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RESUMEN

En el presente trabajo se ha estudiado si existe expresión génica diferencial entre embriones bovinos pro-
ducidos in vitro de sexo masculino y femenino en estadios tempranos de desarrollo. Se obtuvieron blastocistos
bovinos mediante maduración y fecundación in vitro y se les realizó una biopsia para analizar su sexo mediante
PCR, manteniendo el resto del embrión congelado. Una vez sexados, los embriones fueron agrupados según su
género para extraer el RNA. Posteriormente, utilizando las técnicas de RT y AFLP diferencial se aislaron y clo-
naron seis marcadores genéticos identificativos de RNAm que se expresaban diferencialmente en alguno de los
dos géneros, dos de los marcadores identificados eran específicos del sexo masculino y cuatro lo eran del sexo
femenino. La comparación de las secuencias entre estos marcadores y los bancos de genes muestran que algunos
de estos marcadores son similares a RNAm descritos, pero otros no presentan similitud con ningún RNAm se-
cuenciado. Ésta es la primera evidencia de la presencia de RNAm específicos de embriones bovinos de sexo fe-
menino en estadio de blastocisto.
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INTRODUCCIÓN

Recientemente se han identificado algunas diferencias biológicas que se manifiestan
entre embriones de sexo masculino y femenino en estadios muy tempranos de desarrollo
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(preimplantación). Una de estas diferencias es la distinta velocidad de desarrollo, que es
mayor en los embriones masculinos. Esto explica por qué el sexo de los terneros obteni-
dos a partir de transferencias de embriones producidos in vitro es predominantemente
masculino (Hasler et al., 1995; Massip et al., 1996; Behboodi et al., 1997), ya que se sue-
len transferir los embriones más desarrollados. También se ha descrito una asociación en-
tre sexo y velocidad de desarrollo en embriones de ratón y humanos (Tsunoda et al.,
1985; Pergament et al., 1994). Nosotros hemos observado que en algunas condiciones de
producción in vitro (PIV) los embriones bovinos de sexo masculino no sólo se desarrollan
más rápidamente hasta la fase de blastocisto en comparación con los embriones de sexo
femenino, sino que una mayor proporción se desarrolla hasta blastocisto expandido (Gu-
tiérrez-Adán et al., 1993, 1996), produciendo por tanto una mayor proporción de crías de
sexo masculino.

Todas estas diferencias entre géneros se producen antes de la diferenciación sexual de
las gónadas (3.ª-4.ª semanas en vacuno), por lo que ésta no puede ser su causa. Una hipó-
tesis interesante es que estas diferencias de desarrollo son debidas a la expresión de algu-
nos genes presentes en el cromosoma X o en el Y. Por ejemplo, se sabe que el gen SRY
del cromosoma Y, implicado en la determinación del sexo en los mamíferos (Koopman,
1995), que se expresa en el anillo urogenital durante la diferenciación embrionaria de los
testículos, entre los días 21 a 26 en el vacuno (Daneau et al., 1996), también se transcribe
en estadio de preimplantación en ratón (Boyer and Erickson, 1994; Cao et al., 1995), sin
embargo en este caso, y al menos en ratón, sufre un procesamiento alternativo que hace
que el RNAm tenga forma circular (Capel et al., 1993) en lugar de la forma lineal en que
se presenta en el anillo germinal (Jeske et al., 1995). También se han identificado la ex-
presión de este gen en fases tempranas del desarrollo en embriones humanos (Fiddler et
al., 1995) y de vacuno (Gutiérrez-Adán et al., 1997). No es éste el único caso, hasta la fe-
cha se han identificado otros genes que se expresan en estadios embrionarios de preim-
plantación como el ZFX/ZFY (Zwingman et al., 1993; Bernardi et al., 1996) aunque aún
se desconoce su función.

Diferentes estudios han permitido identificar eventos biológicos que están ligados al
sexo y que se manifiestan en los embriones de mamífero durante el desarrollo preimplan-
tacional (Fiddler y Pergament, 1997); pero también se desconoce el origen y función de
ellos. En este trabajo hemos utilizado la técnica de cDNA-AFLP diferencial para identifi-
car los posibles RNAm que se están expresando de forma diferencial en embriones bovi-
nos de sexo masculino o femenino durante el estadio de blastocisto, que pudieran ser la
causa de las diferencias biológicas que se han observado entre sexos en estos estadios em-
brionarios anteriores a la diferenciación sexual.

MATERIAL Y MÉTODOS

Diseño experimental

Los embriones bovinos obtenidos mediante maduración y fecundación in vitro fueron
cultivados hasta el estadio de blastocisto, momento en el que se realizaba una biopsia que
era sexada por PCR. Posteriormente se agruparon cinco blastocistos del mismo sexo y se
aisló el RNA de tres grupos de cada sexo. A partir de estas muestras se realizó una trans-
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cripción inversa (RT) para producir cDNA y se sintetizó la segunda banda de DNA con la
DNA polimerasa I. El DNA de doble cadena se utilizó como sustrato para la digestión
mediante enzimas de restricción y amplificación selectiva de fragmentos de restricción si-
guiendo el protocolo de AFLP (Vos et al., 1995). El producto se resolvio en un gel de
acrilamida y se aislaron las bandas que estaban presentes únicamente en uno de los dos
sexos y que consistentemente aparecían en los tres grupos de embriones analizados. Estas
bandas se clonaron y secuenciaron para su posteriormente comparación con las secuen-
cias disponibles en los bancos de datos.

Producción in vitro de los embriones

Los métodos de producción in vitro (PIV) de embriones vacunos así como de biopsia
y sexaje se han descrito previamente en detalle (Gutiérrez-Adán et al., 1996, 1999).

Sexaje y purificación del RNA

Los blastocistos obtenidos in vitro los días 7 y 8 de cultivo (día 1 = primer día de cul-
tivo) fueron recogidos y lavados en PBS conteniendo 0,1 % de PVA y se les realizó una
biopsia (aproximadamente de 10 células) para la determinación del sexo mediante la am-
plificación por PCR de los loci ZFX/ZFY y posterior digestión con el enzima de restric-
ción HinfI (Gutiérrez-Adán et al., 1996). Sólo aquellos blastocistos clasificados morfoló-
gicamente como de grado I o II (siguiendo la clasificación estándar de la IETS) fueron in-
cluidos en el experimento. El resto del embrión se congeló directamente en nitrógeno
líquido hasta conocer su sexo. Una vez identificado éste, se agruparon los embriones de
cada sexo para conseguir tres grupos de cinco machos y tres de cinco hembras. El RNA
Poly(A) se aisló siguiendo el protocolo indicado por el fabricante (QuickPrep Micro
RNAm Purification Kit®; Amersham Pharmacia, Uppsala, Suecia). El RNA precipitado
se disolvió en agua tratada con DEPC, y se digirió con 1 U de RQ DNase I (Promega) a
37 °C durante 20 min para asegurar que la única fuente de DNA en la reacción en cadena
de la polimerasa (PCR) fuera el cDNA obtenido del RNA celular. Finalmente, el RNA se
purificó con fenol, se precipitó con etanol y una vez resuspendido en 20µl de agua conte-
niendo RNAsis se guardó a –70 °C hasta la reacción de RT.

Transcripción inversa y producción de la segunda banda de DNA

La transcripción inversa se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante usando
el cebador poli(T) para inicio de la síntesis del cDNA (Gibco-BRL, Grand Island, NY) se-
gún se ha descrito con anterioridad (Gutiérrez-Adán et al., 2000). La segunda banda de
DNA se produjo utilizando la DNA polimerasa I (Promega) usando las condiciones reco-
mendadas por el fabricante. Una vez terminada la reacción, la doble banda de DNA se
precipitó con isopropanol y se resuspendió en 25 µl de H2O.
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AFLP diferencial

El cDNA fue digerido utilizando dos enzimas de restricción, MseI (New England
Biolabs), y EcoRI (Pharmacia) (Tabla 1). La digestión se realizó en un volumen de 35 µl
durante 3 h a 37 °C. Posteriormente se ligaron dos adaptadores distintos, uno al extremo
EcoRI y otro al extremo MseI, diseñados para permitir la reconstrucción de los lugares de
restricción, utilizando 1 unidad de T4 DNA ligasa (Boehringer). A continuación, los frag-
mentos resultantes de la digestión-ligación anterior se diluyeron tres veces para ser utili-
zados como molde para la primera reacción de amplificación, la denominada preamplifi-
cación, previa a la PCR selectiva. La preamplificación consistió en una reacción PCR en
la que los cebadores utilizados son complementarios a los adaptadores EcoRI y MseI y
cuentan además con un nucleótido adicional y selectivo en el extremo 3’ (Tabla 1). De
este modo, sólo se amplifica una fracción (1/16) de los posibles fragmentos de restricción.
La reacción de PCR se realizó en un volumen de 20 µl utilizando 5 µl de la solución de
fragmentos diluida. Se realizaron 13 ciclos de amplificación constituidos por una fase de
desnaturalización de 30 seg a 94 °C, una fase de anclaje de 1 min a 60 °C y una fase de
extensión de 1 min a 72 °C.

Posteriormente, los productos de preamplificación fueron utilizados como material de
partida para la amplificación radiactiva selectiva. En esta última sólo se marcaron radiac-
tivamente los cebadores EcoRI. Para la selección de fragmentos preamplificados (1/128),
se utilizaron dos cebadores EcoRI y MseI que contenían la misma secuencia que los ceba-
dores utilizados para la preamplificación, pero con dos nucleótidos selectivos en el extre-
mo 3’(Tabla 1). La PCR se realizó en un volumen de 20 µl y se llevó a cabo empleando
los siguientes parámetros: 1 ciclo de 30 seg a 94 °C (desnaturalización), 30 seg a 65 °C
(anclaje) y 1 min a 72 °C (extensión) seguido de 12 ciclos en los que la temperatura de
anillamiento decrece 0,7 °C por ciclo, seguido por 23 ciclos de 1 min a 94 °C, 30 seg a
56 °C y 1 min a 72 °C. Al finalizar la amplificación selectiva, las muestras se desnaturali-
zaron por adición de un volumen igual de un tampón de carga con formamida desionizada
y colorantes (azul de bromofenol y xilencianol) y calentando durante al menos 3 min a
94 °C. Cinco µl de las muestras se resolvieron en un gel de un 4,5 % de acrilamida:bisa-
crilamida 19:1, en tampón TBE 1x, durante 3 h a una potencia de 90 W y a una tempera-
tura de 50 °C. El gel se depositó en un papel de cromatografia 3 MM Whatman y se secó
usando un secador de geles durante 2 h. Posteriormente, los geles fueron expuestos a una
autorradiografia para visualizar los fragmentos de ADN amplificados y separados diferen-
cialmente mediante la electroforesis.

Purificación y reamplificación de los marcadores diferencialmente expresados

Las bandas de interés se recortaron del papel Whatman en el que se había secado el
gel y se rehidrataron con 20 µl de H2O, utilizando 2 µl directamente para ser reamplifica-
das mediante PCR. Para ello se utilizaron los mismos cebadores y condiciones de la se-
gunda PCR del AFLP. Estos marcadores amplificados por PCR se clonaron en el vector
pGEM TA (Promega) siguiendo las especificaciones del fabricante y se secuenciaron
(Servicio de Secuenciación de DNA, CIB-CSIC, Madrid, España). Finalmente se compa-
ró la homología de la secuencia con todas las secuencias publicadas en la base de datos de
genes de NCBI (secuencias tag expresadas [ESTs] no redundantes ni repetitivas) utilizan-
do el programa BLASTN 2.0.10 (www.ncbi.nih. gov/blast).
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RESULTADOS

Para optimizar la reacción de AFLP se seleccionó una combinación de cebadores que
producía buenos resultados con el cDNA bovino utilizando RNA obtenido de embriones
bovinos (Tabla 1). Con estos cebadores analizamos la expresión diferencial en embriones
bovinos de distinto sexo. En la Fig. 1 se muestran las bandas que se obtienen después de
la electroforesis de los fragmentos obtenidos de la amplificación diferencial y se indican
los seis marcadores que se presentaban solamente en uno de los dos sexos. Las bandas de
interés recuperadas del gel fueron reamplificadas mediante PCR (Fig. 2) y clonadas. El
análisis de sus secuencias se comparó con todas las secuencias publicadas en la base de
datos de genes de NCBI (secuencias diana expresada de forma no redundante ni repetiti-
va). Solamente uno de los marcadores secuenciados coincidía al 95 % con una secuencia
de la base de genes (Tabla 2, bovine SRY), por lo que suponemos que el resto de los mar-
cadores clonados corresponden a secuencias no caracterizadas hasta el momento.

Las dos secuencias presentes únicamente en embriones vacunos de sexo masculino
presentaron similitud superior al 35 % con el gen SRY de bovino (AY1) y con un cDNA
obtenido de blastocisto de ratón (AY2) de función desconocida. Por otra parte, las cuatro
secuencias presentes únicamente en los embriones de sexo femenino presentaron simili-
tud parcial superior al 40 % con un factor de procesamiento del RNA (AX1), con un
cDNA bovino de función desconocida (AX2), con el RNAm de la prostraglandina sinteta-
sa de vaca (AX3) y con secuencias del cromosoma X de función desconocida hasta la fe-
cha (AX4).
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TABLA 1

CEBADORES UTILIZADOS EN LOS AFLP

Primers used in the AFLP

Nombre Secuencia

Adaptador EcoRI 5’-CTCGTAGACTGCGTACC-3’
3’-CTGACGCATGGTTAA-5’

Adaptador MseI 5’-GACGATGAGTCCTGAG-3’
3’-TACTCAGGACTCAT-5’

Cebador EcoRI + A 5’-GACTGCGTACCAATTCA-3’
Cebador MseI + C 5’-GATGAGTCCTGAGTAAC-3’
Cebador MseI + T 5’-GATGAGTCCTGAGTAAT-3’
Cebador EcoRI + AC 5’-GACTGCGTACCAATTCAC-3’
Cebador MseI + CT 5’-GATGAGTCCTGAGTAACT-3’
Cebador MseI + TC 5’-GATGAGTCCTGAGTAATC-3’

En negrilla se indica el nucleótido selectivo.
Selective nucleotide are marked in bold.
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Fig. 1.–Bandas electroforéticas obtenidas del cDNA-AFLP diferencial indicando los marcadores
obtenidos específicos de cada uno de los dos sexos de embriones bovinos

Fig. 1.–Electrophoretical band obtained from differential cDNA-AFLP indicating the specific marker
obtained from embryos of different sex
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Fig. 2.–Reamplificación de los marcadores identificados como específicos de sexo en embriones
bovinos en estadio de blastocisto

Fig. 2.–Reamplification of markers that have been identified as sex-specific in bovine embryos at the
blastocyst stage

TABLA 2

MARCADORES GENÉTICOS IDENTIFICADOS EN EMBRIONES BOVINOS
DE SEXO FEMENINO O MASCULINO, TAMAÑO INDICADO EN PARES DE

BASES Y SIMILITUD CON SECUENCIAS GENÉTICAS (GENE BANK)

Genetic markers identified in bovine embryos of different sex. Size shown in base pairs.
Partial homology with other sequences is presented (Gene Bank)

Marcador
genético

Tamaño
(pb) Sexo Similitud parcial con:

AX1 310 X Homo sapiens splicing factor Prp8 RNAm

AY1 250 Y Knowles Solter mouse blastocyst B1 Mus musculus cDNA
clone RNAm sequence

AY2 240 Y Bovine SRY RNAm

AX2 220 X MARC 1 BOV Bos taurus cDNA 5’ (cDNA identificado de
la combinación de cuatro librerías de cDNA)

AX3 175 X Bovine lung prostaglandin synthetase (PGF) RNAm
Cow prostaglandin F synthetase II (PGFS) RNAm

AX4 160 X Human Xp26.1-2
Human Xp22



DISCUSIÓN

Entre los métodos disponibles para determinar expresión diferencial selecciona-
mos el denominado cDNA-AFLP diferencial porque presenta grandes ventajas sobre
otras técnicas tales como su gran sensibilidad, su capacidad para identificar cDNAs
presentes en baja concentración y su repetitividad. Otros métodos alternativos utilizan
cebadores aleatorios con bajas temperaturas de anillamiento, tanto para la síntesis del
cDNA como para la PCR; por lo que la calidad del producto amplificado es función de
la concentración inicial del cDNA y dependiente del porcentaje de homología entre
cebador y molde. Por este motivo estos métodos dejan de amplificar cDNA presentes
en baja concentración o carentes de homología con los cebadores. El método de
cDNA-AFLP que hemos adaptado (Bachem et al., 1996) se basa en la unión de adap-
tadores al cDNA y la utilización de cebadores específicos a estos adaptadores para la
amplificación de los cDNAs. La especificidad de los cebadores permite la utilización
de altas temperaturas de anillamiento al inicio de la PCR, lo que favorece una óptima
selección de los fragmentos amplificados.

En este trabajo describimos por primera vez la presencia de RNAm específicos de
embriones bovinos de sexo masculino o femenino durante el estadio de blastocisto. Ante-
riormente sólo se habían identificado dos RNAm transcritos a partir de genes presentes en
el cromosoma Y y, por lo tanto, específicos del sexo masculino (SRY y ZFY). Nosotros
hemos identificado otro marcador específico de embriones de sexo masculino (AY2),
aunque desconocemos en qué región cromosómica se localiza. Por otra parte hemos con-
firmado la presencia de SRY (AY1) en embriones de sexo masculino, aunque se descono-
ce si este gen, implicado en la determinación de sexo en las células germinales en estadios
mucho más avanzados de desarrollo, tiene alguna función en estos estadios previos a la
implantación.

Los resultados de este estudio indican también la presencia de RNAms específicos
del sexo femenino. Aunque el cromosoma X está presente tanto en los embriones de
sexo masculino como en los de sexo femenino, hemos identificado cuatro marcadores
que sólo se expresan en los embriones de sexo femenino en el estadio de blastocisto.
Solamente uno de estos marcadores (SX4) presenta homología específica con una re-
gión del cromosoma X (Tabla 2). Esta expresión específica del sexo femenino podría
explicarse como consecuencia del fenómeno de imprinting de algunos genes que estu-
vieran expresándose en estos estadios tempranos de desarrollo. Algunas funciones de
estos genes incluyen por ejemplo: factores de procesamiento del RNA (U2af1), inacti-
vación del cromosoma X (Xist), o factores de desarrollo fetal (Igf2, Igf2r, H19)
(Young y Fairburn, 2000).

Es importante destacar la presencia de un RNAm con homología con un factor de
procesamiento del RNA. El procesamiento alternativo es un proceso versátil que per-
mite activar o eliminar la expresión de una proteína (por ejemplo, mediante inclusión
o eliminación del codon de parada) y permite diversificar tanto estructural como fun-
cionalmente los productos proteicos (incluyendo o eliminando motivos esenciales de
una proteína) (Lopez, 1998). Es por lo tanto un sistema que permite aumentar la infor-
mación contenida en un gen y controlar su expresión. Algunos procesamientos alter-
nativos están regulados como respuesta a cambios producidos en el desarrollo y tam-
bién a cambios ambientales y suelen estar integrados con otros mecanismos regulato-
rios de la expresión génica (MacDougall et al., 1995). Un ejemplo de esta estrategia
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se ha descrito en Drosophila, donde la regulación de la cascada que especifica la iden-
tidad sexual y el control del sistema de dosis-compensación, se realizan mediante pro-
cesamiento alternativo (MacDougall et al., 1995). La presencia de dos cromosomas X
es la señal de identidad de la hembra, acciona muy pronto la expresión del gen SXL en
el desarrollo; este gen codifica para una proteína de unión al RNA que controla tres
decisiones de procesamiento alternativo de otros tantos RNAs, que a su vez son seña-
les de determinación sexual (ver revisión en López, 1998). Desconocemos la función
del RNAm similar a un factor de procesamiento que hemos encontrado en los embrio-
nes femeninos pero, dada su potencial importancia, estamos realizando librerías de
cDNA de embriones masculinos y femeninos con objeto de poder clonar el cDNA
completo de estos marcadores específicos de sexo encontrados en estadios tan tempra-
nos de desarrollo y poder así estudiar las funciones de estos RNAs expresados diferen-
cialmente en los embriones de sexo masculino y femenino.
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SUMMARY

RT-AFLP-based analysis of sex specific genetic expression of bovine embryos in
preimplantation stage

This research was carried out to study if there is a differential genetic expression between male and female
bovine embryos produced in vitro during preimplantation stages of development. Bovine blastocysts were obtai-
ned by in vitro maturation, in vitro fertilization and in vitro culture. Biopsies were taken and sex of each embryo
was examined by PCR. The remaining embryo was frozen and when sex was determined, several embryos of
each sex were grouped and RNA was extracted. Afterwards by means of RT7 and AFLP differential display, six
genetic markers were isolated and cloned. Four of these markers were specifically expressed in the female em-
bryos and two were expressed only in the male embryos. Comparing these sequences with the gene bank databa-
se showed that meanwhile some of these sequences are homologous to RNAm already described, others don’t
show any homology with known RNA sequences. Our study is the first report of the presence of specific RNAm
in female bovine blastocysts.

KEY WORDS: Bovine embryo
Sex
AFLP
Differential genetic expression
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