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Resumen

La leche de las vacas que portan €l alelo B del gen de la x-caseina presenta un rendimiento
cualitativo y cuantitativo superior en la produccion de quesos, comparado con el obtenido con la
leche de las vacas que tienen €l alelo A, este Gltimo se encuentra con mayor frecuencia en la raza
Holstein, la cual representa el 70% de los hatos lecheros en Colombia. Lo anterior plantea €l reto de
cambiar las proporciones genotipicas de esta caracteristica al seleccionar individuos utilizando
marcadores moleculares, para lo cual se estandarizd una técnica que permite la genotipificacion del
gen de la k-caseina y la determinacion del sexo en embriones bovinos. Se realiz6 una PCR
“semi-anidada’, en la que se utilizd6 un juego de cebadores (KO1F y JK3.1) para amplificar una
region de 563pb del gen de la x-caseina, €l cual fué sometido a una segunda amplificacion utilizando
el juego de cebadores (JK5.1 y JK3.1), obteniéndose un fragmento de 344pb €l cual presenta un
polimorfismo que puede ser identificado mediante la digestion con una endonucleasa de restriccion
(RFLP); donde €l patrén de fragmentos de 215 y 129 pb corresponde al alelo B y 344 pb al alelo A,
cuando se utilizd Hind I11. El patrén de fragmentos de 263y 81 pb en el alelo B y 132, 131y 84 pb en
el alelo A, cuando se utilizd Hinf 1. Finalmente, se utiliz un juego de cebadores (SRY1F y SRY2R)
especificos para una regién del gen sry de bovino, donde los individuos que presentaron un fragmento
de 151pb se clasificaron como machos. Estos resultados muestran la posibilidad de genatipificacion
simultanea de las variantes de la x-caseina y la determinacién del sexo en embriones de bovino, lo
cual permite el desarrollo de un programa de seleccion de embriones con las caracteristicas genéticas
gue la ganaderia y la industria de los derivados lacteos requiere en nuestro medio.
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I ntroduccién

Deacuerdo con €l interés zootécnico, enlaindustria
ganadera es necesario seleccionar embriones con
caracteristicas genéticas deseables, a través de
marcadores de resistencia (a ambientes extremosy a
enfermedades) (33) y de produccion (masa corporal,
cantidad y calidad de grasay leche) (5,10). Debido a
que para el éxito de la industria ganadera es muy
importante el dptimo manejo delosrecursos (vientres,
alimentacién, medicamentosy € espacio, entre otros),
esto ha hecho que la implementacion de las técnicas
de seleccion asistida por marcadores se haya
convertido enlos Ultimos afios en unaopciénimportante
paralograr adecuados rendimientos productivos (41, 48).

Paralaproduccién bovinaserequiereinformacion
sobre las caracteristicas fenotipicas, las bondades
genéticasy los méritos de cadaanimal (17), debido a
gue se cuenta con metodologias que permiten la
genotipificacion de manera sencilla, rapida, y
economica de muchas caracteristicas de los animales
domeésticos, las cuales son utilizadas en los programas
de mejoramiento genético paralaidentificacién delos
gjemplares con un genotipo particular (9). Laprimera
aplicacién de estas metodol ogiasfue el diagndstico de
enfermedades genéticasrecesivas, como ladeficiencia
enlaadherencialeucocitariabovina(bovineleucocyte
adhesion deficiency, BLAD) (23) y la deficiencia
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de uridina monofosfato sintetasa (deficiency of
uridine monophosphate synthetase, DUMPS) (40),
luego se aplicaron a la genotipificacion de otras
caracteristicas, como lapresenciade cuernos (14, 18),
e color de la piel (24) y parala seleccion rasgos de
interés econémico como: el volumen de masa
muscular, la velocidad de crecimiento, la eficiencia
reproductiva, la cantidad y calidad delacarney la
lechey lasalud animal (8).

Lo anterior permite optimizar los procesos de
mejora genética, para obtener descendencia con
caracteristicas determinadas de manera més rapida y
eficiente, disminuyendo los intervalos entre
generacionesy los costos de produccién (7, 17). Estas
metodol ogias presentan ventgjas para los caracteres
con baja heredabilidad (como los parametros
reproductivos), aquellos que se expresan solo en un
sexo (como laproduccién |actea), 1os que se expresan
a final delavidadel animal (como lalongevidad), o
cuando éste yaestamuerto (como lacalidad de canal)
(17). Ademés permite seleccionar los animales en
estadi os embrionari os tempranos, incluso antes de ser
transferidos a las receptoras (realizando una biopsia
embrionariay analizando |os marcadores genéticosde
interés en un pequefio nimero de células), justificando
la utilizacion de programas de reproduccion asistida
mediante la superovulacion, la transferencia de
embriones y lafertilizacion in vitro (35).

La calidad de la leche tiene un gran impacto
econdémico en los procesos de industrializacion. La
leche es un fluido biol6gico complejo cuya funcion
principal es asegurar el desarrollo de los mamiferos
en sus primeras etapas de la vida, pero para que ésta
sea asimilada correctamente tiene que coagularse en
€ estdmago gracias alaaccion de enzimas proteol iticas
(pepsinay quimosina). Estefendmeno eslabasedela
produccion del queso y es posible gracias a una
organizacion especid delasproteinas|écteas, lascuaes
estan divididas en dos grupos, dependiendo de su
comportamiento a pH 4.6. En la fraccién soluble
(proteinasdel suero) seencuentran laafalactoabimina
(a-La) y la beta-lactoglobulina (B-Lg)y la fraccion
insoluble (caseinas totales), esta compuesta de cuatro
caseinas: dfasl (o, -Cn), adfas2 (o -Cn), beta (3-Cn)
y kappa (k-Cn), estas Ultimas codificadas por un grupo
de genes autosdmicos que se encuentran ubicados en
unaregion de250 kb enlaposicion 6g31-33 (12,44).

La x-Cn se diferencia de las demas caseinas por
presentar una menor proporcion de grupos fosfato

Rev Col Cienc Pec Vol. 17:3, 2004

asociados, y por su bagja tendencia a precipitarse en
presencia de iones calcio (Ca™). De acuerdo a su
solubilidad, esta compuesta de dos regiones; una
(aminoéacidos 1-105) se caracteriza por la presencia
de residuos hidréfobos, y la otra (aminoacidos
106-169), con unamarcada natural eza hidréfilicaque
presenta motivos de carbohidratos, por 1o que se
comporta como un protector coloidal paralas deméas
caseinas con laformacion de micelas (12, 28).

Las caseinas y las proteinas del suero presentan
diversosa el os o variantes genéti cas codominantes con
diferencias en su secuencia de nucledtidos, que se
traducen en cambios de aminoécidos en las proteinas,
los cuales generan modificaciones en la maduracion
postraduccional, que generan cambios en las
propiedadesfisicoquimicaslaleche. (12, 13). Debido
aquelasvariantes alélicas pueden afectar la cantidad
de proteinasdelaleche, por ejemplo losgenotipos BB
delax-Cny AA dela-Lg estan asociados con una
mayor cantidad de proteina total, los animales
portadores del alelo A de la -Lg tienen una mayor
capacidad quesera, debido a que producen més
caseinas y menos B-Lg en laleche. Esto es bastante
importante para laindustria quesera, puesto que las
caseinas seretienen en el coagulo queformael queso,
por lo tanto, el pardmetro mas importante para
determinar la capacidad quesera de la leche es la
proporcion de caseinas y B-Lg; donde los genotipos
BB delaxk-caseinay AA delap-Lg estan asociados
con una capacidad quesera superior (13, 17, 45). La
leche delasvacas que presentan el alelo B delak-Cn
produce micelas de menor tamafio, en las cuales se
retienen mas solidos al momento de la coagulacion
paralaproduccion de quesos, dando lugar acoégul os,
contienen mas grasay menos aguay por o tanto son
mas firmes por lo cual presentan un rendimiento
quesero superior (3.5-8%) (22, 32, 42).

Las variantes A y B de la k-Cn presentan 169
residuosy un peso molecular de 19,007 K Da; mediante
el andlisis de las secuencias de aminoécidos de las
proteinasy de nuclettidos delas variantes génicas que
las codifican, se han podido establecer los
polimorfismos: € aelo A tiene Treoninaenlaposicion
136, codificado por latripleta ACT y Aspartato en la
posicién 148, codificado por latripleta GAT, mientras
gue lavariante B, presenta | soleucina codificada por
latripleta ATT y Alaninacodificadapor latripletaGCT,
en las posiciones antes mencionadas (15, 30). Estos
polimorfismos se han utilizado con e fin deidentificar
la variante que presenta un animal, la reaccion en
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cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction,
PCR), acoplada a andlisis del polimorfismo en los
fragmentos de restriccion (restriction fragment length
polymorphism, RFLP) (7).

Los alelos A y B de la x-caseina son los méas
comunes, se pueden encontrar en la mayoria de las
razas bovinasen proporcionesvariables. El alelo A es
el més frecuente en las razas Holstein, Friesian,
Ayrshire, Danés Rojo y Cebu indico (31). Lavariante
B, en cambio, es més frecuente en las razas Jersey,
Normando y Cebu Africano (38). Lo anterior plantea
una debilidad en la ganaderia Colombiana, debido a
gue la base de la produccion lechera es 70% la raza
Holstein, 20% Holstein x Cebu, 8 % Jersey y 2% con
razascriollas (45). Las poblaciones de ganado Hol stein
en Colombia(Antioguiay Sabanade Bogotd) y Polonia
presentan frecuencias genotipicas de x-caseina
similares(AA>AB>BB), mientras quelasfrecuencias
génicas de las condiciones homoci géticas son mayores
(BB>AA>AB) en la poblacion estadounidense, esto
ultimo logrado mediante cruces dirigidos mediante la
seleccion asistida por marcadores (Marker-assisted
selecction, MAS) (27, 43, 47).

Lo anterior indica que una adecuada sel eccién del
genotipo delasproteinasdelaleche podria permitir la
determinacion delas caracteristicasfisicasy quimicas
delaleche que sean deinterés para su procesamiento
tecnol 6gico, aumentar considerablementelacalidad y
el rendimiento quesero. Lo anterior implica que los
productores se deberan familiarizar con la nueva
terminologia y aplicaciones de los marcadores
moleculares, para poder permanecer en un mercado
tan competitivo como €l delaproduccién lactea.

Las técnicas de la biologia molecular ofrecen
muchas posibilidades para aumentar la eficiencia
productiva en el campo agropecuario. En el presente
proyecto se estandarizaron las técnicas que permiten
la determinacion del sexo mediante laPCR (1, 37) y
la genotipificaciéon de los alelos A 0 B del gen dela
K-caseina, mediante PCR-RFLP), en embriones
bovinos (5, 29). Esto permitiralautilizacién eficiente
de los vientres, los materiales y equipos en los
programas de produccion animal y por consiguiente
impulsara el desarrollo del area de la reproduccion
animal en nuestro medio. Lo anterior permite proponer
un programa de tipificacion de las variantes del gen
de la x-caseina y la determinacién del sexo de
embrionesbovinos preimplantatorios, |o cua impactara
de manerapositivaal gremio ganadero, laindustriade
los productos lacteos y carnicos y a la comunidad
cientificarelacionadacon labiotecnologiaanimal.
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Materiales y métodos

Extraccién del ADN de células de sangre
periférica 0 semen congelado de bovino

Se tomaron muestras de sangre periférica de 10
hembrasbovinasdelarazaHolstein, del hato lechero
“El Pantano” en el Municipio de Belmira; asimismo
se tomaron muestras de sangre y semen congelado
de cinco machos de la mismaraza, pertenecientes al
Centro de Inseminacion Artificial Hacienda San
Pablo delaUniversidad Nacional de Colombiasede
de Medellin, los cuales se utilizaron como controles
debido aque previamente se les conocia el genotipo
para el locus de la x-caseina (resultados no
publicados). Para la obtencion del ADN se realizé
unalisispreviadegldbulosrojos centrifugacién a3000
rpm durante 4 minutos en cuatro volimenes de una
solucion tampén (10 mM TrisHCI pH 7.6, 320 mM
Sucrosa, 5mM MgCl y 10% de Triton X-100), luego
se utilizd sangre periférica como fuente (20) y se
continud el proceso utilizando el método descrito por
Laine et al (25).

Para determinar la calidad de ADN se prepar6
un gel de agarosa al 0.8%, al cual se le adiciond
0.5 ug/mL Bromuro de Etidio, utilizando tampdn TBE
1X sedejo correr a80v durante 50 minutos, losgeles
fueron visualizados y fotografiados bajo luz
ultravioleta en un equipo de fotodocumentacion de
geles (Biometra, Gottingen DE). Se tomd como un
ADN de buena calidad aquellas muestras que
permanecieron en el pozoy no se observéd migracion
através del gel.

Extraccién del ADN a partir de ovocitos y
embriones de bovino

Se tomaron embriones de descarte de un programa
de transferencia (35) y ovocitos de bovino obtenidos
deovariosdevacas sacrificadasen lacentral Ganadera
de Medellin obtenidos de acuerdo a la metodologia
descritapor Olivera(34). Tanto los ovocitoscomo los
embriones fueron tratados durante 30 segundos con
acido de Tirodes, luego se hicieron dos lavados
sucesivos con gotas de medio de cultivo de acuerdo al
protocolo deHlinkaet al. (21) y finalmente se extrgjo
el ADN incubando lasblastémerasy losovocitosen 4
uL de aguatridestilada durante 10 minutos a98°C en
tubos de 200uL, y posteriormente se almacenaron a
4°C hasta el andlisis por PCR (36).
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Seleccion de cebadores

L os cebadores utilizados paraamplificar laregion
del gen sry (véase Tabla 1) fueron seleccionados de
un estudio previo (37) y |os cebadores para x-caseina
fueron seleccionados a partir de las secuencias
reportadas en la literatura (3, 5, 46) y las secuencias

Rev Col Cienc Pec Vol. 17:3, 2004

publicadas en €l Gene-Bank (2) (véase Tabla 1), las
cuales fueron adecuadas hasta alcanzar temperaturas
de alineamiento tedricas similares alas que presentan
los cebadores parasry, ademas sehizo unaverificacion
de especificidad consultando las bases de datos
internacionales utilizando el programa en linea
BLASTN 2.2.6 (4).

Tabla 1. Secuencia de los cebadores y Temperaturas de alineamiento tedricas, utilizadas en el presente estudio.

Gen Secuencia de los cebadores Pb %G+tG Tm(°C) Ta(°C) Referencia
K-caseina JK5.1 5-ATTTATGGCCATTCCACCAAAG-3 22 40.1 56.041 51.041 (7)
JK3.1 5-AGACAATGTCTCTTCCGCTTTA-3 22 45.45 58.20 53.20 @)
KO1F 5-GCTGAGTAGGTATCCTAGTTAT-3 22 40.1 56.41 51.041 (29)
KO2R 5-CTTCTTTGATGTCTCCTTAGAG-3' 22 40.1 56.41 51.041 (29)
Sry SRY1BF 5-TTCATTGTGTGGTCTCGTGA-3' 20 50.3 55.30 50.30 (37)
SRY2R 5-GTAGTCTCTGTGCCTCCTC-3 19 54.18 59.18 54.18 (37)

Ta=62.3°C+0.41(%G+C)—(500/A+T+C+G)- 5°C.  (38)

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Laamplificacién por PCR, serealizd en unvolumen
final de25y 50 uL que conteniatampon PCR 1X, 0.2
UM de cebadores; 2.5 mM de dNTPs, 0.025 U/uL de
taq polimerasa y ADN de bovino (37), en un
termociclador (Biometra, Géttingen DE) programado
delasiguiente manera: Un ciclo (4 minutosa94°C, 1
minuto 49-53°C, un minuto a 72°C), treintaciclos (1
minuto 94°C, 1 minuto 49-53°C, 1 minuto 72°C) y un
ciclofinal de (1 minuto a94°C, 1 minuto 49-53°C,y 9
minutosa 72 °C). Lasanteriores condicionestérmicas
y de reaccion fueron optimizadas mediante la
experimentacion en € trabajo delaboratorio (5, 26, 37).

Los juegos de cebadores especificos para sry
(SRY 1BF/SRY2R) y k-caseina (KO1F/JK3.1y JK5.1/
JK3.1) fueron evaluados de maneraindependiente en
un volumen de reaccion de 25uL, y luego se procedio
a su evaluacion utilizando dos juegos de cebadores
(PCR mdltiple) en un volumen final de 50 uL bajolas
condiciones antes descritas utilizando 49, 50, 51, 52y
53°C como temperaturas de alineamiento (Ta).
Ademés, se disefio una estrategia de amplificacién
utilizando dosjuegosde cebadores parak-caseina(véanse
Tablaly Figura5) en sesiones de PCR independientes
bajo las condiciones antes mencionadas. En la primera
amplificacién se utilizd un juego de cebadores (KO1F/
JK3.1) especificos para una region de 563pb, luego se
utiliz6 estefragmento amplificado como plantillaparauna
segundarondadePCR utilizando otrojuego de cebadores
(JK5.1/IK3.1) especificos para una regiéon de 344 pb

dentroddl mencionado fragmento (véaseFigural), smilar
aloreportado enlaliteraturacomo PCR anidada (nested
PCR) (11, 39) En todos los casos se utilizo como DNA
deindividuos previamente genoti pificados como control
positivo y reacciones en ausencia de Taq polimerasa o
DNA como control negativo.

Gen de la k-caseina
5 I |} | | m 3
417pb | | 146pb
. |
H H
1KO1F JK3.1%
V. v
8 .. +4995 +5412 +5558...
£
£ 563 pb
< 5 |
© G JK5.1 JK3.1
Q (o]
E &
Sy I
£ 4095 +5214 + 5558
g | !
B ’ 344 pb '
3 ' ]
(1)
g I

Figura 1. llustracién del gen de la x-caseina y ubicacion
de los cebadores.

Digestion con Hinf | y Hind 111

Los productos de la PCR de 344 se sometieron a
digestion con 5U de Hind 11l o Hinf | diluidos en
tampon R+ bajo las condiciones sugeridas por lacasa
comercia (Fermentas, Miami FL), eincubadosa37°C
durante 12 horas en un termociclador (Biometra,
Gottingen DE). Los productos de la digestién fueron
resueltos mediante unaelectroforesisen gel deagarosa
a 2% bajo las condiciones antes descritas. Las dianas
de corte para las enzimas de restriccién y e tamafio
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delos productos de digestion esperados seilustran en
lafigura2.

alelo A (a) / alelo B (c)
! ] 4 4

+5214 +5345 +5477 + 5558

Alelo A 8
[} aagatt

344 pb

Hind III

Alelo B
a‘ag ctt
129 pb 215 pb
Alelo A g‘dttc g‘attc—|
E 131 pb 132 81 pb
£
Alelo B ’
I gcttc g‘attc—|
263 pb 81 pb

Figura 2. llustracion del lugar de corte para Hindlll y Hinfl
en el producto de PCR de 344 pb en los diferentes
genotipos del ge de la k-caseina.

Resultados
Seleccion de cebadores

Se probaron varios juegos de cebadores para la
renotificacién dd genk-Cny seseleccionaron aguellos
gue presentaron resultados optimos (véase Tabla 1),
en lafigural seilustra un fragmento del genladela
K-caseina donde se muestran la ubicacion de los
cebadores y el par KO1F/JK3.1 que flanquea un
fragmento de 563pb entre los nuclebtidos +4995 y
+5558 (417pb del exén 1V y 146pb del intrén 1V),
mientras que el juego de cebadores JK5.1/JK3.1
flangueaun fragmento de 344 pb entrelos nucledtidos
+5214 y +5558 dentro de lamismaregién.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Se realizaron las reacciones de PCR sencillas y
multiples utilizando los diferentes juegos de cebadores
especificos paralos genesdelak-caseinay sry (véase
laTabla 1). Para x-caseina se encontraron resultados
positivos al utilizar los juegos KO1F/JK3.1 con los
cual es se obtuvo un fragmento de 563 pb (carriles 2-5
y 7 de lafigura 3A y carriles 8-11 de la figura 3B).
Estosproductos de PCR fueron utilizados como plantilla
en una segunda amplificacion en lacual se obtuvo un
fragmento de 344pb utilizando €l juego de cebadores
JK5.1/IK3.1 (carriles8-11y 13 delafigura3A), tanto
en hembras (carriles 4, 5, 10y 11 de lafigura3A y
carriles 10 y 11 de la figura 3B) como en machos
(carriles 2, 3,8y 9delafigura3A y carriles8y 9 de
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lafigura3B). Paralaamplificacién especificadel gen
sry se utilizo el juego de cebadores SRY 1BF/SRY 2R
(37), obteniendo un amplificado de 151pb en los
individuos machos (carriles2y 3delafigura3B) y no
en lahembras (carriles 4 y 5 de lafigura 3B). Todas
las reacciones fueron positivas cuando se utilizaron
lastemperaturas de alineamiento de 49-53°C. Cuando
se realizd la reaccién de PCR mdltiple utilizando la
mezclade cebadores JK5.1/JK3.1y SRY 1BF/SRY 2R,
se obtuvieron amplificados observables cuando se
realizd lareaccién aunatemperatura de alineamiento
de 53°C encontrandose una banda correspondiente a
un fragmento de 344 pb en todos los individuos
evaluados (carrilesl4-17 y 19-20 de la figura 3B)
mientras que se encontré unabandade 151 pb sélo en
losindividuos machos (carriles 14, 15y 19 delafigura
3B) y no en las hembras (carriles 16, 17 y 20 de la
figura3B). Controles positivos (carriles 19y 20 dela
figura 3B) y control negativo (carril 18 de la figura
3B).

Al 2 3

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
- 4+ MM HH - M+H+

=
zw
s
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3
<
qi\e}
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T

344

151

Figura 3. Estandarizacion de la PCR. Electroforesis en gel
de agarosa al 2%. A: se presenta un amplificado de 563
pb correspondiente al gen de la x-Cn (carriles 2-5) con los
cebadores KO1F/JK3.1, control negativo sin DNA (carril 6)
y control positivo (carril 7); en los carriles 8-11 se muestran
los productos de amplificacion (344pb) utilizando los
cebadores JK5.1/JK3.1, control negativo (carril 12) y control
positivo (carril 13). B: Los carriles 2-7 muestran los
productos de amplificacion utilizando los cebadores
especificos para sry (SRY1BF/ SRY2R) 151pb, positivo
s6lo en los machos, control negativo sin cebadores (carril
6) control positivo (carril 7). Los carriles 8-13 muestran los
productos de amplificacion utilizando los cebadores para
k-CN (JK5.1/JK3.1) 344 pb, control negativo sin cebadores
(carril 12) control positivo (carril 13). Los carriles 12-20
muestran los productos de la PCR multiple utilizando los
dos juegos de cebadores para sry y k-Cn. Carril 1 marcador
de peso molecular 50pb.
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Evaluacion de la sensibilidad de PCR

Con € fin de determinar el nUmero minimo de
células requerido para obtener un amplificado
observable se tomaron grupos de 1, 2'y 4 ovocitos, a
los cuaesselesextrajo sumaterial genético utilizando
la metodol ogia antes descritay fueron sometidos ala
amplificacion por PCR utilizando unjuego de cebadores
(K01F/JK3.1) enlas condiciones dereaccion descritas.
Obteniéndose un amplificado visible de
aproximadamente 563 pb (carriles 2-4 delafigura4),
éstosfragmentos amplificadosfueron sometidosauna
segundarondade PCR utilizando € juego de cebadores
(JK5.1/IK3.1) obteniéndose un amplificado visiblede
aproximadamente 344pb correspondiente aunaregion
del gen laxk-caseina (carriles 8-10 de lafigura4). Lo
anterior concuerda con lo observado en los ensayos
de PCR utilizando DNA de sangre o semen (carriles
8-11 delafigura3A). Controlespositivos (carriles 7y
13 delafigura4) y controles negativos (carriles 5, 6,
11y 12 delafigura4).

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

563
344

Figura 4. Determinacion de la sensibilidad de la reaccion
de PCR. Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Se
presentan los amplificados de 563 pb correspondientes
al gen de la x-Cn utilizando los cebadores KO1F/JK3.1, a
partir del DNA de 1, 2 y 4 ovocitos (carriles 2-4), control
negativo sin cebadores (carril 5), control negativo sin DNA
(carril 6) y control positivo (carril 7). Los carriles 8-10
muestran los productos de reamplificacion (344pb) de los
fragmentos mostrados en los carriles 2-4, utilizando los
cebadores JK5.1/JK3.1 control negativo sin cebadores
(carril 11), control negativo sin DNA (carril 12) y control
positivo (carril 13). Carril 1 marcador de peso molecular
50pb.

Genotipificacién del gen de la kx-caseina en
embriones bovinos

L as reacciones de digestion de los fragmentos de
344pb amplificados apartir de DNA total de embriones
bovinos con €l juego de cebadores (JK5.1/JK3.1),
especificos paraunaregion del gen delak-caseinase
realizaron bajo las condiciones propuestas por la casa
comercia encontrandose resultados similares a los
certificados en los individuos evaluados de los
diferentes genotipos dd mencionado gen, delasiguiente
manera: Cuando se utilizé la enzima Hind 11l se
confirmé la presencia de un fragmento esperado de
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344pb en losembriones que presentan €l genotipo AA
(carriles 7, 8 y 10 figura 5A), dos fragmentos (215 y
129 pb) en los embriones BB (carriles 9 y 11 de la
figura 5A) vy tres fragmentos (344, 215y 129 pb) en
los embriones AB (carriles 12 'y 13 de lafigura 5A).
Mientras que cuando se utilizé laenzimaHinf | (véase
Figura5B) se encontraron dos bandas (131/132y 81pb)
enlosindividuos que presentan e genotipo AA (carriles
7,8y 10delafigura5B), dosfragmentos (263 y 81pb)
enlosindividuosBB (carriles9y 11 delafigura5B) y
tres fragmentos (263, 131/132 y 8lpb
aproximadamente) enlosindividuosAB (carriles12y
13figura5B). Lo anterior concuerdacon losresultados
obtenidos en los controles positivos donde se utilizd
DNA de sangre periférica o semen de individuos de
genotipo conocido (carriles 2-4 de las figuras 5A y
5B). Los controles negativos se ef ectuaron sin enzima
de restriccion (carril 5 de lafiguras 5A y 5B) y sin
DNA (carril 6 delasfiguras 5A y 5B).

9 10 11 12 13

A 1 2 3 4 5 6 7 8
- AA AA BB AA BB AB AB

344

215
129

9 10 11 12 13

7 8
AA AA BB AA BB AB AB

344
263
131/13

Figura 5. Genotipificacion de la x-Cn en embriones de
bovino: Electroforesis en gel de agarosa al 2%. A: en los
carriles 2-7 se utiliz6 DNA de sangre periférica o semen
de individuos con genotipo conocido se muestra el patrén
de restriccion utilizando Hindlll. Donde una banda de
344bp correspondiente al gen de la x-caseina genotipo
AA (carril 2), tres bandas 344, 215y 129 pb genotipo AB
(carril 3) y 215 y 129 pb genotipo BB (carril 4), el carril 5
presenta un fragmento sin digerir y el carril 6 sin DNA.
Carriles 7, 8 y 10 embriones AA, carriles 9y 11 BB y carriles
12y 13 AB. B: enlos carriles 2-7 se utiliz6 DNA de sangre
periférica o semen de individuos con genotipo conocido
se muestra el patrén de restriccién utilizando Hinfl. Donde
dos bandas (81, 131/132 pb) corresponden al genotipo
AA al gen de la k-caseina (carril 2), tres bandas 263, 131/
132 y 81 pb genotipo AB (carril 3) y dos bandas 263 y
81pb genotipo BB (carril 4), el carril 5 presenta un
fragmento (344pb) sin digerir y el carril 6 sin DNA. Los
carriles 7, 8 y 10 embriones AA, carriles 9y 11 BB y carriles
12 y 13 AB. El carril 1 marcador de peso molecular 50pb.
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Determinacion del sexo en embriones bovinos

En la figura 11 se ilustran los resultados de las
reacciones de PCR realizadas utilizando muestras de
DNA total de embriones bovinos con los cebadores
JK5.1/JK3.1 y SRY1BF/SRY 2R especificos para
k-Cny sry (PCR multiple). Se observa que todos los
embriones evaluados (carriles 2-9 de la figura 6)
presentan un fragmento de 344pb correspondiente al
gen delax-Cn el cua se encuentratanto en hembras
como en machos, mientrasqueenloscarriles2, 3,5y
8 de la misma figura se observa una banda adicional
de 151 pb, correspondiente a un fragmento del gen
sy, €l cual sepresentasolo enlosmachos, como quedd
demostrado en los experimentos de estandarizacion
utilizando muestras de DNA de de individuos adultos
de sexo conocido (macho carril 11y hembracarril 12
de lafigura 6), de acuerdo con lo esperado, seguin €l
disefio de laprueba. El control negativo serealizo sin
DNA (véase d carril 10 de lafigura6).

1 2
M

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
M _H M H H M _H - M+ H+

344
151

Figura 6. Determinacion del sexo en embriones bovinos.
Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Se presenta el
amplificado de 344bp correspondiente al gen de la x-Cn
en todos los individuos analizados (carriles 2-9, 11 y 12),
los carriles 2, 3, 5 y 8 muestran una banda de 151pb
correspondiente al gen sry exclusivo de los machos la
cual fue obtenida por amplificacion por PCR con los
cebadores SRY1BF/SRY2R. Carril 10 control sin DNA,
carriles 11 y 12 control positivo macho y hembra. Carril 1
marcador de peso molecular 50pb.

Discusién

La seleccion asistida por marcadores (MAS)
emplea las estrategias de la bioquimica, 1a biologia
molecular, lagenéticay los registros fenotipicos, con
e findedeterminar € genotipo delosindividuosadultos,
los fetos durante | os primeros estadios de |a gestaci6n
olosembrionesantesdelaimplantacion, lo cual, segln
Dentine (1999), ofrece la posibilidad de disminuir €
tiempo requerido para el cambio genético en las
poblaciones de ganado en los programas de
mejoramiento animal (9).
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Algunas caracteristicas de interés en |os procesos
de produccién animal pueden estar asociadas a la
presencia de una variante genctipica de un solo gen,
en otras ocasiones se trata de rasgos con
comportamientos” cuantitetivos’, cuando lacaracterigtica
estdasociadaadiversoseventos (quantitativetrait loci,
QTL), éstos ultimos muy dificilesde analizar debido a
lainfinidad de variables quetienen que ser controladas
para obtener resultados adecuados (9).

En el caso de la produccién de leche estan
implicados varios aspectos que deben ser tenidos en
cuenta: laraza, € clima, laalimentacion y el mangjo
de los rebafios, los cuales pueden ser controlados
directamente por el productor con € fin de obtener los
volumenes y la calidad deseados. Pero, existen otros
rasgos gue son inherentes exclusivamente a los
individuos, como lasvariantesgenéticasdelasproteinas
l&cteas, las cuales tienen efectos importantes sobre
las propiedades de transformacion tecnolégica de la
leche en lafabricacién de quesosy otros productos, |0
anterior ha sido demostrado en numerosas
investigacionesrealizadas durante los Ultimos 30 afios
dentro de las que podrian mencionarse los trabajos de
Sherbon et al (1967) (42), Ng-Hang et al. (1984) (32),
Grosclaude (1988) (16), Horne & Muir (1994) (22) y
Vianaet al (2001) (49), en los cual es se demostré que
las caseinas representan casi € 80 % de las proteinas
|&cteas bovinas, donde el genotipo de la k-caseina es
el factor mas importante, debido a que la leche
procedente de animales con genotipo BB para este
locus presenta mayores porcentaj es proteicos, mejores
propi edades de coagul acidn, mejores efectos sobre la
sinéresisdel quesoy, en consecuencia, todo setraduce
en un mayor rendimiento en la produccion quesera.

Teniendo en cuenta la necesidad de cambiar las
proporciones genotipicas de la x-caseina en |os hatos
de produccién lechera se han realizado estudios
tendientes aestandarizar las metodol ogias que pueden
ser implementadas en |os sistemas de produccion
ganaderadel pais, con las cudesseobtuvieron resultados
smilaresalosobtenidos por diferentesinvestigadoresen
Estados Unidos (29, 33) y en Europa(6, 7).

En el presente trabajo se evaluaron las secuencias
de los cebadores utilizados por los mencionados
autores, las cuales fueron modificados hasta obtener
temperaturas de alineamiento (DA) entre 49-53°C, se
realizaron ensayos experimentales utilizando
combinaciones de los cebadores hasta obtener un
amplificado de 563pb con el par KO1F/JK3.1R. En



238

esta region se alinean de manera especifica los
cebadores JK5.1R/JK 3.1F flanqueando un fragmento
de 344pb dentro del cua se encuentrael polimorfismo
guediferencialosalelos A y B, los cuales pueden ser
cortados especificamente con Hinf | y Hind III,
respectivamente, dando laposibilidad de genctipificar
lasvariantesdelax-caseinautilizando DNA desangre
periférica de animales adultos, semen, ovocitos y
embriones de bovino. De esta manera, se tienen dos
estrategias paradeterminar € genotipo deunindividuo,
debido aque estas enzimas generan patrones de bandas
diferentes en cada genotipo. Aprovechando los
resultados obtenidos por Rodriguez (37), se utilizaron
los cebadores especificos para sry y k-caseinaen una
PCR multiple, lo cual permitié determinar el sexo
ademas de la genotipificacion de la k-caseina.
Encontrandose correspondencia entre los genotipos
obtenidos con ambas enzimas de restriccion, lo cual
fue corroborado utilizando DNA deindividuoshembras
y machos con genotipos de la k-caseina certificados.

El abordaje experimental utilizado en este estudio
comprende una serie de estrategias que permiten
optimizar los procesos de mejoramiento genético
mediante el cruce de individuos con genotipos
conocidos. Ademas, se tienen las bases para la
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implementacion de un programa de genotipificacion
de embriones, 1o cual deberd ir de la mano con los
trabaj os de optimizacién de | os procesos de obtencion
(MOET, FIV) y micromanipul acién de embriones para
la obtencién de biopsias de blastémeras como fuente
de ADN paralos procesos de andlisis molecular.

Finalmente, queda planteada la posibilidad de
estandarizar |os procesos de genotipificacién de otras
rasgosdeinterésecondmico (7, 8) conlosque sebusca
mejorar €l volumen de masa muscular, la tasa de
crecimiento, la eficiencia reproductiva, la calidad y
calidad delacarney laleche mediante el andlisis de
lasvariantesdelahormonade crecimiento, laprolactina,
laB-lactoglobulinay la o-lactoa bumina, entre otros.
De igual manera, se podria utilizar para renctificar
caracteristicas relacionadas con la salud animal por
gemplo el diagnéstico de BLAD y DUMPS (23, 40),
o laprediccién de rasgos fisicos como lapresenciade
cuernosy €l color delapiel (14, 18, 24).

L os presentes resultados tienen un alto potencial
para la implementacién de programas de extension
impul sados desde laacademia, que podrian beneficiar
los hatos de la Universidad, la empresa privada, y a
los campesinos que podrian tener acceso a servicios
de atacalidad y posiblemente de muy bajos costos.
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Summary

Sex determination and genotyping the x-casein gene of bovine embryo

Milk of cows that carries the B allele of x-casein gene displays a qualitative and quantitative
superior yield in cheese production, compared with that obtained in milk of cows that carrying the
A allele, this last allele is most frequent in Holstein, which represents 70% of milk cattle in
Colombia. One possible challenge to be undertaken is to change the genotipic proportions of this
characteristic selecting individuals by using molecular markers. We have standardized a technique
that allows to genotipification of k-casein gene and the determination of sex in bovine embryos.
Semi-nested PCR was used for genotyping bovine embryo x-Cn gene using KO1F and JK3.1
primers. A 563 bp fragment was obtained, corresponding to the x-Cn gene which was submitted to
further amplification with JK5.1 and JK3.1 primers, yielded a 344 bp fragment which could be
genotyped by digestion with a restriction endonuclease. The B allele yielded a 215 and 129 bp
band pattern using Hindl 1, whilst the A allele showed a 344 bp fragment. On the other hand,
when Hinfl was used the B allele generating a 263 and 81 bp pattern and the A allele 132, 131 and
84 bp. A set of primers (SRY1BF and SRY2R) was then used which was specific for a bovine sry
gene region. Individuals showing a 151 bp fragment were classified as males. The possibility of
simultaneous genotyping of xCn and sex determining in bovine embryos was demonstrated; this will
allow proposing the embryos selection programme having characteristics required in our setting.

Key words: endonuclease, k-casein, -PCR-RFLP
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