, que varia de 30% (COTINOT et al., 1991) a 70% (VAN VLIET et al., 1989)
decorrente da necessidade de um alto nimero de células em divisdo (10-15) e ao tempo
relativamente longo para fazer a sexagem (9 a 14 horas para 12 a 15 embrides). Porém, pela
sua precisdo (normalmente de 100%) esta técnica é valiosa e continuard sendo usada como
método controle para testar a exatiddo de outros métodos de sexagem (VAN VLIET et al.,
1989).

Entre as técnicas utilizadas para sexagem de embrides, como a cariotipagem ou cultivo
de embrides com anticorpos anti-H-Y (AVERY, et al., 1992; GARCIA, 2001; HOSSEPIAN
DE LIMA et al., 1993), a PCR destaca-se por ser a Gnica que tem a possibilidade de 100% de
acuricia na identificacdo do sexo (APPARAO et al., 1994), além de ser bastante rapida
(SCHORODER et al., 1990), conferindo resultados de sexagem em até 5 horas ap6s a biopsia
embriondria sem necessidade de congelacdo do embrido (THIBIER e NIBART, 1995).

Existem varios estudos que utilizam DNA gendmico tendo o sangue como fonte de
extracdo. Gutiérrez-Adan et al. (1997) e Phua et al. (2003) utilizaram DNA a partir de

amostras sangiiineas para a realizagdo de pesquisa sobre sexagem em ovinos € em caprinos,
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respectivamente. Dentre os métodos usualmente empregados na extracdo de DNA, o brometo
de cetil-trimetil amonio (CTAB) € muito aplicado em tecidos vegetais e a outros materiais
biolégicos como sémen, sangue, foliculo piloso e tecidos organicos (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998; SOLLERO et al., 2004), constituindo assim alternativa pratica e

vidvel em laboratérios de biologia molecular.

A amplificacdo de genes que possam identificar o sexo do individuo também
representa uma ferramenta molecular para a descoberta do sexo genético em individuos
pseudo-hermafroditas ou em casos de insensibilidade completa aos andrégenos como exposto

por Corréa et al. (2005).
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CAPITULO 1

IDENTIFICACAO DO SEXO UTILIZANDO A TECNICA DE PCR COMO POSSIVEL
METODO DE APLICACAO A EMBRIOES CAPRINOS E OVINOS ATRAVES DA
AMPLIFICACAO DOS GENES SRY E AML-X
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METODO DE APLICACAO A EMBRIOES CAPRINOS E OVINOS ATRAVES DA
AMPLIFICACAO DOS GENES SRY E AMELO-X *

Edivaldo Rosas dos SANTOS JUNIOR?, Arthur Nascimento de MELO?, Manoel ADRIAQ",
Aurea WISCHRAL®
* Programa de P6s-graduagido em Ciéncia Veterindria, UFRPE. edivaldorosas @ gmail.com
® Prof. Adjunto, Depto de Morfologia e Fisiologia Animal, UFRPE.
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UFRPE, Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n CEP - 52171-900, Recife, Pernambuco, Brasil

RESUMO

Dentre as principais técnicas de biologia molecular aplicadas a reproducdo animal, a
sexagem de embrides vem se destacando e tem sido amplamente estudada e utilizada
principalmente para fins comerciais. Objetivou-se com o presente estudo determinar um
método através do qual fosse possivel a identificacdo do sexo genético das espécies caprina e
ovina, utilizando diferentes concentracdoes de DNA extraido de sangue de ambos os sexos,
como uma possibilidade de aplicacdo em exames embriondrios pré-implantacionais. Foram
realizadas reacdes em cadeia da polimerase (PCR) multiplex para o gene SRY (116pb)
encontrado no cromossomo Y e para o gene Aml-X (300pb) encontrado no cromossomo X. O
uso desta técnica apresentou acurdcia de 100% nas amostras de DNA sangiiineo de caprino e
ovino, com a quantidade minima de 0,2ng de DNA, o que sugere a viabilidade da técnica para
identificacdo sexual embriondria destas espécies.

Palavras-chaves: sexagem, extracdo, multiplex, pequenos ruminantes.

SUMMARY

Polymerase chain reaction is the most sensitive, accurate, rapid and reliable method at
date for sex determination. In this study, a PCR-based sex determination method for potential
application in small ruminant was developed. Primers were designed to amplify a portion of
the X amelogenin gene (Aml-X) on the chromosome X to give a 300bp product and SRY

gene on the Y chromosome to give a 116bp product. PCR was performed using different

* Formatado conforme a revista Ciéncia Animal Brasileira
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concentrations of DNA extracted from blood of male and female caprines and ovines. The
multiplex reaction showed 100% concordance in both species, and was possible amplify of
0.2ng of DNA at least.

Key words: small ruminants, sex determination, multiplex.

INTRODUCAO

Dentre a aplicagdo de novas tecnologias, a andlise de DNA tem se intensificado
bastante nos ultimos anos, e o desenvolvimento do método de reacdo em cadeia da polimerase
(Polymerase Chain Reaction - PCR) tem sido largamente empregado nas dreas bioldgicas. Na
reproducdo animal, a rea¢do em cadeia da polimerase oferece a possibilidade da identificar o
sexo da descendéncia oferecendo vantagens de ordem pratica e econdmica para a industria de
produgdo animal (BONDIOLI, 1992).

A descoberta da técnica da PCR por SAIKI et al. (1988) motivou os primeiros estudos
direcionados a identificacdo do sexo de embrides bovinos (SCHORODER et al.,1990; HERR
e REED, 1991) visando sua exploracdo comercial (THIBIER e NIBART, 1995).

O uso da PCR para identificacdo do sexo de embrides baseia-se na multiplicagdo
artificial de pequenas regides conhecidas de DNA, exclusivas do cromossomo Y,
potencialmente presentes nas células da amostra. O propésito de multiplica-las objetiva torna-
las facilmente detectdveis por meio de um corante fluorescente para DNA. A multiplicacdo é
obtida usando uma enzima polimerase e um par de oligonucleotideos iniciadores (primers)
(BONDIOLI, 1992).

Os segmentos alvos de amplificacdo para determinacio de fragmentos cromossdmicos
especificos incluem o SRY, que estd localizado na fragdo longa do brago do cromossomo Y, e
0o Aml-X encontrado no cromossomo X. A possibilidade de uma amplificacdo simultinea de
seqiiéncias correspondentes de ambos 0s cromossomos permite a sua utilizacdo como método
eficiente e reproduzivel de se identificar o sexo através do uso de PCR (PHUA et al., 2003).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de identificar a menor concentracido de
DNA que pode ser utilizada em PCR multiplex para a sexagem usando os genes SRY e Aml-
X, além de testar a aplica¢do desta técnica em ovinos, com os mesmos primers especificos

para caprinos.

MATERIAIS E METODOS

Amostras de sangue e extragdo de DNA
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O sangue foi obtido de animais SRD oriundos de abatedouro privado no municipio de
Igarassu — PE. Foram coletadas amostras de 40 animais de cada espécie, sendo 20 machos e
20 fémeas em tubos contendo EDTA.

As andlises de DNA foram realizadas no Laboratério de Fisiologia Animal Molecular
Aplicada — FAMA/DMFA/UFRPE. O DNA foi extraido utilizando CTAB (Brometo de
etiltrimetilamonio)' a 10% segundo SOLLERO et al. (2004) modificado. Neste procedimento
foram utilizados 200ul de sangue total adicionados a 500ul da solucdo de CTAB a 10% que
foram homogeneizados, postos em banho-maria a 65° C por 60 minutos e centrifugados a
15.800g por 10 minutos. Apds esse periodo o sobrenadante foi transferido para um novo tubo
contendo 500 pl de cloroférmio” : dlcool isoamilico® (24:1), homogeneizados e centrifugados
a 15.800g por 15 minutos. Logo apds essa etapa o sobrenadante foi transferido para outro tubo
contendo 250 pl de isopropanol4 e mantido em freezer a -20° C por 30 minutos, em seguida
centrifugado a 15.800g por 30 minutos, descartado o sobrenadante e o precipitado de DNA,
formado no interior do tubo, lavado com 1ml de etanol a 70 e a 100% em centrifugacdes de
15.800g por dois minutos. Apds essa etapa o sedimento foi secado em temperatura ambiente,
ressuspendido com &4gua ultra-pura e armazenado em freezer -20° C até o momento da

amplificacdo.

Quantificacdo e Amplificagdo do DNA

As amostras de DNA foram quantificadas em espectrofotdmetro’ (a 260-280 nm) e
com base nas concentracdes obtidas, as amostras foram diluidas para conter 100, 50, 01, 0,5,
0,2 e 0,Ing de DNA para cada pl de dgua ultra-pura.

No processo de PCR, foram amplificadas as seqii€ncias correspondentes ao genes
SRY e AmI-X (PHUA et al., 2003). Para cada amostra, a PCR multiplex foi realizado em um
volume final de 25ul contendo 1,5mM de MgCl,, 10pmoles de cada primer, 200uM de cada
dNTP, 1U de Taq—polimerase6, tampao 1X PCR (20mM de Tris-HCI pH 8.4, S0mM de KClI,
2mM de MgCl,), 1,0uL. de DNA e completado o volume com agua ultra-pura.

O protocolo de amplificagdo consistiu em uma desnaturacdo inicial a 94°C por 5
minutos, seguida de 34 ciclos de 94°C por 45 segundos, 58°C por 45 segundos e 72°C por um

minuto; com uma extensdo de 72°C por 7 minutos no final do ciclo (PHUA et al., 2003). Nas

' Vetec Quimica Fina LTDA.

% Merck KGaA.

® Merck KGaA.

* Merck KGaA.

® Eppendorf Mastercycler personal.
® Ludwig Biotec.
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amostras de ovinos foi utilizado o mesmo protocolo supracitado, com modificagio na
concentragdo do MgCl, para 3mM.

Os produtos de amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 2%,
corado com Brometo de etideo, visualizados em transluminador UV e comparados com

marcador de 50pb DNA ladder (Invitrogen, USA).

Seqiiéncia dos oligonucleotideos

Os primers utilizados neste experimento seguiram o desenho de PHUA et al. (2003)
Aml-X Jorward: 5 CAGTAGCTCCAGCTCCAGCT 3, reverse: 5
GTGCATCCCTTCATTGGC 3’; SRY forward: 5> ATGAATAGAACGGTGCAATCG 3,
reverse: 5> GAAGAGGTTTTCCCAAAGGC 3’, onde a seqiiéncia correspondente ao gene
SRY apresenta produto com 116pb e a do Aml-X apresenta 300pb.

RESULTADOS

Apés a extragdo de DNA, a quantificacio das amostras apresentou variadas
concentragdes, sendo submetidas as dilui¢des com o objetivo de estabelecer um gradiente no
qual fosse possivel identificar a menor concentragio de DNA em que a técnica testada
apresentasse eficiéncia na sexagem.

Os produtos obtidos pela amplificacio das seqiiéncias correspondentes aos genes SRY
e Aml-X apresentaram tamanho de 116pb e 300pb respectivamente. As amostras oriundas de
machos caprinos apresentaram duas bandas, as quais correspondem uma ao segmento sexual e
a outra ao controle, enquanto as fémeas caprinas apresentaram apenas a seqiiéncia controle na
PCR multiplex. As amostras obtidas de ovinos adultos ndo apresentaram distingdo dos
produtos da amplificacio do DNA caprino.

As amostras de animais machos da espécie caprina apresentaram bandas mais fracas
quando comparadas as fémeas da mesma espécie, fato que pode sugerir uma interferéncia na
amplificacdo dos produtos relativos ao gene SRY (Figura 1A), resultado diferente do

encontrado em ovinos (Figura 1B).
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A

Figura 1 - Produtos de PCR, a partir de amostras com 100ng de DNA, apresentando as bandas correspondentes
ao Aml-X (300pb) e ao SRY (116pb), sendo as amostras 1, 2, 3 e 4 as fémeas e 5, 6, 7 e 8 os machos. A —

espécie caprina. B — espécie ovina.

As amostras com 0,Ing de DNA ndo obtiveram produto de amplificacio
correspondente ao gene SRY, porém o Aml-X ainda continuou a ser visualizado nesta

concentracdo em ambas as espécies (Figura 2).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 2 — Produtos de amplificacdo, a partir de amostras com 0,1 ng de DNA, dos genes Aml-X (300pb) com
auséncia do SRY (116pb), sendo as amostras 1, 2, 3, e 4 fémeas ovinas; 5, 6, 7 ¢ 8§ machos ovinos; 9, 10, 11 e 12

fémeas caprinas e 13, 14, 15 e 16 machos caprinos.

DISCUSSAO

O recurso da reagdo em cadeia da polimerase para fins reprodutivos encontra-se
amplamente difundido e vem apresentando resultados positivos em vdarias espécies de
mamiferos explorados comercialmente segundo BONDIOLI (1992). Este cendrio mundial

tem impulsionado a utilizacdo da biologia molecular na reproducdo animal, como uma

300pb
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alternativa de incrementar a produtividade e aproveitar todos os beneficios que uma sexagem
embriondria possa acarretar ao criador.

A extracdo de DNA a partir de sangue total utilizando modifica¢des no protocolo de
SOLLERO et al. (2004) com CTAB a 10% apresentou o resultado esperado. O CTAB é muito
aplicado em tecidos vegetais e em outros materiais bioldgicos como sémen, sangue, foliculo
piloso e tecidos orginicos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998), constituindo assim
alternativa pritica e vidvel para extracdo de DNA sangiiineo em laboratérios de biologia

molecular.

Esta pesquisa demonstrou a acuricia e a reprodutibilidade da técnica de PCR
multiplex na identificacdo do sexo genético na espécie caprina, além de configurar uma
possivel aplicagdo para diagndstico embriondrio pré-implantacional como descrito por PHUA
et al. (2003). A utilizacdo deste método em DNA ovino extraido de sangue total demonstrou
igual sucesso, apesar das modificacdes na concentracio de magnésio (1,5mM, 2,0 mM,
2,5mM, 3,0mM, 3,5mM e 4,0mM de MgCl,) realizadas no decorrer do experimento, sendo
3,0mM a concentragdo com melhor resultado. Este resultado sugere a homologia entre ovinos
e caprinos no que diz respeito aos genes SRY e Aml-X, uma vez que a mesma seqiiéncia de
oligonucleotideos foi eficiente para amplificar os genes nas duas espécies estudadas.

No presente estudo, nas amostras de DNA com concentragdes superiores a 0,2ng foi
possivel a amplificacio dos genes Aml-X e SRY. As amostras com 0,1ng apresentaram
produto correspondente ao Aml-X, porém sem SRY, divergindo assim de PHUA et al. (2003)
que ndo conseguiram amplificacdo do Aml-X em quantidade abaixo de 0,2ng de DNA.

As amostras do sexo masculino apresentaram uma interferéncia aparente, sob a forma
de bandas fracas, do oligonucleotideo autossomico na amplificacdo do gene encontrado no
cromossomo Y em concentracdes de DNA menores ou iguais a 100ng em caprinos, porém em
ovinos esta interferéncia sé pode ser constatada em concentragdes abaixo de 0,2ng. Estes
achados contrariam os de PHUA et al. (2003) que ndo encontraram esta suposta interferéncia
ao trabalhar com SRY e Aml-X em DNA sanguineo de caprinos .

A situagdo atual da sexagem embriondria em bovinos confere boas expectativas na
implementagdo da técnica em caprinos e ovinos no que diz respeito ao aspecto cientifico e ao

seu aproveitamento comercial.
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CONCLUSAO

A realizacdo de PCR multiplex para identificacio sexual em pequenos ruminantes é de
facil execugdo e de alta acurdcia, o que sugere uma possibilidade de aplicagcdo em amostras
com baixa concentragdo de DNA como bidpsia embriondria. Desta forma, esta ferramenta
molecular poderd trazer beneficios ao criador e ao melhoramento genético deste segmento

produtivo.
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METODO PARA SEXAGEM DAS ESPECIES CAPRINA E OVINA UTILIZANDO PCR
NA AMPLIFICACAO DAS SEQUENCIAS REFERENTES AO SRY E ZEX/ZFY
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RESUMO

O avango da caprinovinocultura tem impulsionado o surgimento de ferramentas
moleculares que venham a aperfeicoar o manejo reprodutivo e aumentar a produtividade deste
segmento da pecudria. Objetivou-se com o presente estudo determinar um método através do
qual seja possivel a identificagdo do sexo genético das espécies caprina e ovina, utilizando
diferentes concentracdes de DNA extraido de sangue de ambos os sexos. Foram realizadas
reacdes em cadeia da polimerase (PCR) multiplex com o gene SRY (116pb) encontrado no
cromossomo Y e as regides ZFX/ZFY (445/447pb) foram utilizadas como controle. O uso
desta técnica apresentou acuridcia de 100% nas amostras de sangue caprino e ovino, em
quantidade minima de 1ng de DNA, o que sugere a viabilidade da técnica para identificacio
sexual destas espécies.

Palavras-chaves: sexagem, extracdo, multiplex, pequenos ruminantes.

SUMMARY

The progress of small ruminant livestock has driven the emergence of molecular tools
that will improve the reproductive management and increase the productivity of this segment.
The objective of the present study was to determine a method by which it is possible to
identify the sex of the caprine and ovine species, using different concentrations of DNA
extracted from blood of both sexes. Were performed polymerase chain reaction (PCR)
multiplex with the gene SRY (116bp) found in the chromosome Y and ZFX / ZFY
(445/4477bp) were used as control. This technique presented accuracy of 100% in blood

* Formatado conforme a revista Ciéncia Animal Brasileira
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samples of goats and sheep, contend Ing of DNA, which suggests the feasibility of this

method for determining sex of both species.

Key words: small ruminants, sex determination, multiplex.

INTRODUCAO

A caprinocultura, bem como a ovinocultura, representa um grande potencial para o
desenvolvimento socioecondmico do Pafs, no entanto, a organiza¢do do setor produtivo e a
adoc¢do de tecnologias que possam contribuir para a melhoria da produtividade dos rebanhos
sao fatores importantes para acelerar o crescimento desta atividade.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é o método utilizado para amplificar uma
seqiiéncia selecionada de DNA que permite sintetizar em poucas horas de milhdes de cépias
de uma seqiiéncia de nucleotideos especifica, podendo amplificar a seqiiéncia-alvo com
menos de uma parte em um milhdo da amostra inicial (CHAMPE e HARVEY, 1997). Como
conseqiiéncia do desenvolvimento desta técnica € atualmente possivel realizar diversos tipos
de diagnésticos, entre eles a investigacdo de paternidade, deteccdo de doengas genéticas e
infecciosas, além da identificacdo do sexo, tudo isso através da andlise do DNA (GARCIA, et
al., 2003).

BREDBACKA et al. (1995) utilizaram primers que amplificam as regides ZFX e ZFY
para a identificagdo sexual em embrides bovinos, realizando um PCR-RFLP (restriction
fragment length polymorphism) com a enzima Pst I que digere o produto correspondente ao
cromossomo Y (ZFY) em dois fragmentos contendo 344pb e 103pb cada, permanecendo o
ZFX sem alteracdes. POMP et al. (1995) ao estudar a identificacdo sexual de mamiferos
através de PCR utilizaram os genes ZFX/ZFY como controle positivo e dois desenhos de
SRY para pesquisa desta regido do cromossomo Y, obtendo resultados positivos nas espécies
estudadas, entre elas, caprinos e ovinos. Ja GUTIERREZ-ADAN et al. (1997) usaram as
regides ZFX/ZFY como controle positivo para testar o marcador UcdO43 em embrides
ovinos.

Em 1997, MAKONDO e colaboradores recorreram ao NESTED-PCR, o que consiste
em uma dupla amplifica¢@o, sendo a primeira com primers ZEX/ZFY (foward e reverse) e a
segunda com primers especificos para ZFX e para ZFY, visualizando o produto sem utilizar
enzimas de restricdo. A enzima Sac I foi utilizada em protocolos de NESTED-PCR com

primers ZFX/ZFY por KOCHHAR et al (2000) e EL-GAYAR e HOLTZ (2005).
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Com o presente estudo objetivamos testar a eficicia da sexagem por PCR, baseada nos
genes SRY e ZFX/ZFY em sangue de caprinos e ovinos, em diferentes concentracdes de

DNA.

MATERIAL E METODOS

Amostras de sangue e extracdo de DNA

O sangue foi obtido de animais sem raca definida oriundos de abatedouro privado no
municipio de Igarassu — PE. Foram coletadas amostras de 40 animais de cada espécie, sendo
20 machos e 20 fémeas em tubos contendo EDTA.

As anélises de DNA foram realizadas no Laboratério de Fisiologia Animal Molecular
Aplicada — FAMA/DMFA/UFRPE. O DNA foi extraido utilizando CTAB (Brometo de
etiltrimetilamonio)' a 10% segundo SOLLERO et al. (2004) modificado. Neste procedimento
foram utilizados 200ul de sangue total adicionados a 500l da solu¢do de CTAB a 10% em
micro-tubo graduado de 1,5ml, homogeneizados, postos em banho-maria a 65° C por 60
minutos e centrifugados a 15.800g por 10 minutos. Apds esse periodo o sobrenadante
encontrado foi transferido para um novo tubo contendo 500 ul de cloroférmio’ élcool
isoamilico’ (24:1), homogeneizados e centrifugados a 15.800g por 15 minutos, logo apds essa
etapa o sobrenadante foi transferido para outro tubo contendo 250 pl de isopropanol®. A
mistura foi mantida a -20° C por 30 minutos, em seguida centrifugada a 15.800g por 30
minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet de DNA, formado no interior do tubo foi
lavado com 1ml de etanol’ a 70 e a 100% numa centrifugacdo de 15.800g por dois minutos.
Ap6s essa etapa o pellet foi secado em temperatura ambiente, ressuspendido com dgua ultra-

pura e armazenado -20° C até o momento da amplificagdo.

Quantificacdo e amplificagdo do DNA
A quantificacdo das amostras de DNA foi realizada em espectrofotémetro6, a 260-
280nm, e com base nas concentragdes obtidas as amostras foram diluidas em agua ultra-pura

formando grupos de 150, 100, 50, 01, 0.5, 0.2 e 0.1ng/ul.

! Vetec Quimica Fina LTDA.

2 Merck KGaA.

® Merck KGaA.

* Merck KGaA.

® Merck KGaA.

6 Eppendorf Mastercycler personal.
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No processo de PCR, foram amplificadas as seqiiéncias correspondentes ao genes
SRY e ZFX/ZFY. Para cada amostra, o PCR multiplex foi realizado em um volume final de
25ul contendo 1,5mM de MgCl,, 10pmoles de cada primer, 200uM de cada ANTP, 1U de
Taq-polimerase’, tampdo 1X PCR (20mM de Tris-HCI pH 8.4, 50mM de KCI, 2mM de
MgCl,), 100ng de DNA e completado o volume com 4gua ultra-pura.

Os primers de SRY utilizados neste estudo (SRY - forward: 5
ATGAATAGAACGGTGCAATCG 3’; reverse: 5° GAAGAGGTTTTCCCAAAGGC 3°)
foram os mesmo usados por PHUA et al (2003) que trabalharam com SRY e Aml-X em
caprinos.

Os oligonucleotideos combinados para as regides ZFX/ZFY (ZFX/ZFY - forward: 5’
ATAATCACATGGAGAGCCACAAGCT 3’; reverse: 3 GCACTTCTTTGGTATC
TGAGGAAAGT 5°) e os primers especificos para ZFX (ZFX - forward : 5
GACAGCTGAACAAGTGTTACTG 3’; reverse: 3> AATGTCACACTTGAATCGCATC) e
para ZFY (ZFY- forward : 5° GAAGGCCTTCGAATGTGATAAC 3’; reverse: 3’
CTGACAAAAAGGTGGCGATTTCA) foram utilizados por MAKONDO et al. (1997) ao
estudarem o sexo fetal a partir de células oriundas de aspiracdo de liquido aminiético em
bovinos utilizando NESTED-PCR.

O protocolo de amplificacdo consistiu em um ciclo inicial a 95° C por dois minutos,
55° C por um minuto e 72° por dois minutos, seguido de 29 ciclos com 94° C por um minuto,
55° C por um minuto e 72° C por um minuto, com uma extensdo final de nove minutos. Os
produtos foram visualizados em eletroforese com gel de agarose a 2% (Pomp et al., 1995).

As amostras de DNA sangiiineo contendo 0,5ng foram submetidas ao NESTED PCR,
com uma desnaturacdo inicial a 95° C por dois minutos, seguida de 30 ciclos a 95° C por 30
segundos, 52° C por 45 segundos e 72° C por um minuto. A etapa seguinte possui 0s cinco
primeiros ciclos idénticos ao programa inicial, com aumento da temperatura de anelamento
para 60° C nos 25 ciclos restantes (MAKONDO et al., 1997).

Apd6s o NESTED PCR, os produtos da amplificacio foram expostos a enzima de
restricdo Sac I a 37° C por uma hora, no protocolo de RFLP utilizado por EL- GAYAR e
HOLTZ (2005), e depois expostos a 65° por 30 minutos para a completa inativacdo da

enzima.

RESULTADOS

7 Ludwig Biotec
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As amostras de sangue caprino e ovino quando submetidas ao protocolo modificado
de SOLLERO (2004) para extragio de DNA utilizando CTAB a 10% apresentaram
concentragdes que variaram de 20 a 1011ng por pL. Foram realizadas padroniza¢des com o
objetivo de estabelecer um gradiente no qual fosse possivel identificar a menor concentracio
de DNA em que a técnica testada apresentasse eficiéncia na sexagem.

Os produtos obtidos pela amplificacdo das seqiiéncias correspondentes aos genes SRY
e ZFX/ZFY apresentaram tamanho de 116pb e 445/447pb respectivamente. As amostras
oriundas de machos ovinos e caprinos apresentaram duas bandas, as quais correspondem aos
segmentos sexuais e de controle, enquanto as fémeas ovinas e caprinas apresentaram apenas a

seqiiéncia controle na PCR multiplex (Figura 1A). As amostras com menos de 1,0ng de DNA

ndo obtiveram produtos de amplificacdo visiveis (Figura 1B).

Figura 1 — A - Produtos de PCR, a partir de amostras com 150ng de DNA, apresentando as bandas

correspondentes aos segmentos ZFX/ZFY (445/447/pb) e ao SRY (116pb), sendo as amostras 1 e 2 fémeas
ovinas, 3 e 4 fémeas caprinas, 5 e 6 machos ovinos e 7 € 8 machos caprinos. B — Produtos de amplificag@o, a

partir de amostras com 0,5ng de DNA néo evidenciados.

DISCUSSAO

A extracdo de DNA sanguineo utilizando CTAB a 10%, segundo o protocolo de
SOLLERO (2004) modificado, resultou em amostras de DNA com concentragdes variadas e
quando submetidas a PCR apresentaram os produtos desejados. Esta observagao transforma a
técnica de extracdo utilizada em uma alternativa vélida para uso pratico em laboratdrios de
biologia molecular.

Os achados deste estudo concordaram com POMP et al. (1995) ao conseguir distinguir
os sexos utilizando SRY e como controle primers para ZFX/ZFY, porém com desenho de

primers diferentes, utilizando o mesmo protocolo para ovinos e caprinos. A amplificacdo
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similar indica a alta homologia entre as espécies no que diz respeito as seqiiéncias
oligonucleotidicas correspondentes aos genes SRY e ZFX/ZFY.

No presente estudo, as amostras com DNA em concentra¢des menores que 1.0 ng ndo
apresentaram o produto correspondente ao SRY e nem as seqii€ncias ZFX/ZFY. Nao foi
possivel obter produto de amplificacdo visivel nas amostras a partir de 0,5 ng de DNA,
mesmo recorrendo ao NESTED-PCR, seguindo o protocolo de MAKONDO et al. (1997) com
a enzima de restri¢do Sac I (RFLP), segundo EL-GAYAR e HOLTZ (2005). O que indica que

nesta concentracdo de DNA a reacdo de PCR aplicada néo € eficiente.

CONCLUSAO

A realizacdo de PCR multiplex para identificagdo do sexo em pequenos ruminantes é
de facil execugdo e de alta acurdcia, concentracdes de DNA iguais ou superiores a 1ng/ul,
permitindo a sua aplicagdo em embrides como uma ferramenta molecular que trard beneficios

ao criador e ao melhoramento genético deste segmento produtivo.
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CONSIDERACOES FINAIS

A aplicagdo da biologia molecular na criacdo de pequenos ruminantes pode trazer
inimeros beneficios a este setor da pecudria. A realizacdo de PCR multiplex, com o objetivo
de identificar o sexo genético de caprinos e ovinos, usando o mesmo par de primers em ambas
espécies, permite uma economia de tempo e dinheiro na realizacdo do diagnéstico
laboratorial. Ao trabalhar com quantidades reduzidas de DNA nas amostras iniciais como
1,0ng de DNA, os primers utilizados durante este estudo se mostraram eficazes na
amplificacdo dos segmentos gendmicos desejados, permitindo assim uma correta sexagem. A
importancia desses achados se concentra na precocidade inerente a sexagem espermdtica e
pré-implantacional, podendo o produtor rural optar pelo melhor manejo e escolha do sexo de

progénie mais adequado para a produtividade de seu rebanho.
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