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Resumen

La leche de las vacas que portan el alelo B del gen de la κκκκκ-caseína presenta un rendimiento
cualitativo y cuantitativo superior en la producción de quesos, comparado con el obtenido con la
leche de las vacas que tienen el alelo A, este último se encuentra con mayor frecuencia en la raza
Holstein, la cual representa el 70% de los hatos lecheros en Colombia. Lo anterior plantea el reto de
cambiar las proporciones genotípicas de esta característica al seleccionar individuos utilizando
marcadores moleculares, para lo cual se estandarizó una técnica que permite la genotipificación del
gen de la κκκκκ-caseína y la determinación del sexo en embriones bovinos.  Se realizó una PCR
“semi-anidada”, en la que se utilizó un juego de cebadores (K01F y JK3.1) para amplificar una
región de 563pb del gen de la κκκκκ-caseína, el cual fué sometido a una segunda amplificación utilizando
el juego de cebadores (JK5.1 y JK3.1), obteniéndose un fragmento de 344pb el cual presenta un
polimorfismo que puede ser identificado mediante la digestión con una endonucleasa de restricción
(RFLP); donde el patrón de fragmentos de 215 y 129 pb corresponde al alelo B y 344 pb al alelo A,
cuando se utilizó Hind III. El patrón  de fragmentos de 263 y 81 pb en el alelo B y 132, 131 y 84 pb en
el alelo A, cuando se utilizó Hinf I.  Finalmente, se utilizó un juego de cebadores (SRY1F y SRY2R)
específicos para una región del gen sry de bovino, donde los individuos que presentaron un fragmento
de 151pb se clasificaron como machos. Estos resultados muestran la posibilidad de genotipificación
simultánea de las variantes de la κκκκκ-caseína y la determinación del sexo en embriones de bovino, lo
cual permite el desarrollo de un programa de selección de embriones con las características genéticas
que la  ganadería y la industria de los derivados lácteos requiere en nuestro medio.
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Introducción

De acuerdo con el interés zootécnico, en la industria
ganadera es necesario seleccionar embriones con
características genéticas deseables, a través de
marcadores de resistencia (a ambientes extremos y a
enfermedades) (33) y de producción (masa corporal,
cantidad y calidad de grasa y leche) (5,10). Debido a
que para el éxito de la industria ganadera es muy
importante el óptimo manejo de los recursos (vientres,
alimentación, medicamentos y el espacio, entre otros),
esto ha hecho que la implementación de las técnicas
de selección asistida por marcadores se haya
convertido en los últimos años en una opción importante
para lograr adecuados rendimientos productivos (41, 48).

Para la producción  bovina se requiere información
sobre las características fenotípicas, las bondades
genéticas y los méritos de cada animal (17), debido a
que se cuenta con metodologías que permiten la
genotipificación de manera sencilla, rápida, y
económica de muchas características de los animales
domésticos, las cuales son utilizadas en los programas
de mejoramiento genético para la identificación de los
ejemplares con un genotipo particular (9).  La primera
aplicación de estas metodologías fue el diagnóstico de
enfermedades genéticas recesivas, como la deficiencia
en la adherencia leucocitaria bovina (bovine leucocyte
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 genotipificación de otras
características, como la presencia de cuernos (14, 18),
el color de la piel (24) y para la selección rasgos de
interés económico como: el volumen de masa
muscular, la velocidad de crecimiento, la eficiencia
reproductiva, la cantidad y calidad  de la carne y la
leche y la salud animal (8).

 Lo anterior permite optimizar los procesos de
mejora genética, para obtener descendencia con
características determinadas de manera más rápida y
eficiente, disminuyendo los intervalos entre
generaciones y los costos de producción (7, 17). Estas
metodologías presentan ventajas para los caracteres
con baja heredabilidad (como los parámetros
reproductivos), aquellos que se expresan sólo en un
sexo (como la producción láctea), los que se expresan
al final de la vida del animal (como la longevidad), o
cuando éste ya está muerto (como la calidad de canal)
(17). Además permite seleccionar los animales en
estadios embrionarios tempranos, incluso antes de ser
transferidos a las receptoras (realizando una biopsia
embrionaria y analizando los marcadores genéticos de
interés en un pequeño número de células), justificando
la utilización de programas de reproducción asistida
mediante la superovulación, la transferencia  de
embriones  y la fertilización in vitro (35).

La calidad de la leche tiene un gran impacto
económico en los procesos de industrialización. La
leche es un fluido biológico complejo cuya función
principal es asegurar el desarrollo de los mamíferos
en sus primeras etapas de la vida, pero para que ésta
sea asimilada correctamente tiene que coagularse en
el estómago gracias a la acción de enzimas proteolíticas
(pepsina y quimosina). Este fenómeno es la base de la
producción del queso y es posible gracias a una
organización especial de las proteínas lácteas, las cuales
están divididas en dos grupos, dependiendo de su
comportamiento a pH 4.6. En la fracción soluble
(proteínas del suero) se encuentran la alfa-lactoalbúmina
(α-La) y la beta-lactoglobulina (β-Lg)y la fracción
insoluble (caseínas totales), esta compuesta de cuatro
caseínas: alfa s1 (αs1-Cn), alfa s2 (αs2-Cn), beta (β-Cn)
y kappa (κ-Cn),  estas últimas codificadas por un grupo
de genes autosómicos que se encuentran ubicados en
una región de 250 kb en la posición 6q31-33 (12,44).

La κ-Cn se diferencia de las demás caseínas por
presentar una menor proporción de grupos fosfato

asociados, y por su baja tendencia a precipitarse en
presencia de iones calcio (Ca++). De acuerdo a su
solubilidad, esta compuesta de dos regiones; una
(aminoácidos 1-105) se caracteriza por la presencia
de residuos hidrófobos, y la otra (aminoácidos
106-169), con una marcada naturaleza hidrófilica que
presenta motivos de carbohidratos, por lo que se
comporta como un protector coloidal para las demás
caseínas con la formación de micelas (12, 28).

Las caseínas y las proteínas del suero presentan
diversos alelos o variantes genéticas codominantes con
diferencias en su secuencia de nucleótidos, que se
traducen en cambios de aminoácidos en las proteínas,
los cuales generan modificaciones en la maduración
postraduccional, que generan cambios en las
propiedades fisicoquímicas la leche. (12, 13). Debido
a que las variantes alélicas pueden afectar la cantidad
de proteínas de la leche, por ejemplo los genotipos BB
de la κ-Cn y AA de la β-Lg están asociados con una
mayor cantidad de proteína total, los animales
portadores del alelo A de la β-Lg tienen una mayor
capacidad quesera, debido a que producen más
caseínas y menos β-Lg en la leche. Esto es bastante
importante para la industria quesera,  puesto que las
caseínas se retienen en el coágulo que forma el queso,
por lo tanto, el parámetro más importante para
determinar la capacidad quesera de la leche es la
proporción de caseínas y β-Lg; donde los genotipos
BB de la κ-caseína y AA de la β-Lg están asociados
con una capacidad quesera superior (13, 17, 45). La
leche de las vacas que presentan el alelo B de la κ-Cn
produce micelas de menor tamaño, en las cuales se
retienen más sólidos al momento de la coagulación
para la producción de quesos, dando lugar a coágulos,
contienen más grasa y menos agua y por lo tanto son
más firmes por lo cual presentan un rendimiento
quesero superior (3.5-8%) (22, 32, 42).

Las variantes A y B de la κ-Cn presentan 169
residuos y un peso molecular de 19,007 KDa; mediante
el análisis de las secuencias de aminoácidos de las
proteínas y de nucleótidos de las variantes génicas que
las codifican, se han podido establecer los
polimorfismos: el  alelo A tiene Treonina en la posición
136, codificado por la tripleta ACT y Aspartato en la
posición 148, codificado por la tripleta GAT, mientras
que la variante B, presenta Isoleucina codificada por
la tripleta ATT y Alanina codificada por la tripleta GCT,
en las posiciones antes mencionadas (15, 30). Estos
polimorfismos se han utilizado con el fin de identificar
la variante que presenta un animal,  la reacción en
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cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction,
PCR), acoplada al análisis del polimorfismo en los
fragmentos de restricción (restriction fragment length
polymorphism, RFLP) (7).

Los alelos A y B de la κ-caseína  son los más
comunes, se pueden encontrar en la mayoría de las
razas bovinas en proporciones variables. El alelo A es
el más frecuente en las razas Holstein, Friesian,
Ayrshire, Danés Rojo y Cebú Índico (31). La variante
B, en cambio, es más frecuente en las razas Jersey,
Normando y Cebú Africano (38). Lo anterior plantea
una debilidad en la ganadería Colombiana, debido a
que la base de la producción lechera es 70% la raza
Holstein, 20% Holstein x Cebú, 8 % Jersey y 2% con
razas criollas (45). Las poblaciones de ganado Holstein
en Colombia (Antioquia y Sabana de Bogotá) y Polonia
presentan frecuencias genotípicas de κ-caseína
similares (AA>AB>BB), mientras que las frecuencias
génicas de las condiciones homocigóticas son mayores
(BB>AA>AB) en la población estadounidense, esto
último logrado mediante cruces dirigidos mediante la
selección asistida por marcadores (Marker-assisted
selecction, MAS) (27, 43, 47).

Lo anterior indica que una adecuada selección del
genotipo de las proteínas de la leche podría  permitir la
determinación de las características físicas y químicas
de la leche que sean de interés para su procesamiento
tecnológico, aumentar considerablemente la calidad y
el rendimiento quesero. Lo anterior implica que los
productores se deberán familiarizar con la nueva
terminología y aplicaciones de los marcadores
moleculares, para poder permanecer en un mercado
tan competitivo como el de la producción láctea.

Las técnicas de la biología molecular ofrecen
muchas posibilidades para aumentar la eficiencia
productiva en el campo agropecuario. En el presente
proyecto se estandarizaron las técnicas que permiten
la determinación del sexo mediante la PCR (1, 37) y
la genotipificación de los alelos A o B del gen de la
κ-caseína, mediante PCR-RFLP), en embriones
bovinos (5, 29). Esto permitirá la utilización eficiente
de los vientres, los materiales y equipos en los
programas de producción animal y por consiguiente
impulsará el desarrollo del área de la reproducción
animal en nuestro medio.  Lo anterior permite proponer
un programa de tipificación de las variantes del gen
de la κ-caseína y la determinación del sexo de
embriones bovinos preimplantatorios, lo cual impactará
de manera positiva al gremio ganadero, la industria de
los productos lácteos y cárnicos y a la comunidad
científica relacionada con la biotecnología animal.

Materiales y métodos

Extracción del ADN de células de sangre
periférica o semen congelado de bovino

 Se tomaron muestras de sangre periférica de 10
hembras bovinas de la raza Holstein, del hato lechero
“El Pantano” en el Municipio de Belmira; asimismo
se tomaron muestras de sangre y semen congelado
de cinco machos de la misma raza, pertenecientes al
Centro de Inseminación Artificial Hacienda San
Pablo de la Universidad Nacional de Colombia sede
de Medellín, los cuales se utilizaron como controles
debido a que previamente se les conocía el genotipo
para el locus de la κ-caseína (resultados no
publicados). Para la obtención del ADN se realizó
una lisis previa de glóbulos rojos centrifugación a 3000
rpm durante 4 minutos en cuatro volúmenes de una
solución tampón (10 mM Tris HCl  pH 7.6, 320 mM
Sucrosa, 5 mM MgCl y 10% de Tritón X-100), luego
se utilizó sangre periférica como fuente (20) y se
continuó el proceso utilizando el método descrito por
Laine et al (25).

Para determinar la calidad de ADN se preparó
un gel de agarosa al 0.8%, al cual se le adicionó
0.5 µg/mL Bromuro de Etidio,  utilizando tampón TBE
1X se dejo correr a 80v durante 50 minutos, los geles
fueron visualizados y fotografiados bajo luz
ultravioleta en un equipo de fotodocumentación de
geles (Biometra, Göttingen DE). Se tomó como un
ADN de buena calidad aquellas muestras que
permanecieron en el pozo y no se observó migración
a través del gel.

Extracción 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
de ovarios de vacas sacrificadas en la central Ganadera
de Medellín obtenidos de acuerdo a la metodología
descrita por Olivera (34). Tanto los ovocitos como los
embriones fueron tratados durante 30 segundos con
ácido de Tirodes, luego se hicieron dos lavados
sucesivos con gotas de medio de cultivo de acuerdo al
protocolo de Hlinka et al. (21) y finalmente se extrajo
el ADN incubando las blastómeras y los ovocitos en 4
µL de agua tridestilada durante 10 minutos a 98°C en
tubos de 200µL, y posteriormente se almacenaron a
4°C hasta el análisis por PCR (36).
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Selección de cebadores

 Los cebadores utilizados para amplificar la región
del gen sry (véase Tabla 1) fueron seleccionados de
un estudio previo (37) y los cebadores para κ-caseína
fueron seleccionados a partir de las secuencias
reportadas en la literatura (3, 5, 46) y las secuencias

publicadas en el Gene-Bank (2) (véase Tabla 1), las
cuales fueron adecuadas hasta alcanzar temperaturas
de alineamiento teóricas similares a las que presentan
los cebadores para sry, además se hizo una verificación
de especificidad consultando las bases de datos
internacionales utilizando el programa en línea
BLASTN 2.2.6  (4).

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificación por PCR, se realizó en un volumen
final de 25 y 50 µL que contenía tampón PCR 1X, 0.2
µM de cebadores; 2.5 mM de dNTPs, 0.025 U/µL de
taq polimerasa y ADN de bovino (37), en un
termociclador (Biometra, Göttingen DE) programado
de la siguiente manera: Un ciclo (4 minutos a 94°C, 1
minuto 49-53°C, un minuto a 72°C), treinta ciclos (1
minuto 94°C, 1 minuto 49-53°C, 1 minuto 72°C) y un
ciclo final de (1 minuto a 94°C, 1 minuto 49-53°C, y 9
minutos a 72 °C). Las anteriores condiciones térmicas
y de reacción fueron  optimizadas mediante la
experimentación en el trabajo de laboratorio (5, 26, 37).

Los juegos de cebadores específicos para sry
(SRY1BF/SRY2R) y κ-caseína  (K01F/JK3.1 y JK5.1/
JK3.1) fueron evaluados de manera independiente en
un volumen de reacción de 25µL, y luego se procedió
a su evaluación utilizando dos juegos de cebadores
(PCR múltiple) en un volumen final de 50 µL bajo las
condiciones antes descritas utilizando 49, 50, 51, 52 y
53°C como temperaturas de alineamiento (Ta).
Además, se diseño una estrategia de amplificación
utilizando dos juegos de cebadores para κ-caseína (véanse
Tabla 1 y Figura 5) en sesiones de PCR independientes
bajo las condiciones antes mencionadas. En la primera
amplificación se utilizó un juego de cebadores (K01F/
JK3.1) específicos para una región de 563pb, luego se
utilizó este fragmento amplificado como plantilla para una
segunda ronda de PCR  utilizando otro juego de cebadores
(JK5.1/JK3.1) específicos para una región de 344 pb

dentro del mencionado fragmento (véase Figura 1), similar
a lo reportado en la literatura como PCR anidada (nested
PCR) (11, 39) En todos los casos se utilizo como DNA
de individuos previamente genotipificados como control
positivo y reacciones en ausencia de Taq polimerasa o
DNA como control negativo.

Digestión con Hinf I y Hind III

Los productos de la PCR de 344 se sometieron a
digestión con 5U de Hind III  o Hinf I diluidos en
tampón R+ bajo las condiciones sugeridas por la casa
comercial  (Fermentas, Miami FL), e incubados a 37°C
durante 12 horas en un termociclador (Biometra,
Göttingen DE).  Los productos de la digestión fueron
resueltos mediante una electroforesis en gel de agarosa
al 2% bajo las condiciones antes descritas. Las dianas
de corte para las enzimas de restricción y el tamaño

Gen Secuencia de los cebadores Pb %G+G Tm(°C) Ta(°C) Referencia
κ-caseína 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 (7)
K01F 5’-GCTGAGTAGGTATCCTAGTTAT-3’ 22 40.1 56.41 51.041 (29)
K02R 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)

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

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

Figura 1. Ilustración del gen de la κ-caseína y ubicación
de los cebadores.
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de los productos de digestión esperados se ilustran en
la figura 2.

Resultados

Selección de cebadores

Se probaron varios juegos de cebadores para la
renotificación del gen κ-Cn y se seleccionaron aquellos
que presentaron resultados óptimos (véase Tabla 1),
en la figura 1 se ilustra un fragmento del gen la de la
κ-caseína donde se muestran la ubicación de los
cebadores y el par K01F/JK3.1 que flanquea un
fragmento de 563pb entre los  nucleótidos +4995 y
+5558 (417pb del exón IV y 146pb del intrón IV),
mientras que el juego de cebadores JK5.1/JK3.1
flanquea un fragmento de 344 pb entre los  nucleótidos
+5214 y +5558 dentro de la misma región.

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

Se realizaron las reacciones de PCR sencillas y
múltiples utilizando los diferentes juegos de cebadores
específicos para los genes de la κ-caseína y sry (véase
la Tabla 1). Para κ-caseína se encontraron resultados
positivos al utilizar los juegos K01F/JK3.1 con los
cuales se obtuvo un fragmento de 563 pb (carriles 2-5
y 7 de la figura 3A y carriles 8-11 de la figura 3B).
Éstos productos de PCR fueron utilizados como plantilla
en una segunda amplificación en la cual se obtuvo un
fragmento de 344pb utilizando el juego de cebadores
JK5.1/JK3.1 (carriles 8-11 y 13 de la figura 3A), tanto
en hembras (carriles 4, 5, 10 y 11 de la figura 3A y
carriles 10 y 11 de la figura 3B) como en machos
(carriles 2, 3, 8 y 9 de la figura 3A y carriles 8 y 9 de

la figura 3B). Para la amplificación específica del gen
sry se utilizó el juego de cebadores SRY1BF/SRY2R
(37), obteniendo un amplificado de 151pb en los
individuos machos (carriles 2 y 3 de la figura 3B) y no
en la hembras (carriles 4 y 5 de la figura 3B). Todas
las reacciones fueron positivas cuando se utilizaron
las temperaturas de alineamiento de 49-53°C.  Cuando
se realizó la reacción de PCR múltiple utilizando la
mezcla de cebadores JK5.1/JK3.1 y SRY1BF/SRY2R,
se obtuvieron amplificados observables cuando se
realizó la reacción a una temperatura de alineamiento
de 53°C encontrándose una banda correspondiente a
un fragmento de 344 pb en todos los individuos
evaluados (carriles14-17 y 19-20 de la figura 3B)
mientras que se encontró una banda de 151 pb sólo en
los individuos machos (carriles 14, 15 y 19 de la figura
3B) y no en las hembras (carriles 16, 17 y 20 de la
figura 3B). Controles positivos (carriles 19 y 20 de la
figura 3B) y control negativo (carril 18 de la figura
3B).

Figura 2. Ilustración del lugar de corte para HindIII y HinfI
en el producto de PCR de 344 pb en los diferentes
genotipos del ge de  la κ-caseína.

Figura 3. Estandarización de la PCR. Electroforesis en gel
de agarosa al 2%. A:  se presenta un amplificado de 563
pb correspondiente al gen de la κ-Cn (carriles 2-5) con los
cebadores K01F/JK3.1, control negativo sin DNA (carril 6)
y control positivo (carril 7); en los carriles 8-11 se muestran
los productos de amplificación (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 amplificación utilizando los cebadores
específicos para sry (SRY1BF/ SRY2R) 151pb, positivo
sólo en los machos, control negativo sin cebadores (carril
6) control positivo (carril 7). Los carriles 8-13 muestran los
productos de amplificación utilizando los cebadores para
κ-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 múltiple utilizando los
dos juegos de cebadores para sry y κ-Cn. Carril 1 marcador
de peso molecular 50pb.
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Evaluación de la sensibilidad de PCR

Con el fin de determinar el número mínimo de
células requerido para obtener un amplificado
observable se tomaron grupos  de 1, 2 y 4 ovocitos, a
los cuales se les extrajo su material genético utilizando
la metodología antes descrita y fueron sometidos a la
amplificación por PCR utilizando un juego de cebadores
(K01F/JK3.1) en las condiciones de reacción descritas.
Obteniéndose un amplificado visible de
aproximadamente 563 pb (carriles 2-4 de la figura 4),
éstos fragmentos  amplificados fueron sometidos a una
segunda ronda de PCR utilizando el juego de cebadores
(JK5.1/JK3.1) obteniéndose un amplificado visible de
aproximadamente 344pb correspondiente a una región
del gen la κ-caseína (carriles 8-10 de la figura 4). Lo
anterior concuerda con lo observado en los ensayos
de PCR utilizando DNA de sangre o semen  (carriles
8-11 de la figura 3A). Controles positivos (carriles 7 y
13 de la figura 4) y controles negativos (carriles 5, 6,
11 y 12 de la figura 4).

Genotipificación del gen de la κ-caseína en
embriones bovinos

Las reacciones de digestión de los fragmentos de
344pb amplificados  a partir de DNA total de embriones
bovinos con el juego de cebadores (JK5.1/JK3.1),
específicos para una región del gen de la κ-caseína se
realizaron bajo las condiciones propuestas por la casa
comercial encontrándose resultados similares a los
certificados en los individuos evaluados de los
diferentes genotipos del mencionado gen, de la siguiente
manera:  Cuando se utilizó la enzima Hind III se
confirmó la presencia de un fragmento esperado de

344pb en los embriones que presentan el 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) y tres fragmentos (344, 215 y 129 pb) en
los embriones AB (carriles 12 y 13 de la figura 5A).
Mientras que cuando se utilizó la enzima Hinf I (véase
Figura 5B) se encontraron dos bandas (131/132 y 81pb)
en los individuos que presentan el genotipo AA (carriles
7, 8 y 10 de la figura 5B), dos fragmentos (263 y 81pb)
en los individuos BB (carriles 9 y 11 de la figura 5B) y
tres fragmentos (263, 131/132 y 81pb
aproximadamente) en los individuos AB (carriles 12 y
13 figura 5B). Lo anterior concuerda con los resultados
obtenidos en los controles positivos donde se utilizó
DNA de sangre periférica o semen de individuos de
genotipo conocido (carriles 2-4 de las figuras 5A y
5B). Los controles negativos se efectuaron sin enzima
de restricción (carril 5 de la figuras 5A y 5B) y sin
DNA (carril 6 de las figuras 5A y 5B).

Figura 4. Determinación de la  sensibilidad de la reacción
de PCR.  Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Se
presentan los amplificados de 563 pb correspondientes
al gen de la κ-Cn utilizando los cebadores K01F/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 reamplificación (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.

Figura 5. Genotipificación de la κ-Cn en embriones de
bovino: Electroforesis en gel de agarosa al 2%. A: en los
carriles 2-7 se utilizó DNA de sangre periférica o semen
de individuos con genotipo conocido se muestra el patrón
de restricción utilizando HindIII. Donde una banda de
344bp correspondiente al gen de la κ-caseína genotipo
AA (carril 2), tres bandas 344, 215 y 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 9 y 11 BB y carriles
12 y 13 AB.  B: en los carriles 2-7 se utilizó  DNA de sangre
periférica o semen de individuos con genotipo conocido
se muestra el patrón de  restricción utilizando HinfI. Donde
dos bandas (81, 131/132 pb) corresponden al genotipo
AA al gen de la κ-caseína (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 9 y 11 BB y carriles
12 y 13 AB. El carril 1 marcador de peso molecular 50pb.
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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/SRY2R específicos para
κ-Cn y sry (PCR múltiple). Se observa que todos los
embriones evaluados (carriles 2-9 de la figura 6)
presentan un fragmento de 344pb correspondiente al
gen de la κ-Cn el cual se encuentra tanto en hembras
como en machos, mientras que en los carriles 2, 3, 5 y
8 de la misma figura se observa una banda adicional
de 151 pb, correspondiente a un fragmento del gen
sry, el cual se presenta sólo en los machos, como quedó
demostrado en los experimentos de estandarización
utilizando muestras de DNA de de individuos adultos
de sexo conocido (macho carril 11 y hembra carril 12
de la figura 6), de acuerdo con lo esperado, según el
diseño de la prueba. El control negativo se realizo sin
DNA (véase el carril 10 de la figura 6).

Discusión

La selección asistida por marcadores (MAS)
emplea las estrategias de la bioquímica, la biología
molecular, la genética y los registros fenotípicos, con
el fin de determinar el genotipo de los individuos adultos,
los fetos durante los primeros estadios de la gestación
o los embriones antes de la implantación, lo cual,  según
Dentine (1999), ofrece la posibilidad de disminuir el
tiempo requerido para el cambio genético en las
poblaciones de ganado en los programas de
mejoramiento animal (9).

Algunas características de interés en los procesos
de producción animal pueden estar asociadas a la
presencia de una variante genotípica de un solo gen,
en otras ocasiones se trata de rasgos con
comportamientos “cuantitativos”, cuando la característica
está asociada a diversos eventos (quantitative trait loci,
QTL), éstos últimos muy difíciles de analizar debido a
la infinidad de variables que tienen que ser controladas
para obtener resultados adecuados (9).

En el caso de la producción de leche están
implicados varios aspectos que deben ser tenidos en
cuenta: la raza, el clima, la alimentación y el manejo
de los rebaños, los cuales pueden ser controlados
directamente por el productor con el fin de obtener los
volúmenes y la calidad deseados. Pero, existen otros
rasgos que son inherentes exclusivamente a los
individuos, como las variantes genéticas de las proteínas
lácteas, las cuales tienen efectos importantes sobre
las propiedades de transformación tecnológica de la
leche en la fabricación de quesos y otros productos, lo
anterior ha sido demostrado en numerosas
investigaciones realizadas durante los últimos 30 años
dentro de las que podrían mencionarse los trabajos de
Sherbon et al (1967) (42), Ng-Hang et al. (1984) (32),
Grosclaude (1988) (16),  Horne & Muir (1994) (22)  y
Viana et al (2001) (49), en los cuales se demostró que
las caseínas representan casi el 80 % de las proteínas
lácteas bovinas, donde el genotipo de la κ-caseína es
el factor más importante, debido a que la leche
procedente de animales con genotipo BB para este
locus presenta mayores porcentajes proteicos, mejores
propiedades de coagulación, mejores efectos sobre la
sinéresis del queso y, en consecuencia, todo se traduce
en un mayor rendimiento en la producción quesera.

Teniendo en cuenta la necesidad de cambiar las
proporciones genotípicas de la κ-caseína en los hatos
de producción lechera se han realizado estudios
tendientes a estandarizar las metodologías que pueden
ser implementadas en los sistemas de producción
ganadera del país, con las cuales se obtuvieron resultados
similares a los obtenidos por diferentes investigadores en
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

Figura 6. Determinación del sexo en embriones bovinos.
Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Se presenta el
amplificado de 344bp correspondiente al gen de la κ-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 amplificación 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.
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esta región se alinean de manera específica los
cebadores JK5.1R/JK3.1F flanqueando un fragmento
de 344pb dentro del cual se encuentra el polimorfismo
que diferencia los alelos A y B, los cuales pueden ser
cortados específicamente con Hinf I y Hind III,
respectivamente, dando la posibilidad de genotipificar
las variantes de la κ-caseína utilizando DNA de sangre
periférica de animales adultos, semen, ovocitos y
embriones de bovino. De esta manera, se tienen dos
estrategias para determinar el genotipo de un individuo,
debido a que estas enzimas generan patrones de bandas
diferentes en cada genotipo. Aprovechando los
resultados obtenidos por Rodríguez (37), se utilizaron
los cebadores específicos para sry y κ-caseína en una
PCR múltiple, lo cual permitió determinar el sexo
además de la genotipificación de la κ-caseína.
Encontrándose correspondencia entre los genotipos
obtenidos con ambas enzimas de restricción, lo cual
fue corroborado utilizando DNA de individuos hembras
y machos con genotipos de la κ-caseína 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. Además, se tienen las bases para la
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Summary

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

Milk of cows that carries the B allele of κκκκκ-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 κκκκκ-Cn gene using K01F and JK3.1
primers. A 563 bp fragment was obtained, corresponding to the κκκκκ-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 HindIII, whilst the A allele showed a 344 bp fragment. On the other hand,
when HinfI 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 κκκκκ-Cn 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, κ-casein, -PCR-RFLP

implementación de un programa de genotipificación
de embriones, lo cual deberá ir de la mano con los
trabajos de optimización de los procesos de obtención
(MOET, FIV) y micromanipulación de embriones para
la obtención de biopsias de blastómeras como fuente
de ADN para los procesos de análisis molecular.

Finalmente, queda planteada la posibilidad de
estandarizar los procesos de genotipificación de otras
rasgos de interés económico (7, 8) con los que se busca
mejorar el volumen de masa muscular, la tasa de
crecimiento, la eficiencia reproductiva, la calidad y
calidad  de la carne y la leche mediante el análisis de
las variantes de la hormona de crecimiento, la prolactina,
la β-lactoglobulina y la α-lactoalbúmina, entre otros.
De igual manera, se podría utilizar para renotificar
características relacionadas con la salud animal por
ejemplo el diagnóstico de BLAD y DUMPS (23, 40),
o la predicción de rasgos físicos como la presencia de
cuernos y el color de la piel (14, 18, 24).

Los presentes resultados tienen un alto potencial
para la implementación de programas de extensión
impulsados desde la academia, que podrían beneficiar
los hatos de la Universidad, la empresa privada, y a
los campesinos que podrían tener acceso a servicios
de alta calidad y posiblemente de muy bajos costos.
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