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GENOTIPIFICACION DE KAPPA-CASEINA BOVINA Y EVALUACION
DE LAS FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS DE SUS POLIMORFISMOS
EN CUATRO RAZAS

GENOTYPING OF BOVINE KAPPA-CASEIN AND EVALUATION OF GENOTYPIC
AND ALLELIC FREQUENCIES OF THEIR POLYMORPHISMS IN FOUR BREEDS

Esperanza Trujillo', David Noriega® y Mauricio Camargo®

Resumen

En la leche de 1os rumiantes existen seis protefnas principales clasificadas en dos grupos: caseinas (@-S1, a-82, By x) y
proteinas séricas (at-lactoalbiimina y B-lactoglobulina). La kappa-caseina bovina es una molécula de 169 aminoécidos
codificada por un gen localizado en el cromosoma 6 y tiene dos importantes variantes: A y B. La variante B determina
diferencias cuantitativas y cualitativas en el proceso de transformacién de 1a leche en queso debido a que forma micelas
pequeiias que contienen mayor cantidad de casefna y origina un codgulo firme y denso que retiene sélides. En contraste,
la variante A produce micelas més grandes perc con menor cantidad de casefna.

En el presente estudio se realizd, mediante PCR-RFLP, la identificacidn molecular de las variantes alélicas A y B en una
poblacidn de 222 animales (machos y hembras) de las razas Holstein, Ayrshire, Jersey y Normanda. Los resultados
obtenidos mostraren diferencias significativas mediante la prueba exacta de Freeman-Halton, tanto en la distribucién de
frecuencias genotfpicas como alélicas en la raza Holstein (Holstein: A4 = 0.48, AB =048, BE = 0.04 y p(B} = 0.28;
Ayrshire: AA = 0,43, AB =037, BB =020y p(B) = 0.38, Jersey: AA=0.03, AB=0.17, BB = 0.80 y p(B) = 0.88;
Normanda: AA =0.00, AB =0.33, BB = 0.67 y p(B) = 0.83).

Este estudio constituye e} primero de su tipo en Colombia y propone 1a aplicacién de una metodologia molecular confiable,
de ficil aplicacidn y bajo costo en los programas de mejoramiento de lacalidad de la proteina ldctea en bovinos.
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Abstract

The milk of rummiants contains.six main types of proteins classified in two groups: caseins (®-51, ¢-$2, B and x) and
serum proteins (-lactoatbumin and $-lactoglobulin). The bovine kappa-casein is a molecule of 169 amino acids coded by
a gene on chromesome 6, that express two important variations, A and B. The B form determines quantitative and
gualitative differences in the process of transformation of the milk in cheese, due to the formation of small micelles that
contain a higher amount of casein that in tuen allow the formation of a firm and dense clot that retains solids. In contrast,
the A form produces larger micelles that retain a smaller amount of casein.

Using the PCR-RFLP methodology, the present study was carried out to identify the allelic forms A and B at the DNA
tevel, in a popuiation of 222 animals males and females of the races Holstein, Ayrshire, Jersey and Norman. The results
obtained evidenced significant differences by means of Freeman-Halton exact test in the distribution of genctypic and
allelic frequencies in the breed Holstein (Holstein: Ad =048, AR =0.48, BB =0.04 and p{B)=0.28; Ayrshire: A4 = .43,
AB=0.37,B8=020and p(B)=0.38; Jersey: AA =003, AB=0.17, B8 =0.80 and p{B) = 0.88; Normand: AA =0.00, AB
=013, BE =0.67 and p(B) = 0.83).
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This study constitutes the first one of this type in Colombia, and proposes the application of a reliable molecular
methodology, of easy application and low cost in programs of improvement of bovine milk protein quality.

Key words: bovine kappa-casein, milk protein, PCR-RFLP,

INTRODUCCION

La mejora genética de las caracteristicas de na-
turaleza cuantitativa, como la produccién y
calidad de la leche bovina, se ha hecho tradicio-
nalmente utilizando principios estadisticos para
identificar animales que se seleccionan dentro de
poblaciones, acompafiada de cruzamientos entre
los mismos para aprovechar el efecto del vigor
hibrido. Esta metodologia ha resultado dificil y
lenta cuando se trabaja con caracteristicas de baja
heredabilidad y que se expresan en un solo sexo
(Misztal y Wiggans, 1988),

Por otro lado, el desarrollo de mapas genéticos
en diferentes especies ha hecho posible identifi-
car regiones cromosdmicas con genes que afec-
tan las caracteristicas cuantitativas, ya sea
utilizando los genes responsables de las mismas
o mediante marcadores moleculares que segre-
gan ligados directamente con caracteristicas de
produccién (Davies y Tilghman, 1992), con lo
que se mejora la eficiencia de seleccién en cuan-
to a rendimiento y calidad de los productos (Ar-
chibald, 1994).

El genoma bovino contiene aproximadamente
tres mil millones de pares de bases, empacadas
en 30 cromosomas, de las cuales se calcula que
sélo el 10% contiene informacidn 1til traducible
en proteinas (Barendse, 1994). Entre estas se-
cuencias ocurren mutaciones que generan dife-
rentes polimorfismos heredables, que pueden
alterar o no las protefnas que codifican y afectar
en forma positiva o negativa las funciones de los
organismos. Una forma de tipificar estos polimor-
fismos es mediante la amplificacién molecular de
una regién del gen, seguida de la digestién con
una enzima de restriccién apropiada, metodolo-
gia conocida como PCR-RFLP (Clark, 1992).

146

Proteinas lacteas

En mamiferos, una de las principales caracteristi-
cas de la leche es su alto contenido en proteinas
que determinan en gran medida el valor nutritivo
y tecnolégico de la misma. En Colombia, el 70%
de la leche se produce en forma intensiva con
base racial Holstein, 20% con Holstein y Cebd,
8% con Jersey y 2% con razas criollas.

En la leche de los rumiantes existen seis protef-
nas principales que constituyen el 90% del total
de las proteinas de la leche, clasificadas en dos
grupos de acuerdo con su solubilidad a pH 4.6
y a una temperatura de 20 *C (Kanamori y
Kawaguchi, 1980). El primer grupo lo constitu-
yen las caseinas aS1, aS2, B y x (Eigel y Butler,
1984), que precipitan en estas condiciones de
pH y temperatura y constituyen la fraccién pro-
teica mayoritaria de la leche. Las del segundo
grupo, o proteinas séricas, permanecen solubles
en las condiciones mencionadas, y son princi-
palmente a-lactoalbimina y P-lactoglobulina
(Eigel y Butler, 1984).

Las casefnas se agregan en particulas coloidales
esféricas llamadas micelas, antes de ser secreta-
das por exocitosis; en peso seco, las micelas con-
tienen aproximadamente 94% de proteina y 6%
de iones calcio, fosfato, magnesio y citrato, y sus
caracteristicas influyen notablemente en las pro-
piedades tecnoldgicas de la leche {Grosclaude,
1988). La desestabilizacién de las micelas inicia
el proceso de coagulacién y gelificacién de la
leche durante la fabricacién del queso (Russo y

Mariani, 1978; Schaar, 1984).

El gen de la kappa-caseina bovina tiene 9.844
pares de bases, comprende cinco exones y cua-
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tro intrones y estd localizado en el cromosoma 6
(Velmala ez al., 1999). Su proteina es responsa-
ble de Ia estabilidad de las micelas y sw hidrélisis
modifi¢a sus caracteristicas fisicoquimicas (Gros-
claude, 1988).

La base molecular del polimorfismo de las pro-
teinas de la leche es la sustitucién o la delecién
de amino4cidos en su estructura primaria, gene-
rada por cambios en la secuencia de los genes
que codifican para las mismas. La kappa-casei-
na es una proteina de 169 aminoédcidos que pre-
senta dos importantes variantes, kappa-caseina
A y kappa-caseina B (Neelin, 1964; Schmidt,
1964), determinadas por los alelos A y B, res-
pectivamente {Grosclaude, 1988; Ikonen et al.,
1996). Estas variantes difieren en los aminodci-
dos 136 y 148. En la posicién 136, la variante A
tiene treonina (T) y la B isoleucina (I); y en la
posicién 148, A tiene asparagina (N} y B tiene
alanina (A) (Bovenhuis y Weller, 1994), El cam-
bio en la posicion 148 elimina el sitio de corte
de la enzima de restriccién Hinf 1 (figura 1) en
la secuencia de nucleétidos que determinan la
variante B, y que se encuentra presente en la
secuencia que codifica para la variante A (Go-
rodetsky y Kaledin, 1987; Kang y Richardson,
1988), lo cual permite distinguirlas en las dife-
rentes pruebas moleculares,

5'- GTPy § PuAC-3'
3'-CAPu ¢+ PyTG-5'

Figura 1. Secuencia de corte de ia
enzima de restriccion Hinf 1

Por otra parte, la proteina B determina diferen-
cias cuantitativas y cualitativas en el proceso de
la transformaci6n de leche en queso debido a que
forma micelas pequefias que contienen mayor.
cantidad de caseina, lo que a su vez produce un
codigulo firme y denso que retiene sélidos (Russo
y Mariani, 1978; Marzialli, 1986) e incrementa en
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3% la cantidad total de proteina (Gibson y Rozzi,
1990). De esta manera se mejora la calidad del
queso y se disminuyen los costos de produccidn
comparados con la variante A, que produce mice-
las mds grandes y menor cantidad de casefna (Mo-
rini et al., 1975).

El alelo B de la kappa-caseina eleva la concen-
tracién de la kappa-caseina en la leche de los
bovinos (Van Eenennaam y Medrano, 1991a), lo
que es consistente con el efecto de los genotipos
(BB > AB > AA) sobre la proporcién de esta pro-
teina en la fraccién total de caseina en la leche
(Ng-Kwai-Hang, 1987).

El modelo més aceptado en cuanto a la conforma-
cidn de las micelas de caseina propone un niicleo
compuesto por las proteinas aS1, aS2 y B, aso-
ciadas una con otra en el interior de la micela e
interactuando con ¢l calcio y la kappa-caseina que
predomina sobre la superficie de la micela, lo cual
proporciona estabilidad a la estructura micelar
(Schmidt, 1982).

La presencia de kappa-caseina B reduce el tama-
fio de la micela, lo cval aumenta su estabilidad
térmica y reduce el peligro de coagulacién y ge-
lificacién durante los procesos de esterilizacién
(Fox, 1982; Medrano y Aguilar-Cérdova, 1990;
Di Gregorio y Rando, 1991). En la fabricacién
del queso, esta proteina B es cortada en dos seg-
mentos por la quimosina (localizada en el rumen
del ternero) o por el cuajo. Los segmentos gene-
rados son un macropéptido que va a la fraceién
soluble de las proteinas l4cteas, y la para-kappa-
caseina, que conforma una malla que retiene sé-
lidos (Marzialli,1986; Ikonen ef al., 1999) y forma
una cuajada mds firme y densa (Ojala ef al., 1997).

Estas dos variantes A y B de kappa-casefna estén
presentes en todas las razas bovinas estudiadas,
pero el alelo A tiende a predominar en la mayor
parte de ellas, con excepcidn de las razas Jersey
y Normanda (Schlee y Rottmann, 1992).
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MATERIALES Y METODOS

Muestra poblacional

En el presente estudio se realizd, mediante PCR-
RFLP, la evaluacién molecular de las variantes
alélicas A y B en una poblacién de 222 anima-
les {machos y hembras) de las razas Holstein,
Ayrshire, Jersey y Normanda (tabla 1).

Tabla 1. Muestra poblacional. Descripcidn del nimero de
individuos genotipados para kappa-caseina en cada una de las
cuatro razas estudiadas

Razas No de animales
Holstein 17
Ayrshire 30

Jersey 60

Normanda 15

Total 222

Extraccion del DNA

Se tomé una muestra de 7 ml de sangre a cada
animal, recolectada en tubos secos con EDTA, y
se refrigerd hasta su procesamiento. El DNA se
extrajo utilizando el método de “salting out” y su
precipitacién se hizo con isopropanol. El DNA
obtenido fue resuspendido en 200 pl del buffer
TE (10mM tris, ImM EDTA} y guardado en tu-
bos eppendorf de 0.5 ml a -4 °C.

Amplificacién de DNA por PCR

Se amplific6 el DNA gendmico en un volumen
total de 25 ul de mezcla de reaccién. La mezcla
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de PCR contenfa buffer 10X, MgCl, 25mM, Taq
Polimerasa 2.5u, dNTPs 10mM c/u, primers JK3
y JK5 25pM cfu (CorpoGen), y 0.7 pg/ml de
DNA. El volumen final se completé con agua tri-
destilada estéril.

Las muestras fueron amplificadas con un primer
ciclo a las siguientes temperaturas: desnaturaliza-
cién 97 °C, 2 min; alineacién de primers 60 °C,
1 min; extensién 72 °C, 1 min. El proceso se con-
tinué con 35 ciclos (94 °C, 1 min, 60 °C, 1 min,
72 °C, 1 min), finalizande con un ciclo de exten-
si6n a 72 °C por 7 min.

Los primers utilizados fueron JK-3 5" AGACA-
ATGTCTCTTCCGCTTTACCCG 3" y JK5 §
ATCATTTATGGCCATTCCACCAAAG 3, que am-
plificaron un fragmento de 350 pb, de las cuales
201 corresponden al exén IV y 149 al intrén IV; el
producto de amplificacién se visualizé mediante
electroforesis en gel de agarosa al 3% tefiido con
bromuro de etidio y se compard con un marca-
dor de peso molecular (figura 2).

Reaccién de restriccidn

El fragmento amplificado fue sometido a diges-
tién con la enzima de restriccién Hinf I durante
4 h a 37 °C. La reaccién se llevd a cabo en un
volumen total de 20 pl. La mezcla de reaccién
contenia 5 u de Hinf I (Promega), 5 pl de PCR-
DNA, buffer NEB2 (Promega) y buffer BSA, y
se completd el volumen con agua tridestilada es-
téril. Los productos de la digestién tuvieron ta-
maiios de 134, 132 v 84 pb para ¢l alelo A, y 266
y &4 pb para el alelo B.

E :r.c:n v

kappa-coseing

Intedn IV

5 3 20l pb
JKS

1 1
149 pp > ——
K3

Figura 2. Ubicacidn de los primers en el gen. Fragmente amplificado de 350 pb del
gen de kappa-caseina correspondientes a 201 pb del ex6n IV y 149 pb del intrén IV
{tomado de Medrano y Aguilar-Cérdova, 1990)
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el genotipo AA se diferenciaron dos bandas:
una de 84 pb y otra intensa que corresponde a
los fragmentos de 134 y 132 pb, ya que éstos no
alcanzan a resolverse en agarosa. Para el genoti-
po BB se observaron dos bandas que correspon-
den a ‘los fragmentos de 266 y 84 pb,
respectivamente. Para el genotipo heterocigético se
observaron tres bandas que comprenden 266 pb,
134/132 pb y 84 pb (figura 3).

Actual Biol 22 (73): 145-152, 2000

Las frecuencias genotipicas y alélicas encontra-
das en nuestro trabajo para los cuatro grupos ra-
ciales estudiados fueron: Holstein: AA = 0.48, AB
=048 y BB =0.04, p(A) = 0.72, p(B) = 0.28; Ayr-
shire: AA = 0.43, AB = 0.37 y BB = 0.20, p(A) =
0.62, p(B) = 0.38; Jersey: AA =0.03, AB=0.17 y
BB = 0.80, pfA) = 0.12, pfB) = 0.88; Normanda:
AA = 0.00, AB = 0.33, BB = 0.67, pfA) = 0.17,
p(B) = 0.83 (figuras 4, 5, 6 y 7). El alelo favora-
ble B es mas frecuente en las razas Jersey y Not-
manda vy estd casi ausente en Holstein y Ayrshire.

S00pb —>
300 pb —»
200 pb —

100 pb —»

M AMP

AA 88 AB

Flgura 3. Electroforesis en gel de agarosa mostrando ¢l patr6n de bandas de los genotipos AA, AB y BB de kappa-
caseina bevina (M = marcader; Amp = amplificada, sin cortar con Hinf I}

La baja frecuencia del genotipo BB en animales
Holstein indica que en esta raza se ha incremen-
tado el nimero de animales genotipicamente AA,
posiblemente como consecuencia de endogamia,
deriva o seleccién de otra caracterfstica relacio-
nada. Esto implica que la poblacién de la raza
Holstein analizada presentaria el menor conteni-
do de caseinas en la leche, cuando se compara
con las otras tres razas estudiadas. En la raza Ayr-
shire se observa un resultado similar al anterior
en cuanto al genotipo desfavorable AA (figura 5),
y por consiguiente también se espera un conteni-
do menor de caseinas en su leche.

Las frecuencias obtenidas para la raza Holstein
muestran diferencias significativas mediante la
prueba de Freeman-Halton con un nivel de signi-
fancia del 95% cuando se comparan con resulta-
dos obtenidos para la misma raza en Estados
Unidos (tabla 2).

En las muestras analizadas de las razas Jersey y
Normanda se observaron frecuencias genotipicas
BB de 0.80 y 0.67, respectivamente, que impli-
can mayor contenido de caseina en la leche v,
por censiguiente, mayor concentracion de séli-
dos totales, lo cual permite aumentar la produc-
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Tabla 2. Frecuencias genotfpicas de kappa-casefna reportadas en: la literatura de estudios
realizados en California (USA) (Van Eenennaam y Medrano, 1991b) y los ohtenidos en este

estudio en Antioquia (Colombia)

AA AB BB
Razas
USA | Antioquia | USA | Antioquia | USA | Antioquia
Holstein (.81 0.48 0.03 0.48 0.16 0.04
Ayrshire 0.37 0.43 0.48 037 0.15 0.20
Jersey 0.00 0.00 0.19 0.20 0.81 0.80
Normanda .09 0.0¢ 0.42 .33 0.49 0.67
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Figura 4. Representacidn grifica de las Figura 6. Reprcsenlacién grﬁﬁca de las
frecuencias genotipicas AA, AB y BE de frecuencias genotipicas AA, AB y BB de
kappa-casefna en 1a muestra poblacional kappa-caseina en la muestra poblacional
Holstein Normanda
9 0.8
‘5 O
g &
§ 04
e 0.2
™ E P "L
AA AB BB
Genotipos
Figura 5. Representacién grifica de las
frecuencias genotipicas AA, AB y BB de
kappa-casefna en la muestra poblacional Flgara 7. Representacion grifica de las
Ayrshire frecuencias genotipicas AA, AB y 88 de
kappa-casefna en la muestra poblacional
cién de quesos con mejor calidad y con menores Jeesey
costos de fabricacién. Ademas, los resultados
muestran una diferencia no significativa en la B _
frecuencia del genotipo BB comparada con los Por otro lado, utilizando la prueba estadfstica de
resultados reportados para poblaciones norteame- Freeman-Halton para comparar entre si el valor
ficanas (Van Eenennaam y Medrano, 1991). de las frecuencias genotipicas (AA, AB v BB) en
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cada una de las diferentes razas estudiadas, se
encontr$ que para las razas Holstein y Jersey es-
tas frecuencias presentaron diferencias significa-
tivas, lo que no ocurrié en las razas Ayrshire y
Normanda (tabla 3).

Tabla 3. Frecuencias genolipicas de kappa-casefnia bovina

Razas AA AB BB P

Holstein .48 0.48 0.04 < Q001

Ayrshire 0.43 0.37 0.20 0.07

Tersey 003 | 017 | 080 | <0001

Normanda 0.00 033 0.67 0.006

* Resultados de 1a prueba exacta de Freeman-Halton

CONCLUSIONES

En el presente estudic se encontré que las fre-
cuencias genctipicas para kappa-caseina en las
razas Ayrshire, Jersey y Normanda de las pobla-
ciones bovinas estudiadas en algunos hatos le-
cheros en Antioquia son similares a las reportadas
en estudios realizados en Estados Unidos, mien-
tras que para la raza Holstein los valores de las
frecuencias genotipicas presentan diferencias sig-
ntficativas.

Las poblaciones analizadas de los ganados Hols-
tein y Ayrshire presentaron un incremento en la
frecuencia esperada del genotipo AB, posiblemen-

REFERENCIAS

Archibald AL. 1994. Mapping of the pig genome. Curr Opinion
Genet Develop 4:395-401,

Barendse W. 1554. A genetic linkzge map of the bovine genome.
Nar Gener 6:227-235,

Bovenhuis H, Weller J1. 1994. Mapping and analysis of dairy
cattle quantitative trait loci by maximum likelihood
methodology using milk protein genes as genetic markets.
Generfcs 137:267-280,

Clark AJ. 1992. Prospects for the genetic engineering of milk. ./
Cell Biochem 49:121-127,

Davies KE, Tilghman SM. 1992, Genome analysis. Vol 4, Cold
Spring Harbor Laboratory Press,

Di Gregoric P, Rando A. 1931, DNA pelymorphism ar the casein
foci in sheep. Anim Gener 22:21-30.

Actual Biol 22 (73): 145-152, 2000

te como consecuencia de cruces previamente se-
leccionados que tuvieron en cuenta dnicamente
rasgos de produccidén. Por otra parte, las mues-
tras analizadas de las razas Jersey y Normanda
presentaron una alta frecuencia del genotipo BB
de kappa-caseina, lo que permite obtener en es-
tos animales leche de mejor calidad para la ela-
boracidn de queso, ya que su contenido mayor
de protefna y sélidos totales asociados con el ale-
lo B determina una mejor gelificacién y la forma-
cién de una cuajada mis firme y de mayor
consistencia.

El presente estudio constituye el primero de su
clase realizado en Colombia, y propone la apli-
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