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ABSTRACT

The bull sperm cells exhibit specific structures that protect their
DNA, and therefore, the standard techniques used for somatic
DNA isolation are not efficient. Thus, our objective was to
design an inexpensive, quick and efficient bull sperm DNA
isolation, under the hypothesis that the appropriate combination
of chemical agents and a set of alternatives would allow us to
design an improved method to extract DNA from bull sperm
to be used in PCR assays. A series of replicates obtained from
five ejaculates were used to evaluate six methods to extract bull
sperm DNA: 1) the conventional method using proteinase K and
phenol-chloroform; 2) papain, DTT, DMSO, CTAB, and SDS
method (to solubilize the perinuclear theca and to replace phenol-
chloroform); 3) the nonionic detergent Brij 36-T method, to
remove the plasma membrane; 4) DTT and heparin method,
for nuclear chromatin de-condensation; 5) SDS method and; 6)
CTAB method, to remove the plasma membrane. DNA samples
were analyzed spectrophotometrically to determine the DNA
concentration and purity, then used at 200, 100, 50, 25, and
12.5 ng for PCR assays. To evaluate repeatability of the method,
replicates of the most efficient procedure were performed. Results
showed that the best method for bull sperm DNA extraction
was the use of CTAB as a membrane removal agent; papain,
DTT and DMSO as lysis buffer and DTT, heparin, and SDS

as decondensing solution, achieving concentration ranging from
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RESUMEN

Los espermatozoides de toro exhiben estructuras especificas que
protegen su ADN y, por lo tanto, las técnicas estdndar utilizadas
para el aislamiento del ADN somdtico no son eficientes. Asi pues,
nuestro objetivo fue disefiar un aislamiento del ADN de esper-
matozoides de toro que fuera econémico, rdpido y eficiente, con
la hipétesis de que la combinacién adecuada de agentes quimicos
y un conjunto de alternativas nos permitirfan disefiar un método
mejorado para extraer el ADN de los espermatozoides de toro
para su utilizacién en los ensayos de PCR. Una serie de réplicas
obtenidas de cinco eyaculados se utilizd para evaluar seis métodos
de extraccién de ADN de espermatozoides de toro: 1) el método
convencional que utiliza la proteinasa K y el fenol-cloroformo;
2) el método de papaina, DTT, DMSO, CTAB y SDS (para
solubilizar la teca perinuclear y reemplazar el fenol-cloroformo);
3) el método del detergente no iénico Brij 36-T para eliminar la
membrana plasmdtica; 4) el método del DTT y la heparina para
la descondensacién de la cromatina nuclear; 5) el método SDS
y; 6) el método CTAB para eliminar la membrana plasmdtica.
Las muestras de ADN se analizaron espectrofotométricamente
para determinar la concentracién y la pureza del ADN, y luego
se utilizaron en cinco cantidades (200, 100, 50, 25 y 12.5 ng)
para los andlisis de PCR. Para evaluar la repetibilidad del méto-
do, se realizaron réplicas del procedimiento mds eficiente. Los
resultados mostraron que el mejor método para la extraccién de
ADN de espermatozoides de toro fue el sexto, basado en el uso
del CTAB como agente de remocién de membranas; papaina,
DTT y DMSO como tampén de lisis y DTT, heparina y SDS

como solucién de descondensacién, y se logré una concentracién
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63 to 154 ng L' and optimal quality (A, /A, = 1.75 and 1.73)
in fresh and frozen semen extracting, respectively. In conclusion,
considering the structural characteristics of the sperm cell, we
designed a method simple and efficient for extracting bull sperm
DNA without limitations in PCR. Also, the whole procedure
can be done in a short period of time without the need to employ

phenol-chloroform and proteinase K treatment.

Key words: PCR, DNA isolation, Bos taurus, spermatozoa.
INTRODUCTION

he DNA analysis using the different varieties

of PCR can contribute to the understanding

of biochemical processes (Xavier ez al., 2018),
sex-linked genetic diseases (Sarova ez al., 2018), and
problems of fertility (Linghzhao er a4/, 2019) in
sperm. It is also used as a validation technique for
sexing sperms (Chandler ez 4/., 2007). To carry out
these studies, it is essential to obtain nucleic acids in
good condition and free of contaminants; that is, the
quality, quantity and purity DNA should be suitable
(Demeke and Jenkins, 2010). Quality refers to the
possibility of storing DNA indefinitely, maintaining
its structure and properties and, therefore, it is the
factor responsible for reproducibility in subsequent
experiments or for the success of the others
applications, which can be sequencing, Southern
Blot, and preparation of genomic libraries. To
guarantee the quality of the DNA, the preparations
must be free of DNA nucleases. Quantity is a relative
concept that depends on the number and state of the
own cells to study; high quantities of pure DNA are
required for the creation of DNA-banks. Additionally,
a DNA free of proteins and the chemicals used in the
initial purification processes guarantees a high degree
of purity (Cotton and Fisher, 2015; Mariyam and
Preetha, 2020).

Great progress was made in the simplification of
DNA isolation, but there is no a universal automated
method to use with any type of sample; DNA
isolation methods used for mammalian somatic cells
are ineffective for mammalian sperm (Grifhin, 2013;
Mariyam and Preetha, 2020). There are reports
about procedures for the DNA sperm isolation and
those most popular use a combination of detergents
or chaotropic salts or both to facilitate cell lysis,
and proteinase K (ProK) to digest nuclear proteins.
Also, about reducing agents to break disulfide bonds
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que oscilaba entre 63 y 154 ng uL! y una calidad 6ptima (A, /
A= 1.75y 1.73) en la extraccién de semen fresco y congelado,
respectivamente. En conclusion, considerando las caracteristicas
estructurales del espermatozoide, disehamos un método simple y
eficiente para extraer el ADN de los espermatozoides de toro sin
limitaciones en la PCR. Ademds, todo el procedimiento puede
realizarse en un periodo corto de tiempo, sin necesidad de em-

plear el tratamiento con fenol-cloroformo y proteinasa K.

Palabras clave: PCR, aislamiento de ADN, Bos taurus, esper-

matozoides.

INTRODUCCION

| andlisis del ADN utilizando las diferentes

variedades de PCR puede contribuir a la com-

prensién de los procesos bioquimicos (Xavier
etal., 2018), las enfermedades genéticas vinculadas al
sexo (Sarova er al., 2018) y los problemas de fertili-
dad (Linghzhao ez al., 2019) en el esperma. También
se utiliza como técnica de validacién para sexar los
espermatozoides (Chandler ez /., 2007). Para reali-
zar estos estudios es fundamental obtener dcidos nu-
cleicos en buen estado y libres de contaminantes; es
decir, la calidad, cantidad y pureza del ADN debe ser
adecuada (Demeke y Jenkins, 2010). La calidad se
refiere a la posibilidad de almacenar el ADN indefini-
damente, manteniendo su estructura y propiedades y,
por lo tanto, es el factor responsable de la reproduci-
bilidad en experimentos posteriores o del éxito de las
demds aplicaciones, que pueden ser la secuenciacidn,
el Southern Blot y la preparacién de bibliotecas ge-
némicas; para garantizar la calidad del ADN, las pre-
paraciones deben estar libres de nucleasas de ADN.
La cantidad es un concepto relativo que depende del
numero y del estado de las propias células a estudiar;
se requieren grandes cantidades de ADN puro para la
creacién de los bancos de ADN. Ademds, un ADN
libre de proteinas y de los productos quimicos utiliza-
dos en los procesos iniciales de purificacién garantiza
un alto grado de pureza (Cotton y Fisher, 2015; Ma-
riyam y Preetha, 2020).

Grandes progresos se han efectuado en la simpli-
ficacién del aislamiento de ADN, pero no existe un
método automatizado universal que pueda utilizarse
con cualquier tipo de muestra; los métodos de aisla-
miento del ADN usados para las células somdticas de
mamiferos son ineficaces para el esperma de mami-
feros (Griffin, 2013; Mariyam y Preetha, 2020). Hay
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between protamines; most protocols recover DNA
from sperm lysate through the organic solvent
phenol-chloroform or silica-based spin columns (Wu
et al., 2015). However, they have drawbacks and are
impractical mainly due to the incubation periods
that extend the extraction process from one to two
days (Griffin, 2013).

Researchers use kits to extract sperm DNA and
employ modified protocols; for instance, thawed goat
semen. A wide use of the DNeasy Blood & Tissue
Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) produces
low DNA concentration, and its purity changes from
below and above ideal values; similarly, the isolation
with Chelex-100 yields high DNA concentration
values, but its purity is below the ideal (Silva ez al.,
2014). The use of Flinders Technology Associates
(FTA®) classic cards was suitable for human sperm
DNA isolation. However, although DNA was of
sufficient quality foramplification, there wasa possible
protein contamination and the yield was not always
sufficient for PCR use (Serra et al., 2018). A method
for human or mice sperm DNA isolation, with a
commercially-available guanidium thiocynate lysis
buffer and incorporating three different commercial
silica-based spin columns, yielded > 90% high-
qualitcy DNA (Wu ez al., 2015). Some commercial
kits offer quick, easy, and efficient methods for DNA
isolation, but they can be expensive and designed for
DNA isolation from somatic cells; therefore, they
are ineffective for mammalian sperm (Griffin, 2013;
Mariyam and Preetha, 2020).

An aspect of great relevance to consider for
DNA isolation is that sperm cells differ from the
somatic cells in components and architecture.
Unlike somatic cells, two characteristics make sperm
DNA isolation difficult: the first one is the presence
of the perinuclear theca, which in bull sperm is
relatively more resistance to solubilization (Sutovsky
et al., 1997), and the second one is that the DNA
proteins are compacted by strong bonds, forming
highly condensed chromatin, which is found in
high concentrations in bulls (Johnson ez al., 2015;
Ukogu ez al., 2020). For this reason, most methods
do not adequately extract DNA from bull sperm cells
(Pacheco et al., 2011).

The objective of this study was to propose a
simpler and rapid protocol to isolate high-quality
bull sperm DNA both economical and reliable at a
large scale, under the hypothesis that the appropriate

informes sobre procedimientos para el aislamiento
del ADN de los espermatozoides y los mds popula-
res utilizan una combinacién de detergentes o sales
caétropas o ambos para facilitar la lisis celular, la pro-
teinasa K (ProK) para digerir las proteinas nucleares.
También, sobre agentes reductores para romper los
enlaces de disulfuro entre las protaminas; la mayoria
de los protocolos recuperan el ADN del lisado del
esperma a través del disolvente orgdnico fenol-cloro-
formo o columnas de espin a base de silice (Wu ez
al., 2015). Sin embargo, tienen inconvenientes y son
poco priécticos, principalmente debido a los periodos
de incubacién que prolongan el proceso de extrac-
cién de uno a dos dfas (Griffin, 2013).

Los investigadores utilizan kits para extraer el
ADN de los espermatozoides y emplean protocolos
modificados; por ejemplo, en semen descongelado de
cabra. Un uso amplio del Kit DNeasy Blood & Tis-
sue (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemania) produce
una baja concentracién de ADN, y su pureza cambia
por debajo y por encima de los valores ideales; de
manera similar, el aislamiento con Chelex-100 pro-
duce valores altos de concentracién de ADN, pero su
pureza estd por debajo del ideal (Silva ez al., 2014).
El uso de las tarjetas cldsicas de Flinders Technology
Associates (FTA®) fue adecuado para el aislamiento
del ADN del esperma humano. Sin embargo, aunque
el ADN era de calidad suficiente para la amplifica-
cién, habia una posible contaminacién proteinica y
el rendimiento no siempre era suficiente para uso de
la PCR (Serra ez al., 2018). Un método para el ais-
lamiento de ADN del esperma humano o de ratén,
disponible en el mercado con un tampén de lisis de
tiocianato de guanidio y que incorporaba tres dife-
rentes columnas de centrifugacién a base de silice,
producia ADN de alta calidad > 90% (Wu et al.,
2015). Algunos equipos comerciales ofrecen méto-
dos rdpidos, fciles y eficaces para el aislamiento del
ADN, pero pueden ser caros y disefiados para el ais-
lamiento del ADN de las células somadticas; por lo
tanto, son ineficaces para el esperma de mamiferos
(Grifhin, 2013; Mariyam y Preetha, 2020).

Un aspecto de gran relevancia a considerar para el
aislamiento del ADN es que las células espermdticas
difieren de las células somdticas en sus componentes
y arquitectura. A diferencia de las células somdticas,
hay dos caracteristicas que dificultan el aislamiento
del ADN de los espermatozoides: la primera es la
presencia de la teca perinuclear, que en el esperma
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combination of chemical agents and a set of
alternatives would allow us to design an improved
method to extract DNA from bull sperm to be used
in PCR assays.

MATERIALS AND METHODS
Chemical agents

Chemical agents were acquired from Sigma-Aldrich
distributors, catalogues: Papain (P3375-25G), PureGenome”
Proteinase K (72635), DL-Dithiothreitol (D-0632), DMSO
(D5879-100ML), NaCl  (S3014), Trizma® base (T1503-
500G), Heparin sodium salt (H5515), CTAB (52365), Acetone
(179973), Ethanol (459836), Ethidium bromide (E8751),
Sodium acetate (52889); Chem Industry, catalogue: Brij 36-T
(9006-65-9); Clontech, catologue: Kit Taq polimerasa Titanium
(75831), 10X Titanium Taq PCR Buffer (S1793), Advantage®
Utrapure PCR  Deoxynucleotides Mix (639125); USB
Corporation catalogue: phenol equilibrated (75829), phenol-
chloroform (75831); Bio-Rad, catalogue: SDS (161-0302), 50X
TAE (151-0773) and; Invitrogen, catalogue: 1 Kb Plus DNA
Ladder (10787-026).

Samples

The semen samples were collected from two mature health
bulls (Brown Swiss dairy breed) housed at the Practical Teaching,
Production, Research and Animal Health Center, Mexico (119°
N, 99° W), which belongs to the Veterinary Medicine and
Zootechnics Faculty of the National University Autonomous of
Mexico (FMVZ-UNAM). The bulls, aged of 48 months, 650
kg live body weight, were kept in a 22 m? free stall barn under
natural light conditions and temperatures ranging between
15 and 25 °C. The daily feed for each bull was: 18% protein
concentrate, 2.5 kg; oats, 1 kg; barley, 0.5 kg; hay or silage, 8
kg; and mineral mix, 100 g; they had ad libitum access to water.
Semen was collected, on alternating days, using an artificial
vagina.

Ejaculates were identified with numbers 1 through 5, when
collected. For transportation to the laboratory ejaculates were
diluted 3:1 (v/v) with phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4);
a monitored polyurethane thermal box was used to transport
the collected semen at 25 °C. The samples were washed by
centrifugation at 2800 x ¢ for 5 min and re-suspended in PBS
to a concentration of 30 x 10 cells mL", which were aliquoted
into microcentrifuge tubes, and used immediately in the DNA
extraction tests or were snap frozen and stored at -20 °C until

use.
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de toro es relativamente mds resistente a la solubi-
lizacién (Sutovsky er al., 1997), y la segunda es el
hecho de que las proteinas del ADN se compactan
mediante fuertes enlaces y forman cromatina alta-
mente condensada, que se encuentra en altas concen-
traciones en los toros (Johnson ez al., 2015; Ukogu ez
al., 2020). Por esta razdn, la mayoria de los métodos
no extraen adecuadamente el ADN de los espermato-
zoides de los toros (Pacheco et 4/, 2011).

El objetivo de este estudio fue proponer un pro-
tocolo mds sencillo y rdpido para aislar el ADN de
espermatozoides de toro de alta calidad de manera
econdmica y probado a gran escala, con la hipétesis
de que la combinacién adecuada de agentes quimicos
y un conjunto de alternativas nos permitirfa disefiar
un método mejorado para extraer el ADN de los es-
permatozoides de toro y ser utilizado en los ensayos

de PCR.

MATERIALES Y METODOS

Agentes quimicos

Los agentes quimicos se adquirieron de los distribuidores
de Sigma-Aldrich, catdlogos: Papaina (P3375-25G), PureGeno-
me® Proteinase K (72635), DL-Ditiotreitol (D-0632), DMSO
(D5879-100ML), NaCl (S3014), Trizma® base (T1503-500G),
heparina sal sédica (H5515), CTAB (52365), acetona (179973),
etanol (459836), bromuro de etidio (E8751), acetato de so-
dio (52889); Chem Industry, catdlogo: Brij 36-T (9006-65-9);
Clontech, catdlogo: Kit Taq polimerasa Titanium (75831), 10X
Titanium Taq PCR Buffer (51793), Advantage Utrapure PCR
Deoxynucleotides Mix (639125); USB Corporation, catdlogo:
fenol equilibrado (75829), fenol-cloroformo (75831); Bio-Rad,
catdlogo: SDS (161-0302), 50X TAE (151-0773) y; Invitrogen,
catdlogo: 1 Kb Plus DNA Ladder (10787-020).

Muestras

Las muestras de semen se recolectaron de dos toros maduros
saludables (raza lechera Pardo Suizo) alojados en el Centro de
Ensenanza Prdctica, Produccién, Investigacién y Salud Animal,
México (119° N, 99° O), que pertenece a la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma
de México (FMVZ-UNAM). Los toros, de 48 meses de edad y
650 kg de peso corporal vivo, se mantuvieron en un establo de
22 m? de superficie, con luz natural y temperaturas que oscilaban
entre 15 y 25 °C. La alimentacién diaria de cada toro fue: 18%

de concentrado de proteina, 2.5 kg; avena, 1 kg; cebada, 0.5 kg;
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Sample pre-treatment

The sperm cells concentration used in each test was 2.5 x 10°
cells mL™". The first pre-treatment step was common to all the six
methods, that is, 500 4L semen aliquots at a concentration of
2.5x10° cells mL"! were washed three times at 2 800 x g for 3 min
each one with PBS. The spermatic cell pellet was then treated

with the different buffers according to each method.
DNA isolation methods

The study consisted of optimizing a technique of DNA
isolation with five modifications to a generalized technique for
somatic cells, which was adapted for application with bull sperm

cells. All the methods are listed in Table 1.
Method 1

Total DNA was extracted with phenol-chloroform. Each
pellet was resuspended in 500 uL!* of TE buffer (10 mM Tris-
HCI, pH 8.0, 100 mM NaCl, 1 mM ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) and centrifuged again. To each pellet, 500 L™ lysis
solution (TE buffer supplemented with 1% proteinase K) (Di
Prieto et al, 2011) was added and the mixture was incubated
at 55 °C for 24 h, then centrifuged at 8 800 x ¢ for 5 min and
washed twice with 500 L' of 50 mM Tris HCI, pH 8.9. The
pellet was resuspended with 500 #L" phenol equilibrated with
Tris-HCI, pH 7.8, then passed through vortex and centrifugation
at 10 400 x g for 10 min, the bottom phase was discarded by

aspiration and this step was repeated twice.

heno o ensilado, 8 kg; y mezcla de minerales, 100 g; tenfan acce-
so ad libitum al agua. El semen fue recolectado, en dias alternos,
usando una vagina artificial.

Los eyaculados se identificaron con ntmeros del 1 al 5. Para
su transporte al laboratorio los eyaculados se diluyeron 3:1 (v/v)
con amortiguador de fosfato salino (PBS, pH 7.4); se utilizé una
caja térmica de poliuretano monitoreada para transportar el se-
men recolectado a 25 °C. Las muestras se lavaron por centrifu-
gacién a 2800 x g durante 5 min y se suspendieron de nuevo en
PBS a una concentracién de 30 x 10° células mL, las cuales se
alicuotaron en tubos de microcentrifuga y se utilizaron de inme-
diato en las pruebas de extraccién de ADN o congeladas rdpida-

mente y almacenadas a -20 °C hasta su utilizacion.
Tratamiento previo de muestra

La concentracién de espermatozoides utilizada en cada prue-
ba fue 2.5 x 10° células mL™. El primer paso de tratamiento pre-
vio era comun en los seis métodos, es decir, alicuotas de 500 uL de
semen a una concentracion de 2.5 x 10° células mL™! se lavaron
tres veces en PBS a 2 800 x ¢ durante 3 min cada una. Luego, el
pellet de células espermdticas se traté con los diferentes amorti-

guadores de acuerdo a cada método.
Métodos de aislamiento de ADN

El estudio consisti6 en la optimizacién de una técnica de ais-
lamiento de ADN con cinco modificaciones a una técnica gene-
ralizada para células somdticas, que se adapté para su aplicacién
con espermatozoides de toro. Todos los métodos se enumeran en
el Cuadro 1.

Table 1. Characterization of the method variants used to isolate bull sperm DNA.

Cuadro 1. Caracterizacién de las variantes del método usado para aislar ADN de los espermatozoides de toro.

Membrane removal Lysis De-condensating DNA purification
Method . . o
Treatment Solution solution and precipitation
. . Phenol-chloroform
! Original Proteinase K i Sodium acetate ethanol
2 Papain, DTTS, DMSO?, Cold acetone
] CTAB, SDS } ethanol
. Papain, DTT, DMSO, Cold acetone
5 Brij 36-T CTAB, SDS ) cthanol
. Papain, DTT, DMSO, . Cold acetone
4 Brij 36-T CTAB SDS, DTT, heparin cthanol
5 SDS' Papain, DTT, DMSO  SDS, DTT, heparin Cold acctone
ethanol
6 CTAB® Papain, DTT, DMSO  SDS, DTT, heparin Cold acetone

ethanol

‘Sodium dodecyl sulfate; *Cetyltrimethyl ammonium bromide; *Dithiothreitol; "Dimethyl sulfoxide. ¢ "Dodecil
sulfato de sodio; ‘Bromuro de cetiltrimetil amonio; SDitiotreitol; "Dimetil sulféxido.

VAZQUEZ-AGUIRRE et al.
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The supernatant was transferred to another tube, 500 uL"
phenol-chloroform was added, passed through vortex for 30 min
and centrifugation at 10 400 x g for 10 min; the bottom phase
was discarded by aspiration and this step was repeated twice. The
supernatant was transferred to a new tube, and then 500 uL’
50 mM Tris-HCI pH 8.9 was added. The mixture was vortexed
and centrifuged again, and the supernatant was transferred to
another tube.

Two volumes of cold 70% ethanol were added, the tube
was shaked gently, then 50 uL"' 3 M sodium acetate pH 5 was
added, and incubated at -20 °C for 20 min. Each sample was
centrifuged at 8 000 x ¢ for 10 min at -4 °C, the supernatant
was removed and pellet was added with two volumes (1 mL") of
cold 70% ethanol, the tube was shaking gently, and the alcohol
was eliminated by aspiration. Each DNA pellet was dried,
resuspended with 50 L' distilled water, and stored at -20 °C

until use.
Method 2

As the spermatic structures differ from the somatic cells,
in order to increase DNA recovery and purity modifications
were introduced to the lysis buffer, and CTAB (Cetyltrimethyl
ammonium bromide) and SDS (Sodium dodecyl sulfate) were
used instead of phenol and chloroform (Tan and Yiap, 2009).
Those detergents also were selected because they could disrupt
the sperm perinuclear theca. The key modifications in the lysis
buffer consisted of sample pretreatment with papain to eliminate
protein components (Eychner ez /., 2015), DDT (Dithiothreitol)
for the release of DNA from somatic cells present in semen (Fu
et al., 2007), achieving with that a differential extraction, and
the DMSO (Dimethyl sulfoxide), was introduced to protect de
genomic DNA (Valadez and Giinter, 2005).

Washed semen aliquots were resuspended in 50 uL" of
lysis buffer (50 mM Tris-HCI pH 8.9, plus 30% papain, 1%
DTT, and 0.025% DMSO) and incubated at 37 °C for 30
min, then were centrifuged at 8 800 x g for 5 min and washed
twice with 500 uL" of 50 mM Tris HCI, pH 8.9. The pellet
was resuspended with 50 4! 5% CTAB, incubated at room
temperature for 5 min, centrifuged at 8 800 x ¢ for 5 min, and
washed twice with sterile distilled water. The supernatant was
removed and the pellet resuspended with 50 uL' 50 mM Tris
HCI, pH 8.9 and 50 uL! 10% SDS followed for an incubation
at room temperature for 30 min.

Afterwards, sample was centrifuged at 8 800 x ¢ for 5 min,
the supernatant discarded and the pellet was washed with
distilled water twice. Pellet was resuspended with 50 mM Tris-
HCI pH 8.9, 300 uL"! cold acetone was added and tube shaked
gently. Each sample was centrifuged at 4 000 x ¢ for 5 min, the
pellet was added with 300 L of cold absolute ethanol, tube was
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Método 1

El ADN total se extrajo con fenol-cloroformo. Cada pellet
se resuspendié en 500 uL' de amortiguador TE (Tris-Hcl 10
mM, pH 8.0, NaCl 100 mM, 4cido etilendiaminotetraacético
(EDTA) 1 mM vy se centrifugé de nuevo. A cada pellet se afadié
500 uL" de solucién de lisis (amortiguador TE suplementado
con 1% de proteinasa K) (Di Prieto ez @/, 2011) y la mezcla se
incubé a 55 °C durante 24 h, luego se centrifugé 5 min a 8 800
x gy se lavé dos veces con 500 4L Tris-HCI 50 mM, pH 8.9. El
pellet se resuspendié con 500 L de fenol equilibrado con Tris-
HCI, pH 7.8, luego se pasé por el vértex y se centrifugé a 10 400
x g durante 10 min, la fase inferior se desechd por aspiracién y
este paso se repitié dos veces mds.

El sobrenadante se transfirié a otro tubo, se afiadié 500 uL!
de fenol-cloroformo y luego se pasé por el vértex durante 30 min
y se centrifugd 10 min a 10 400 x g, la fase inferior se descarté
por aspiracién y este paso se repitié dos veces. El sobrenadante
se transfirié a un nuevo tubo, y se afiadié 500 uL"' 50 mM Tris-
HCI pH 8.9. La mezcla se vortexe6 y centrifugé de nuevo, y el
sobrenadante se transfiri6 a otro tubo.

Al final, se anadieron dos volimenes de etanol frio al 70%,
el tubo se agité suavemente, luego se afnadié 50 uL" de acetato
de sodio 3 M pH 5, y se incub6 20 min a -20 °C. Cada muestra
se centrifugd a 8 000 x g durante 10 min a -4 °C, se retiré el
sobrenadante y el pellet se anadié con dos volimenes (1 mL")
de etanol al 70% frio, se agité suavemente el tubo y se eliminé
el alcohol por aspiracion. Cada pellet de ADN se secd, se resus-
pendié con 50 L' de agua destilada, y se almacené a -20 °C

hasta su uso.
Método 2

Ya que las estructuras espermdticas difieren de las células so-
miticas, a fin de aumentar la recuperacién y la pureza del ADN,
se introdujeron modificaciones en el amortiguador de lisis y el
uso de CTAB (bromuro de cetiltrimetil amonio) y SDS (dodecil
sulfato de sodio), en lugar de fenol y cloroformo (Tan y Yiap,
2009). Esos detergentes también se seleccionaron porque podian
alterar la teca perinuclear del esperma. Las principales modifica-
ciones del amortiguador de lisis consistieron en el tratamiento
previo de la muestra con papaina para eliminar los componentes
proteicos (Eychner ez al., 2015), el DDT (Ditiotreitol) para la li-
beracién del ADN de las células somdticas presentes en el semen
(Fu ez al., 2007), con ello se logré una extraccién diferencial, y se
introdujo el DMSO (Dimetil sulféxido), para proteger el ADN
gendémico (Valadez y Giinter, 2005).

Las alicuotas de semen lavadas se resuspendieron en 50 uL™!
de amortiguador de lisis (de Tris-HCI 50 mM con pH 8.9 afa-
dido con 30% de papaina, 1% de DTT y 0.025% de DMSO) y
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shaken gently and sample was centrifuged at 8 800 x ¢ for 5 min.

Samples were dried, and resuspended as in method 1.
Method 3

The only modification to the protocol 2 was the addition the
Brij 36-T to solubilize the plasma membrane and to expose the
PT (Felipe-Pérez et al., 2012). Thus, before lysis solution, semen
samples were incubated with 50 uL" of 10% Brij 36-T for 10
min at room temperature, then centrifuged at 2 800 x g for 5 min

and the pellet was processed as in method 2.
Method 4

To allow chromatin de-compaction, a de-condensing
solution employing SDS, DTT and heparin (Gutiérrez-Pérez er
al., 2011) was introduced to method 3; hence SDS was removed
from the lysis solution. The solution was used after lysis solution
where the pellet obtained from the cellular lysis was resuspended
with 50 uL" 10% SDS, 50 L' 180 mM DTT, 1U mL" heparin
and incubated 30 min at room temperature. Thereafter, sample
was centrifuged 5 min at 8 800 x g, the supernatant discarded,
and the pellet was washed with 50 mM Tris-HCI pH 8.9 twice;

afterwards, this method continues as in method 3.
Method 5

In order to reduce the cost and time of the process, the
modifications to the protocol 4 were the replacement of Brij
36-T by SDS (Ward, 2018), and the removal of the CTAB of
the lysis solution. Washed semen aliquots were resuspended in
50 uL! 20% SDS and incubated at room temperature for 10
min; then samples were centrifuged at 2 800 x ¢ for 5 min and

the pellet was processed as in Method 4.
Method 6

CTAB serves as an important surfactant in the DNA
isolation buffer system to remove membrane lipids and promote
cell lysis, and because it maintains the integrity of precipitated
DNA during isolation (Prabha ez al., 2013). Accordingly, before
the treatment with the lysis solution, method 5 was modified
in order to use 10% CTAB instead of SDS, to expose the
perinuclear theca. All the other steps were performed according

to the steps of method 5.
Concentration and purity of DNA

After genomic DNA isolation, the purity and concentration

of genomic DNA isolated by the six isolation protocols were

se incubaron a 37 °C durante 30 min, luego se centrifugaron 5
min a 8 800 x gy se lavaron dos veces con 500 uL" de Tris-HCI
50 mM, pH 8.9. El pellet se resuspendié con 50 L' de CTAB
al 5%, se incubé a temperatura ambiente durante 5 min, luego
se centrifugd 5 min a 8 800 x gy se lavé dos veces con agua des-
tilada estéril. El sobrenadante se removié y el pellet resuspendido
con 50 uL! Tris HCI 50 mM, pH 8.9 y 50 uL' de SDS al 10%
seguido de una incubacién a temperatura ambiente durante 30
min.

Después, la muestra se centrifugé 5 min a 8 800 x g, el so-
brenadante se desechd y el pellet se lavé con agua destilada dos
veces. El pellet se resuspendié con Tris-HCI 50 mM, pH 8.9 y
se afadi6 300 uL" de acetona fria, el tubo se agité suavemente.
Cada muestra se centrifugé a 4 000 x ¢ durante 5 min, se afa-
dieron 300 4L de etanol absoluto frio al pellet, el tubo se agité
suavemente y la muestra se centrifugé 5 min a 8 800 x g. Las

muestras se secaron y se resuspendieron como en el método 1.
Método 3

La dnica modificacién al protocolo 2 fue la adicién del Brij
36-T para solubilizar la membrana de plasma y exponer la PT
(Felipe-Pérez et al., 2012). Asi, antes de la solucién de lisis, las
muestras de semen se incubaron con 50 L' de Brij 36-T al 10%
durante 10 min a temperatura ambiente, luego se centrifugaron

5 min a 2 800 x gy el pellet se procesé como en el método 2.
Método 4

Para permitir la descompactacién de la cromatina, se intro-
dujo en el método 3 una solucién de descondensacién emplean-
do SDS, DTT vy heparina (Gutiérrez-Pérez ez al., 2011), por lo
que se eliminé el SDS de la solucién de lisis. La solucién se uti-
liz6 después de la solucion de lisis, donde el pellet obtenido de la
lisis celular se resuspendié con 50 uL"' de SDS al 10%, 50 uL"*
de DTT 180 mM, 1U mL" de heparina y se incubé 30 min a
temperatura ambiente. Después, la muestra se centrifugd 5 min
a8 800 x g, el sobrenadante se desechd, y el pellet se lavé dos ve-
ces con 50 mM Tris-HCI pH 8.9, y luego este método contintia

como en el método 3.
Método 5

Para reducir el costo y el tiempo del proceso, las modificacio-
nes del protocolo 4 fueron la sustitucién de Brij 36-T por SDS
(Ward, 2018) y la eliminacién del CTAB de la solucién de lisis.
Las alicuotas de semen lavadas se resuspendieron en 50 #L"' de
SDS al 20% vy se incubaron 10 min a temperatura ambiente;
luego las muestras se centrifugaron 5 min a 2 800 x gy el pellet

se procesd como en el método 4.
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measured using a NanoDrop® ND-1000c Spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific'™). Protein contamination was
/A

A, nm was used to determine contamination by reagents. Both

, hm absorbance ratio, whereas Al

measured by the A,
spectrophotometric measurements constituted criteria for DNA
quality assessment with higher values associated with better DNA
purity. DNA absorbance was measured at 260 nm to determine
de quantity of DNA.

A minimum concentration of 5 ng uL' DNA in each
sample is recommended, since lower than this makes it difficult
to standardize PCR or other techniques. Besides, an absorbance
ratio at 260 nm and 280 nm of 1.8 is accepted as pure DNA,
where proportions lower than this value indicate the presence
of proteins, whereas the accepted values of the 260/230 ratio
are in the range of 2.0 to 2.2; if the ratio is less, they indicate
the presence of contaminants such as carbohydrates or phenol
(Demeke and Jenkins, 2010; Viltrop et al, 2010). Therefore,
for the evaluations of the six isolation methods, only the DNA
samples with the parameters of a minimum concentration of 50
ng uL" DNA, purity 260/280 minimum of 1.7, and 260/230
minimum of 1.5 were used.

Based on the fact that protocols 2-6 were modified for the
isolation of genomic DNA from bull sperm, it was decided to
increase the number of replicates for each of these methods to
55, while for method 6, being the one that obtained the best

parameters mentioned above, the number of replicates was 100.
DNA visualization on agarose gel

The presence and quality of the DNA samples selected from
the six isolation methods were analyzed on 0.8% agarose gel
containing 5% ethidium bromide. The gel wells were loaded
with 3 uL" of the DNA solutions plus 3 uL" of buffer and
submitted to electrophoresis on the agarose gel. The gels were
then visualized under an UV trans-illuminator (Bio-Rad, UV
trans-illuminator 2000), and the images were captured with a
Nikon Coolpix B500 camera.

DNA amplification

The DNA isolated from bull sperm by method 5 was used
to standardize PCR optimal amplification conditions for -actin
gene (ACTB gen). Genomic DNA was amplified by end-point
PCR using specific primers for the B-actin gene, designed
previously, with the software Oligo” v. 6.8 (Molecular Biology
Insight, Inc., Colorado Springs, CO), and whose product
is approximately 157 pb. The sequences were the following:
forward 5- CCC ATT GAG CAC GGC ATC GTC 3 and
reverse 5’- TCT GGG TCATCT TCT CAC GGT TGG C 3.
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Método 6

El CTAB sirve como un importante surfactante en el siste-
ma tampén de aislamiento del ADN para eliminar los lipidos
de membrana y promover la lisis celular, y porque mantiene la
integridad del ADN precipitado durante el aislamiento (Prabha
et al., 2013). Por consiguiente, antes del tratamiento con la so-
lucién de lisis, el método 5 se modificé para utilizar CTAB al
10% en lugar de SDS para exponer la teca perinuclear. Todos los

demds pasos se realizaron segtin los pasos del método 5.
Concentracién y pureza del ADN

Tras el aislamiento del ADN genémico, la pureza y la con-
centracién del ADN genémico aislado por los seis protocolos
de aislamiento se midié con un espectrofotémetro NanoDrop®
ND-1000c (Thermo Fisher Scientific™). La contaminacién de
las proteinas se midié mediante la relacién de absorbencia A,/
A,,, nm, mientras que la A, /A . nm se utilizé para determinar
la contaminacién por reactivos. Ambas mediciones espectrofoto-
métricas constituyeron criterios para la evaluacion de la calidad
del ADN con valores mds altos asociados a una mejor pureza del
ADN. La absorbancia del ADN se midi6 a 260 nm para deter-
minar la cantidad de ADN.

Una concentracién minima de 5 ng de ADN uL" en cada
muestra se recomienda, ya que una concentracién inferior difi-
culta la estandarizacién de la PCR u otras técnicas. Ademds, se
acepta como ADN puro una relaciéon de absorbancia a 260 nm
y 280 nm de 1.8, en la que proporciones inferiores a este valor
indican la presencia de proteinas; mientras que los valores acep-
tados de la relacién 260/230 estdn en el rango de 2.0 2 2.2, ysila
relacién es menor, indican la presencia de contaminantes como
los carbohidratos o el fenol (Demeke y Jenkins, 2010; Viltrop ez
al., 2010). Por lo tanto, para las siguientes evaluaciones de los
seis métodos de aislamiento, sélo se utilizaron las muestras de
ADN con los pardmetros de una concentracién minima de 50
ng #L" de ADN, pureza de 260/280 minimo de 1.7, y 260/230
minimo de 1.5.

Con base en el hecho de que se modificaron los protocolos
2-6 para el aislamiento del ADN genémico de los espermato-
zoides de toro, se decidié aumentar el ntimero de réplicas para
cada uno de estos métodos a 55, mientras que para el método 6,
con el cual se obtuvo los mejores pardmetros ya mencionados, el

nimero de réplicas fue 100.
Visualizacién de ADN en gel de agarosa

La presencia y la calidad de las muestras de ADN seleccio-

nadas de los seis métodos de aislamiento se analizaron en un gel
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The primer control included with the Taqg DNA polymerase
Titanium kit was used as the positive control for all the reactions
(forward 5-CTTGTCCTAATCTTCCTCCTCACG GCA-3’
and reverse 5’-TGGCACGGCCATAAGAGGTAGATGTCA-3’.

In order to determine the optimal alignment temperature for
the B-actin genes, a temperature gradient was performed in which
five alignment temperatures of the primers were tested (55, 58,
61, 65, and 68 °C); the optimal proportion of the primers were
carried out using different proportions of each primer (forward
and reverse). The PCR reaction mix contained 1 U Titanium Taq
DNA polymerase, 1x PCR buffer, 0.1 nM dNTR primers (forward
and reverse) at different proportions, five DNA concentrations
(200, 100, 50, 25 or 12.3 ng), and sterile ultrapure water to a
final volume of 25 uL'. Amplification was performed using a
thermocycler (Applied Biosystem, 2730 Thermal Cycler) and a
PCR program consisting of denaturation at 94 °C for 5 min; 30
cycles of amplification involving denaturation at 94 °C for 30
s; annealing at 55, 58, 61, 65 or 68 °C for 30 s, and extension
at 72 °C for 30 s; and a final extension for 5 min at 72 °C. The
success of the PCR with different DNA concentrations from the
isolation protocol selected was determined by electrophoresis on
0.8% agarose gel; amplified sperm DNA was visualized under an
UV transilluminator after electrophoresis, and the images were
captured with a Nikon Coolpix B500 camera.

Once the amplification conditions for the ACTB gene were
standardized, PCR reactions were performed using each of the
samples obtained by the best DNA isolation method. The PCR
reaction mixes contained 1x PCR buffer, 0.33 mM dNTP, 0.33
UM each primer (forward and reverse), 0.33x Titanium Taq
DNA polymerase, 3 ng DNA, and sterile ultrapure water to a
final volume of 25 uL'. Amplification was performed using a
PCR program consisting of denaturation at 94 °C for 5 min; 35
cycles of amplification involving denaturation at 94 °C for 30 s;
annealing at 68 °C for 30 s, and extension at 72 °C for 30 s; and
final extension for 5 min at 72 °C. The success of the PCR was
determined by electrophoresis on 1.2% agarose gel; amplified
sperm DNA was visualized under an UV transilluminator after
electrophoresis, and the images were captured with a Nikon

Coolpix B500 camera.
Evaluation of DNA isolation efficiency

The method that obtained the highest concentration and
the best quality DNA samples was evaluated for efficiency by
determining the minimum quantity of sperm required to obtain
adequate quantities of DNA (minimum 50 ng #L"). One of
the frozen sperm control samples was selected at random. The
isolation assays were conducted using different concentrations
of sperm cells per DNA isolation (0.5, 1, 2.5 and 5 x10° total
spermatozoa). The DNA isolated was stored at -20 °C for later

quantification and quality evaluation.

de agarosa al 0.8% que contenia 5% de bromuro de etidio. Los
pozos del gel se cargaron con 3 L' de las soluciones de ADN
mds 3 uL" de amortiguador y se sometieron a electroforesis en
gel de agarosa. Después, los geles se visualizaron bajo un trans-
iluminador UV (Bio-Rad, UV trans-iluminator 2000), y las imd-

genes se capturaron con una cimara Nikon Coolpix B500.
Amplificacién del ADN

El ADN aislado de espermatozoides de toro por el método
5 se utilizé para estandarizar las condiciones éptimas de ampli-
ficacién de la PCR para el gen B-actin (gen ACTB). El ADN
gendmico se amplificé por PCR punto final utilizando cebadores
especificos para el gen B-actin, disefiado previamente, con el soft-
ware Oligo® v. 6.8 (Molecular Biology Insight, Inc., Colorado
Springs, CO), y cuyo producto es aproximadamente 157 pb. Las
secuencias eran las siguientes: Forward 5’- CCC ATT GAG CAC
GGC ATC GTC 3’y Reverse 5- TCT GGG TCA TCT CAC
GGTTGG C 3.

Como testigo positivo de todas las reacciones se usé el primer
testigo incluido en el kit de la Titanium Tag ADN polimerasa
(Forward 5’-CTTGTCCTAATTCCTCCTCACGCA-3’ y Re-
verse 5’-TGGCACGGCCATAAGGTAGATGTCA-3.

Para determinar la temperatura éptima de alineacién de los
genes 3-actin, se realizé un gradiente de temperatura en el que se
probaron cinco temperaturas de alineacién de los cebadores (55,
58, 61, 65 y 68 °C); la proporcién éptima de los cebadores se
realiz6 usando diferentes proporciones de cada cebador (Forward
y Reverse). La mezcla de reaccién de la PCR contenia 1 U de Ti-
tanium Taq ADN polimerasa, 1x amortiguador de PCR, 0.1 nM
de ANTP, cebadores (Forward y Reverse) en diferentes propor-
ciones, cinco concentraciones de ADN (200, 100, 50, 25 0 12,3
ng) y agua ultrapura estéril hasta un volumen final de 25 uL".
La amplificacion se realizé utilizando un termociclador (Applied
Biosystem, 2730 Thermal Cycler) y un programa de PCR que
consistié en la desnaturalizacién a 94 °C durante 5 min; 30 ciclos
de amplificacién con desnaturalizacién a 94 °C durante 30 s;
alineamiento a 55, 58, 61, 65 0 68 °C durante 30 s, y extensién
a 72 °C durante 30 s; y una extensién final durante 5 min a 72
°C. El éito de la PCR con diferentes concentraciones de ADN
del protocolo de aislamiento seleccionado se determiné mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%; el ADN del esperma
amplificado se visualizé bajo un transiluminador UV después de
la electroforesis, y las imdgenes se capturaron con una cidmara
Nikon Coolpix B500.

Una vez que se estandarizaron las condiciones de amplifi-
cacién del gen ACTB, se realizaron reacciones de PCR usando
cada una de las muestras obtenidas por el mejor método de ais-
lamiento de ADN. Las mezclas de reaccién de PCR contenfan
1x de amortiguador de PCR, 0.33 mM de dNTP, 0.33 uM de
cada cebador (Forward y Reverse), 0.33x de Titanium Tag ADN
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Experimental design

As explained above, six isolation methods were applied
to a series of replicates obtained from five ejaculates samples,
collected from two different bulls, and used at random in the
protocols. Each replicate within a given isolation protocol was
considered an experimental unit and at least 25 replicates were
prepared for each one of the six tested methods. Thereafter, based
on the results of the statistical analysis of DNA concentration
and purity, only the best of the protocols was selected in order
to assess integrity, presence of PCR inhibitors, and large-scale
applicability for long-term storage; replicates were a hundred to

assess integrity of the method.
Statistical analysis

A graphical representation of the variables showed that
they did not satisfy the normality assumptions and data neither
satisfied the conditions to apply an ANOVA. Therefore, a
Kruskal-Wallis test was applied to determine if there were
differences between the six methods of isolation (Table 1). The
response variables were DNA concentration (ng mL") and DNA
purity (260/280 and 260/230). To correct the p-value, the Dunn
test was applied. The results are reported as means + SD. The
effect of the animal for the analysis was disregarded.

The hypothesis to be tested was: H : All samples come from
the same population; H: At least one sample comes from a
population with a different distribution. An error probability of
a=0.05 was used as the level of significance to reject H,.

The following model was used to evaluate the six different
DNA isolation methods:

Ko 12

LR
R L

where: R is the total of the jth sample ranching; n: is the sample

size; k: is the number of samples; N: is the sample size given by:
k
Z 7

=1

The statistic value of the test distributed approximately as a x*

with k-1 degrees of freedom.
RESULTS AND DISCUSSION

DNA isolation methods, concentration and

purity of DNA
The purpose of DNA isolation techniques is to

obtain high concentrations of the nucleic acid with
the minimum of degradation and with a degree of
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polimerasa, 3 ng de ADN y agua ultrapura estéril hasta un vo-
lumen final de 25 uL. La amplificacién se realizé mediante un
programa de PCR que consistié en la desnaturalizacién a 94 °C
durante 5 min; 35 ciclos de amplificacién que implicaron la des-
naturalizacién a 94 °C durante 30 s; el alineamiento a 68 °C
durante 30 s, y la extensién a 72 °C durante 30 s; y la extensién
final durante 5 min a 72 °C. El éxito de la PCR se determiné
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2%; el ADN de los
espermatozoides amplificados se visualizé bajo un transilumina-
dor UV después de la electroforesis, y las imdgenes se capturaron

con una cdmara Nikon Coolpix B500.
Evaluacién de la eficiencia del aislamiento de ADN

El método que obtuvo las muestras de ADN con la mayor
concentracién y la mejor calidad se evalué en eficiencia deter-
minando la cantidad minima de espermatozoides necesaria para
obtener cantidades adecuadas de ADN (minimo 50 ng uL").
Una de las muestras testigo de esperma congelado se seleccioné
al azar. Las prucbas de aislamiento se realizaron utilizando di-
ferentes concentraciones de espermatozoides por aislamiento de
ADN (0.5, 1, 2.5 y 5 x10° de espermatozoides totales). El ADN
aislado se almacend a -20 °C para su posterior cuantificacién y

evaluacién de calidad.
Disefio experimental

Como ya se explicd, se aplicaron seis métodos de aislamiento
a una serie de réplicas obtenidas de cinco muestras de eyaculados,
recolectadas de dos toros diferentes y utilizadas al azar en los pro-
tocolos. Cada réplica dentro de un determinado protocolo de ais-
lamiento se considerd una unidad experimental y se prepararon
al menos 25 réplicas para cada uno de los seis métodos ensayados.
Después, sobre la base de los resultados del andlisis estadistico
de la concentracién y la pureza del ADN, sélo se selecciond el
mejor de los protocolos para evaluar la integridad, la presencia
de inhibidores de la PCR y la aplicabilidad a gran escala para
el almacenamiento a largo plazo; se hicieron cien réplicas para

evaluar la integridad del método.
Andlisis estadistico

Una representacién gréfica de las variables mostré que no
satisfacfan los supuestos de normalidad; los datos tampoco sa-
tisfacian las condiciones para aplicar una ANOVA. Por lo tanto,
se aplicé una prueba de Kruskal-Wallis para determinar si habfa
diferencias entre los seis métodos de aislamiento (Cuadro 1). Las
variables de respuesta fueron la concentracién de ADN (ng L)
y la pureza del ADN (260/280 y 260/230). Para corregir el valor
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purity that allow to perform molecular biology tests
(Silva ez al., 2019). When the purity values are in
a range of 1.7 to 2.0, the DNA obtained is free of
cellular contaminants. Values below 1.7 indicate
contamination with proteins, membrane or phenol
fractions and values above 2 means that there is
dispersed RNA (Demeke and Jenkins, 2010).
Many of the methods used for sperm were adapted
from standardized protocols for somatic cells or
commercial kits; however, special extraction methods
are required for sperm (Xavier e# al., 2018).

Quantity and purity of the DNA obtained by each
of the six isolation methods showed particular trends
(Table 2). The spectrometric assay demonstrated that
the highest concentrations of DNA were obtained
with methods 5, 6, 4, and 3 (in descending order),
in which a detergent was used (CTAB in method 6,
SDS in method 5 and Brij in method 3 and 4 before
the lysis solution).

This variety of detergents are used to remove the
membrane of spermatozoa in mammalian sperm;
both plasmatic and nuclear membrane and the
acrosome, leaving the perinuclear theca (PT) surface
exposed (Ferrer ez al., 2012). The PT is a detergent
resistant capsule that surrounds the mature sperm
nucleus as a helmet, which among other functions,
offers stability to the nucleus and may be involved
in stabilizing the chromatin of sperm (Oko and
Sutovsky, 2009; Gutiérrez-Pérez er al., 2011); as a
consequence, the treatment with a detergent allowed
that the lysis solution (papain proteinase) to act
directly on the PT proteins (Katamaya ez al., 2005).

p> se aplicé la prueba de Dunn. Los resultados se reportan como
media + SD. No se tuvo en cuenta el efecto del animal para el
andlisis.

La hipétesis a probar fue: H : Todas las muestras proceden
de la misma poblacién; H : Al menos una muestra procede de
una poblacién con una distribucién diferente. Una probabilidad
de error de @=0.05 se utilizécomo nivel de significacién para re-
chazar H,.

El siguiente modelo se utilizé para evaluar los seis diferentes

métodos de aislamiento de ADN:

K= 12

bR .
—mz 3(n+1)

-1 7
donde: R’ es el total del ranqueo de la j-ésima muestra; n: es
el tamano de la muestra; k: es el nimero de muestras; N: es el
k
tamano de la muestra dado por: ZJ: 7
El estadistico de prueba se distribuyé aproximadamente

como una )? con k-1 grados de libertad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Métodos de aislamiento del ADN,
concentracién y pureza del ADN

La finalidad de las técnicas de aislamiento del
ADN es obtener altas concentraciones de 4cido nu-
cleico con un minimo de degradacién y con un grado
de pureza que permita realizar pruebas de biologia
molecular (Silva et al., 2019). Cuando los valores de
pureza se encuentran en un rango de 1.7 a 2.0, el
ADN obtenido est4 libre de contaminantes celulares.

Table 2. Comparison of the six genomic methods to isolate bull sperm DNA using concentration, purity (260/280 nm
y 260/230 nm) and efficiency (time) by spectrophotometry.
Cuadro 2. Comparacién de los seis métodos genémicos para aislar el ADN de espermatozoides de toro mediante
concentracién, pureza (260/280 nm y 260/230 nm) y eficiencia (tiempo) por espectrofotometria.

Isolations DNA concentration

DNA purity DNA purity

Method (n) (ng uL") (260/280) (260/230) Time
1 25 62.1+34.9a 132+02a 171+02a 2d
2 55 104.6 + 46.6 ab 1.39+0.3a 132+ 0.1b 95 min
3 55 118.9 £ 42.6 b 145+ 02a 135+ 0.1b 70 min
4 55 135.6 + 72.4 b 1.59+ 0.3 b 1.28+0.4b 70 min
5 55 305.3+190.2 ¢ 1.33+0.3a 0.68 +0.3 ¢ 80 min
6 100 152.3 £ 67.6 b 1.75 £ 0.07 ¢ 1.65+ 0.1 ab 80 min

a-c: Means with different letters in a row indicate statistical difference (p=<0.05). % Las medias con letras diferentes en una

hilera indican la diferencia estadistica (p=<0.05).
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Likewise, the use of DTT and heparin allowed
recovery of a larger quantity of better-quality DNA.
DTT, a S-S links reducing agent, acts on the bisulfate
bridges and heparin, a reagent that competes with
the DNA at binding to protamines, the reagent
adheres to these proteins, which are sequestered
and eliminated by washing without contaminating
the DNA samples (Felipe-Pérez et al., 2012); and
the use of a second detergent (SDS) could allow
denaturation of the captured protamines and any
other lipid or protein contaminant present in the
medium, thus, the DNA (Mariyam and Preetha,
2020). The effectiveness of CTAB was evaluated in
other studies; thus, Lander ez 2/ (2002) indicated
that the detergent bonds strongly to the DNA,
displaces the proteins, and prevents its degradation.

In our study, the quantity of DNA isolated from
sperm samples was higher for the protocol 5, but
the yields for the methods 3, 4, and 6 were greater
than for the original (method 1). Nevertheless,
method 6 was the only method that provided purity
values adequate, near the standard value (260/280:
1.7520.07) for PCR assays, which indicates that the
obtained material is free of contaminants that could
interfere with the reactions (Alarcén-Zaniga et al.,
20165 Silva et al, 2019). In this regard, DNA is
considered to be pure when the A260 / 230 ratio is
around 1.5-2.2. A ratio less than 1.5 could indicate
the presence of contaminants in the sample such as
salts, carbohydrates or others. However, it must be
considered that this measurement may be misleading
by a low concentration of DNA in the sample, since
the concentration of salts present in the resuspension
buffer would be overestimated (Viltrop ez al., 2010).

Now it is known that DNA quantification
using fluorometers is more accurate; therefore,
measurements with fluorescent dyes such as Pico
Green, which binds to dsDNA and increases the
fluorescent signal, and extrapolation via a standard
curve is recommended (Schablitsky ez al, 2019).
Based on our results, method 6 was tested with sperm
samples from fresh ejaculates to verify its effectiveness
for the treatment of the spermatic cells. Purity (A, /
A, and AZGO/ABO) remained constant, but yield
was lower than for extraction from thawed semen
(Table 3). This statistically significant difference is
attributed to the fact that the frozen spermatozoa
undergo damages and alterations in their structure,
as shown by Gutiérrez-Pérez et al. (2011) and Felipe-
Pérez et al. (2012).
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Los valores inferiores a 1.7 indican contaminacién
con proteinas, fracciones de membrana o fenol y los
valores superiores a 2 significan que hay ARN disper-
so (Demeke y Jenkins, 2010). Muchos de los méto-
dos utilizados para el esperma se adaptaron a partir
de protocolos estandarizados para células somdticas o
kits comerciales; sin embargo, se requieren métodos
de extraccién especiales para el esperma (Xavier ez al.,
2018).

La cantidad y la pureza del ADN obtenido por
cada uno de los seis métodos de aislamiento mostra-
ron tendencias particulares (Cuadro 2). La prueba
espectrométrica demostré que las mayores concen-
traciones de ADN se obtuvieron con los métodos 5,
6, 4y 3 (en orden descendente), en los que se utilizd
un detergente (CTAB en el método 6, SDS en el mé-
todo 5 y Brij en los métodos 3 y 4 antes de la solucién
de lisis).

Esta variedad de detergentes se utiliza para eli-
minar la membrana de los espermatozoides en los
espermatozoides de mamiferos; tanto la membrana
plasmdtica como la nuclear y el acrosoma, dejando
expuesta la superficie de la teca perinuclear (PT) (Fe-
rrer et al., 2012). La PT es una cdpsula resistente a los
detergentes que rodea el nicleo del espermatozoide
maduro a modo de casco, que entre otras funciones
ofrece estabilidad al ndcleo y puede estar involucrada
en la estabilizacién de la cromatina del espermato-
zoide (Oko y Sutovsky, 2009; Gutiérrez-Pérez et al.,
2011); en consecuencia, el tratamiento con un de-
tergente permitié que la solucién de lisis (proteinasa
papaina) actuara directamente sobre las proteinas de
la PT (Katamaya et al., 2005).

Asimismo, el uso de DTT y heparina permiti6 la
recuperacién de una mayor cantidad de ADN de me-
jor calidad. El DTT, un agente reductor de enlaces
S-S, acttia sobre los puentes de bisulfuro y la hepa-
rina, un reactivo que compite con el ADN al unirse
a las protaminas, el reactivo se adhiere a estas protei-
nas, que son secuestradas y eliminadas por lavado sin
contaminar las muestras de ADN (Felipe-Pérez ez al.,
2012); y el uso de un segundo detergente (SDS) po-
dria permitir la desnaturalizacién de las protaminas
capturadas y de cualquier otro contaminante lipidi-
co o proteinico presente en el medio, asi el ADN se
purifica (Mariyam y Preetha, 2020). La eficacia del
CTAB se evalué en diversos estudios; thus, Lander
et al., (2002) indicaron que el detergente se adhiere
fuertemente al ADN, desplaza las proteinas e impide
su degradacién.
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Table 3. Concentration and quality of DNA isolated from freshly ejaculated bull sperm
compared with that extracted from frozen sperm.
Cuadro 3. Concentracién y calidad del ADN aislado de espermatozoides de toro recién
eyaculados comparado con el ADN extraido de espermatozoides congelados.

Samol Isolation Concentration DNA purity DNA purity
ampie solations DNA (ng uL") (260/280) (260/230)

Thawed Semen 100 1524+ 67.6a 1.75+£0.07 a 1.65+0.13a

Fresh Semen 55 62.3+35.7b 1.73+0.05a 1.62+0.17 a

a,b: Means with different letters in a row are statistically different (p=<0.05). % Las medias con
letras diferentes en una hilera indican una diferencia estadistica (p=<0.05).

Silva et al. (2019), in order to increase the DNA
yield, changed the final step of the Qiagen QiaAmp
manufacturer protocol by increasing the time of
elution from 5 min in room temperature to 24 h in
freezer (1.38 vs. 3.46 ng pL"), which possibly made
this type of cells more sensitive to the treatment
with detergents and solutions for the extraction of
the genetic material. However, in our study the yield
obtained from fresh sperm was of good quality and it
is considered that the technique can be used to extract
DNA from this type of samples without making
modifications. If higher DNA concentrations were
required, the recommendation would be to work
with a larger amount of sperm or dilute the extracted
genetic material in a smaller amount of buffer.

DNA visualization on agarose gel

DNA was observed in 0.8% agarose gel in all the
samples extracted with the protocol 6 (Figure 1). The
quality of bands obtained indicates that the DNA
is not fragmented, which shows that the method 6
allows to obtain complete DNA, and therefore it is
suitable for use in molecular biology tests, such as

PCR (Silva ez al., 2019).
DNA amplification

Results showed that the best amplification was at
68 °C, and when the primer mixture was composed
of a 1:1 ratio of each (forward and reverse). Thus,
with these standardized amplification conditions the
DNA samples isolated with method 6 were evaluated
to determine the presence of inhibiting substances by
means of PCR reactions using the 6-actin gene. The
154-bp fragment of the B-actin gene was amplified

En este estudio, la cantidad de ADN aislado de
muestras de esperma fue mayor para el protocolo 5,
pero los rendimientos de los métodos 3, 4 y 6 fueron
mayores que los del original (método 1). No obstan-
te, el método 6 fue el Gnico que proporciond valo-
res de pureza adecuados, cercanos al valor estindar
(260/280: 1,75+0,07) para las pruebas de PCR, y
esto indica que el material obtenido estd libre de con-
taminantes que podrian interferir en las reacciones
(Alarcén-Zuniga et al., 2016; Silva et al., 2019). Al
respecto, se considera que el ADN es puro cuando
la relacién A260 / 230 es alrededor de 1.5-2.2. Una
relacién inferior a 1.5 podria ser indicativa de la pre-
sencia de contaminantes en la muestra, como sales,
carbohidratos u otros. Sin embargo, hay que tener
en cuenta que esta medicién puede ser engafosa por
una baja concentracién de ADN en la muestra, ya
que la concentracién de sales presentes en el amor-
tiguador de resuspensién estaria sobreestimada (Vil-
trop et al., 2010).

Ahora se sabe que la cuantificacién del ADN
mediante fluorémetros es mds precisa, por lo que se
recomiendan las mediciones con colorantes fluores-
centes como el Pico Green, que se une al ADNds y
aumenta la sefal fluorescente, y se recomienda la ex-
trapolacién mediante una curva estindar (Schablits-
ky et al., 2019). Con base en los resultados, el méto-
do 6 se prob6 con muestras de esperma de eyaculados
frescos para verificar su eficacia para el tratamiento de
las células espermdticas. La pureza (A, /A, v A,/
Azao) permanecié constante, pero el rendimiento fue
menor que el de la extracciéon de semen descongelado
(Cuadro 3). Esta diferencia estadisticamente signi-
ficativa se atribuye a que los espermatozoides con-
gelados sufren danos y alteraciones en su estructura,
como lo demuestran Gutiérrez-Pérez et al. (2011) y
Felipe-Pérez et al. (2012).
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Figure 1. Representative results of 0.8% agarose gel
electrophoresis of genomic DNA samples from
frozen samples of bull sperm extracted by method
6 (3 ng uL"). Lane 1 corresponds to the molecular
weight marker. Lanes 2 to 7 correspond to randomly
selected DNA samples.

Figura 1. Resultados representativos de la electroforesis en
gel de agarosa al 0.8% de las muestras de ADN
genémico de muestras congeladas de esperma de
toro extraidas por el método 6 (3 nguL"). El carril
1 corresponde al marcador de peso molecular. Los
carriles 2 a 7 corresponden a lasa muestras de ADN
seleccionadas al azar.

from the DNA samples isolated with this method
(Figure 2), and indicated that this method obtains
DNA free of PCR-inhibiting substances. There are
reports which show that DNA contamination and
its degradation influence the results of PCR assays
mainly causing large fluctuations in the analytical
measurements and the repeatability of the results.
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Con el fin de aumentar el rendimiento de ADN,
Silva et al. (2019) cambiaron el dltimo paso del pro-
tocolo de fabricacién de Qiagen QiaAmp al pasar el
tiempo de elucién de 5 min a temperatura ambiente
a24 hen el congelador (1.38 s 3.46 nguL"); lo que
posiblemente hizo que este tipo de células fueran mds
sensibles al tratamiento con detergentes y soluciones
para la extraccién del material genético. Sin embar-
go, en nuestro estudio el rendimiento obtenido de
los espermatozoides frescos fue de buena calidad y se
considera que la técnica se puede utilizar para extraer
ADN de este tipo de muestras sin necesidad de hacer
modificaciones. Si se requiriesen mayores concentra-
ciones de ADN, la recomendacidn seria trabajar con
una mayor cantidad de espermatozoides o diluir el
material genético extraido en una menor cantidad de
amortiguador.

Visualizacién de ADN en gel de agarosa

ADN se observé en el gel de agarosa al 0.8% en
todas las muestras extraidas con el protocolo 6 (Figu-
ra 1). La calidad de las bandas formadas indica que
el ADN no estd fragmentado, lo cual demuestra que
el método 6 permite obtener un ADN completo, y
por lo tanto es adecuado para su uso en pruebas de
biologia molecular, como la PCR (Silva ez 4/., 2019).

Amplificacién de ADN

Los resultados mostraron que la mejor amplifica-
cién era a los 68 °C, y cuando la mezcla del cebador

¢ 7 & 9 10 11 12 13 4

Figure 2. PCR products obtained by 1.2% agarose gel electrophoresis, amplified using of b-actin primers, and DNA isolated from
frozen semen sample with method 6. Lane 1 corresponds to the molecular weight marker. Lanes 2-13 correspond to the
products of amplification of the f-actin gene using 13 different DNA samples. Lane 14 corresponds to the amplification

of the control gene contained in the amplification kit.

Figura 2. Productos de PCR obtenidos por electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, amplificados con cebadores de b-actin, y ADN
aislado de una muestra de semen congelado con el método 6. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular.
Los carriles 2-13 corresponden a los productos de la amplificacién del gen 3-actin utilizando 13 muestras diferentes de
ADN. Fl carril 14 corresponde a la amplificacién del gen testigo contenido en el kit de amplificacién.
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Therefore, the standardization of the optimal
amplification conditions is prevented (Xavier ez /.,
2018). Demeke and Jenkins (2010) showed that
when CTAB is used, low A,/ 23 Fatios are obtained,
assuming contamination with cell components, such
as polysaccharides that can inhibit PCR reactions.
However, in our study, A, /A . quality (1.65+0.01)
met the minimum values that allow consideration of

the isolated DNA samples as suitable for use in PCR
assays (Cotton and Fisher, 2015).

Evaluation of DNA isolation efficiency

The average of each four concentrations of sperm
(0.5, 1, 2.5 and 5 x10°) were used to evaluate isolation
efficiency of method 6, and DNA concentration and
quality were verified (Table 4). It is worth mentioning
that the features of high yield and high purity of DNA
extraction procedures do not necessarily go hand-in-
hand. For example, Chelex® extraction is a one tube
procedure with a high DNA yield (since no volume
is lost or removed), but it might have low purity since
any contaminants, not bound by the Chelex resin,
are not removed from the DNA in solution.

In contrast, methods such as phenol chloroform
extraction or use of silica beads result in higher purity
samples, since many contaminants are completely
removed. However, lower yields likely result since
100% of the available starting DNA cannot be
recovered (Cotton and Fisher, 2015). Based on their
recommendation, we used at least 1x10° sperm cells
for DNA isolation. Because of the variables with
statistical differences, we could remark that at least
two groups among those compared were statistically
different.

estaba compuesta por una proporcién de 1:1 de cada
uno (Forward y Reverse). Asi pues, con estas con-
diciones de amplificacién normalizadas se evaluaron
las muestras de ADN aisladas con el método 6 para
determinar la presencia de sustancias inhibidoras me-
diante reacciones de PCR utilizando el gen f-actin.
El fragmento de 154 pb del gen B-actin se amplificé
a partir de las muestras de ADN aisladas con este mé-
todo (Figura 2), lo cual indica que este método obtie-
ne ADN libre de sustancias inhibidoras de la PCR.
Algunos informes indican que la contaminacién del
ADN vy su degradacién influyen en los resultados de
las pruebas de PCR, causando principalmente gran-
des fluctuaciones en las mediciones analiticas y en la
repetibilidad de los resultados. Por lo tanto, se impide
la normalizacién de las condiciones éptimas de am-
plificacién (Xavier ez al., 2018). Demeke y Jenkins
(2010) indicaron que cuando se utiliza el CTAB se
obtienen bajas proporciones de A, /A, , y se asume
que hay contaminacién con componentes celulares,
como los polisacdridos que pueden inhibir las reac-
ciones de PCR. Sin embargo, en nuestro estudio, la
calidad A, /A, (1.65+0.01) cumplia los valores mi-
nimos que permiten considerar las muestras de ADN
aisladas como aptas para su uso en pruebas de PCR

(Cotton y Fisher, 2015).

Evaluacién de la eficiencia del
aislamiento del ADN

El promedio de cada cuatro concentraciones de
espermatozoides (0.5, 1, 2.5 y 5 x10°) se utiliz6 para
evaluar la eficiencia del aislamiento del método 6, y
se verificaron la concentracién y la calidad del ADN
(Tabla 4). Cabe mencionar que las caracteristicas de

Table 4. Comparison of the concentration and quality of DNA isolated
from bovine spermatozoa at different cell concentrations.

Cuadro 4. Comparacién de la concentracién y calidad del ADN ais-

lado de espermatozoides de bovinos en diferentes concen-

traciones celulares.

Total sperms x 10° ngul’ A lA A/As,
0.5 37.0a 1.73 a 1.59a
1.0 76.5b 1.60 a 1.71 a
2.5 134.6¢ 1.70 a 1.66 a
5.0 233.8d 1.72 a 1.63 a

a-d: Means with different letters indicate statistical difference (p=<0.05).
% Medias con letra diferente indican la diferencia estadistica (p=<0.05).
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Long-term DNA storage

At the end, based on the overall evaluation
discussed above, and considering that an efficient
DNA conservation depends on storage temperatures,
composition of storage buffer, ionic strength, purity
of DNA, length of DNA, presence of metal ions,
among other factors (Mariyam and Preetha, 2020),
we decided to evaluate the stability of the DNA
isolated on samples of DNA stored by 1) 0 days, 2)
1 month, 3) 3 months, and 4) 6 months. With those
samples we run electrophoresis in 0.8% agarose gel.
Results showed that the integrity of the DNA was
conserved for at least 6 months (Figure 3). In this
study, the isolated sperm DNA was stored at -20 °C
in PBS.

Also, we decided to verify if the stored DNA not
was contaminated with PCR inhibiting substances;
therefore, a PCR reaction was performed with
the f-actin gene. Electrophoresis of the amplified
products showed that during storage the samples
remained stable for at least 6 months, suitable for use
in PCR reactions after 6 months of storage at -20 °C
(Figure 4).

12 000 pb

100 pb

Figure 3. Electrophoresis in 0.8% agarose gel of genomic
DNA isolated (3 ng) from bull sperm frozen and
stored. Lane 1 corresponds to the not stored sample
of DNA; Lane 2 corresponds to a sample stored for
1 month; Lane 3 corresponds to a sample stored for
3 months; Lane 4 corresponds to a sample stored 6
months; and Lane 5 corresponds to the molecular
weight markers.

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de ADN ge-
némico aislado (3 ng) de esperma de toro congela-
do y almacenado. El carril 1 corresponde a la mues-
tra de ADN no almacenada; el carril 2 corresponde
a una muestra almacenada durante 1 mes; el carril
3 corresponde a una muestra almacenada durante 3
meses; el carril 4 corresponde a una muestra alma-
cenada durante 6 meses; y el carril 5 corresponde a
los marcadores de peso molecular.
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alto rendimiento y alta pureza de los procedimientos
de extraccién de ADN no van necesariamente de la
mano. Por ejemplo, la extraccién de Chelex” es un
procedimiento de un tubo que tiene un alto rendi-
miento de ADN (ya que no se pierde ni se elimina
ningin volumen) pero que posiblemente tenga una
baja pureza ya que los contaminantes, no ligados por
la resina Chelex, no se eliminan del ADN en solu-
cion.

En contraste, métodos como la extraccién de clo-
roformo fenol o el uso de perlas de silice dan como
resultado muestras de mayor pureza, ya que muchos
contaminantes se eliminan por completo. Sin embar-
go, es probable que el rendimiento sea menor, ya que
no se puede recuperar el 100% del ADN inicial dis-
ponible (Cotton y Fisher, 2015). Basdndonos en su
recomendacién, utilizamos al menos 1x10° esperma-
tozoides para el aislamiento del ADN. Debido a las
variables con diferencia estadistica pudimos observar
que al menos dos grupos entre los comparados eran
estadisticamente diferentes.

Almacenamiento del ADN a largo plazo

Al final, sobre la base de la evaluacién general an-
tes mencionada, y al considerar que una conserva-
cién eficiente del ADN depende de las temperaturas
de almacenamiento, la composicién del amortigua-
dor de almacenamiento, la fuerza idnica, la pureza
del ADN, la longitud del ADN, la presencia de iones
metdlicos, entre otros factores (Mariyam y Preetha,
2020), decidimos evaluar la estabilidad del ADN ais-
lado en muestras de ADN almacenadas por 1) 0 dias,
2) 1 mes, 3) 3 meses, y 4) 6 meses. Con esas mues-
tras realizamos la electroforesis en un gel de agarosa al
0.8%. Los resultados mostraron que la integridad del
ADN se conservé durante al menos 6 meses (Figura
3). En este estudio, el ADN del esperma aislado se
almacené a -20 °C en PBS.

Ademads, decidimos verificar si el ADN almacena-
do no estaba contaminado con sustancias inhibidoras
de la PCR; por lo tanto, se realiz una reaccién de
PCR con el gen f-actin. La electroforesis de los pro-
ductos amplificados mostré que durante el almacena-
miento las muestras se mantuvieron estables durante
al menos 6 meses, aptas para ser utilizadas en reaccio-
nes de PCR después de 6 meses de almacenamiento
a-20 °C (Figura 4).
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Figure 4. Electrophoresis in 1.2% agarose gel of the
amplification products of 4 genomic DNA samples
extracted from stored frozen bull sperm. Lane: 1,
molecular weight markers; Lane 2, amplification
products of the not stored DNA sample; Lane 3,
amplification products of a sample stored for 1
month; Lane 4, amplification products of a sample
stored for 3 months; Lane 5, amplification products
of a sample stored for 6 months.

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% de los pro-
ductos de amplificacién de 4 muestras genémicas
de ADN extraidas de esperma de toro congelado
y almacenado. Carril: 1, marcadores de peso mo-
lecular; Carril 2, productos de amplificacién de la
muestra de ADN no almacenada; Carril 3, produc-
tos de amplificacién de una muestra almacenada
durante 1 mes; Carril 4, productos de amplifica-
cién de una muestra almacenada durante 3 meses;
Carril 5, productos de amplificacién de una mues-
tra almacenada durante 6 meses.

Processing time and cost

Processing time for each sample is found in Table
2, and the results showed that protocol six yielded
DNA of good quality and quantity in 80 min. The
cost of this protocol including only material was
$0.3 USD ($6.35 MXN) per sample. Therefore, the
standardized protocol, in addition to allowing the
isolation of bull sperm DNA of optimal quality and
concentrations, is also a low-cost method. Usman ez
al. (2014) showed that with the Modified Nucleospin
Blood Genomic commercial kit was $2.76 USD
($58.43 MXN). per sample, the use of commercial
kits increases the cost per extraction almost 10 times.
In addition, they are designed for the isolation of
somatic cell DNA.

DPsifidi ez al. (2015) used blood samples and eleven
methods for genomic DNA isolation and found that
in addition to the most common problem when
blood or tissue extraction kits are used, the isolation
of DNA concentration is less than that required

Tiempo de procesamiento y costo

El tiempo de procesamiento de cada muestra
estd en el cuadro 2, y los resultados mostraron que
el protocolo seis producia ADN de buena calidad y
cantidad en 80 min. El costo de este protocolo inclu-
yendo sélo el material fue $0.3 USD ($6.35 MXN)
por muestra. Por lo tanto, el protocolo estandarizado,
ademds de permitir el aislamiento de ADN de esper-
matozoides de toro de éptima calidad y concentra-
cién, es también un método de bajo costo. Usman
et al., (2014) demostraron que con el kit comercial
Modified Nucleospin Blood Genomic el costo fue
$2.76 USD ($58.43 MXN) por muestra; el uso de
kits comerciales aumenta el costo por extraccién casi
10 veces. Ademds, estdn disenados para el aislamien-
to del ADN de las células somiticas.

Al utilizar muestras de sangre y once métodos
para el aislamiento del ADN genémico, Psifidi ez 4/.
(2015) mencionaron que ademds del problema mds
comun cuando se utilizan equipos de extraccién de
sangre o tejidos, se produce el aislamiento de una
concentracién de ADN menor que la requerida; y los
equipos de extraccion son bastante costosos. Ademds,
encontraron una deficiencia en cuanto a la pureza
del extracto. Al evitar las columnas de centrifugado
prefabricadas, Huynh ez a/. (2019) describieron un
protocolo que reduce el costo al utilizar la capacidad
de unién de la silice al ADN en presencia de sales
caotrépicas. Sin embargo, no mencionaron el costo
por muestra. Ademds, el costo estimado del proce-
samiento de una muestra por el método de fenol-
cloroformo es alrededor de $5.00 USD ($105.84
MXN) por muestra. Las muestras de ADN extraidas
son de mayor pureza que otros métodos convencio-
nales, pero de menor pureza que las obtenidas por
el método de columnas (Mariyam y Preetha, 2020).

CONCLUSIONES

En este estudio se disefid, optimizé y probé un
método especifico, rdpido y econémico de extrac-
cién de ADN de espermatozoides de toro aplicable
a muestras mds pequefas a partir de varias combina-
ciones de detergentes y sustancias descondensantes.
Las muestras obtenidas fueron adecuadas para el ani-
lisis por PCR.

El protocolo disefiado consideré las caracteristi-
cas estructurales de los espermatozoides. Asi pues, se
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and extraction kits are quite expensive; besides, they
found a shortcoming regarding the purity of the
extract. Huynh ez al. (2019), avoiding pre-made spin
columns, described a protocol that reduces the cost
by utilizing the DNA binding capacity of silica in the
presence of chaotropic salts; however, they did not
record the cost per sample. Besides, the estimated cost
for processing a sample by the phenol-chloroform
method is around $5.00 USD ($105.84 MXN) per
sample. Extracted DNA samples are higher in purity
than other conventional methods, but lower than

those obtained using columns methods (Mariyam
and Preetha, 2020).

CONCLUSIONS

In this study, a specific, fast, inexpensive method
for extracting DNA from bull sperm applicable
for smaller samples was designed, optimized and
tested from several combinations of detergents and
de-condensing substances. Samples obtained were
suitable for PCR analysis.

The designed protocol maintained the structural
characteristics of spermatozoa. Thus, our aim was
fulfilled in finding a protocol that is inexpensive,
quick and efficient to isolate bull sperm DNA. Stored
samples up to half a year rendered the same values,
pure enough to be used in PCR assays.
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