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ABSTRACT

The bovine kappacasein is an
important mitk protein of 169
amino acids coded by a gene on
chromosome 6, that express two
important allelic variations, A and
B. The B form determines
guantitative and qualitative 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
turn 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.

The present study contain the results obtained
through molecular methodologies (PCR-RFLP)
that allowed the identification of the allelic forms
A and B at the DNA level, in a population of 222
animals (males and females) of the following
races: Holstein, Jersey, Ayrshire and Norman.

Among the four races analized, significant
differences in the distribution of genotipic and
allelic frequencies were detected, as follows :
Holstein AA=0.48, AB=0.48, BB =0.04; Ayrshire
AA=0.43, AB=0.37,BB=0.20; Jersey AA=0.00,
AB=0.20, BB=0.80; Norman AA=0.00,
AB=0.33, BE=0.67. Frequencies of the
favorable allele B : Holstein= 0.28, Ayrshire=
(.38, Jersey= 0.90 y Norman= 0.83.

This study constitutes the first of this type in
Colombia, and proposes the application of a
reliable molecular methodology, of easy
application and low cost, in reproductive
programs for the improvement of bovine milk
protein quality.

RESUMEN

La kappa-caseina bovina es una
importante molécula lactea de
16% aminodcidos codificada por
un gen localizado en el
cromosoma 6, que presenta dos
importantes variantes alélicas Ay B.
La variante B determina diferencias
cuantitativas y cualitativas en el proceso de
transformacian de |a leche en queso, debido ala
formacidn de micelas pequefas que contienen
mayor cantidad de caseina, formando un codgulo
firme y denso que retiene sdlidos. En contraste,
la variante A produce micelas mas grandes pero
con menor cantidad de caseina.

El presente estudio, reporta los resultados
obtenidos mediante metodologias moleculares
{PCR-RFLP) gque permitieron la identificacion de
las vafiantes alélicas A y B, en una poblacidn de
222 animales (machos y hembras) de las
siguientes razas : Holstein, Jersey, Ayrshire y
Mormanda.

En las 4 razas analizddas se encontraron
diferencias significativas en fa distribucion de las
frecuencias genuripicas:de la siguiente manera;
Holstein AA=0.48, AB=0.48, BE=0.04; Ayrshire
AA=0.43, AB=0.37,"BB=0.20 ; Jersey
AA=0.00, AB=0.20, BB=0.80 y Normanda
AA=0.00, AB=0.33, BE=0.67. Frecuencia del
alelo favorable B: Holstein= 0.28, Ayrshire=
(.38, Jersey= 0.90 y Normando= 0.83.

Este trabajo constituye el primero de su tipo en
Colombia y propone la aplicacién de una
metodologia molecular confiable, de facil
aplicacion y bajo costo, en los programas de
reproduccion para el mejoramiento de la calidad
de la proteina lactea en bovinos.



Deteccion Genética de la Kappa-Caseina en
Diferentes Razas Bovinas

La kappa-caseina bovina es una importante molécula lactea de 169 aminoacidos, codificada por

un gen localizado en el cromosoma 6, que presenta dos importantes variantes alélicas A y B. La

variante B determina diferencias cuantitativas y cualitativas en el proceso de transformacion de la

leche en queso, debido a la formacién de micelas pequenas que contienen mayor cantidad de
caseina, formando un coagulo firme y denso que retiene sélidos. *
B

Introduccion

El genoma bovino contiene aproximadamente 3
mil millones de pares de bases, empacadas en 30
pares de cromosomas, de las cuales se calcula
que sélo el 10% contienen informacién atil
traducible en proteinas (Barendse, 1994). Dentro
de éstas secuencias ocurren mutaciones o
cambios que generan otras formas heredables
constituyéndose en polimorfismos, que pueden o
no alterar las proteinas gue codifican, y afectar
en forma positiva o negativa las funciones de los

organismos. Una forma de analizar estos
polimorfismos, es mediante la amplificacidn
molecular de una regién del gen, seguido de
digestion con una enzima de restriccién apropiada,
metodologia conocida como PCR-RFLP (Clark,
1992).

La intensificacion de la explotacion de
caracteristicas de produccion ha llevado a la
seleccidon de animales que tengan una mayor vy
mejor calidad de las mismas, pero se ha realizado
de manera lenta y dificil con base en



{a)

{b) fe)

Estructura terciaria del BPTIL. El inhibidor de la Tripsina pancreatica bovina o BTPTI, se une a la
Tripsina y le impide catalizar la hidrélisis peptidica.

a) Modelo esquelético que muestra las posiciones de los atomos, obtenido por difraccion de rayos X.
b) Modelo de cinta del armazon.

c) Modelo de relleno especial, en el que se dan los radios de Van Der Waals de todos los dtomos.

En a) y b} los enlaces disulfuro aparecen en amarillo.

T

apareamientos controlados que implican |a
evaluacion de toros y vacas segun su progenie.
Ahora la seleccion de las caracteristicas en
animales se realiza utilizando técnicas moleculares
que rapidamente identifican los genotipos v evitan
tener que esperar a la progenie del animal.

Proteinas Lacteas

En mamiferos una de las principales caracteristicas
de la leche es su alto contenido en proteinas, que
determinan en gran medida el valor nutritivo y
tecnoldgico de la misma. En Colombia, el 70% de
la leche se produce en forma intensiva con base
racial Holstein, un 20% con base racial Holstein y
Cehuinos, un 8% Jersey y 2% criollos.

En la leche de los rumiantes existen 6 proteinas
principales gue constituyen el 90% del total de las
proteinas de la leche, clasificadas en dos grupos
de acuerdo con su solubilidad a pH 4.6 v a una

temperatura de 20°C (Kanamori y Kawaguchi,
1980).

El primer grupo lo constitdyen las caseinas(CN):
alfaSl, alfaS2, heta y kappa(Eigel y Butler, 1984),
(ue se precipitan en estas condiciones de pH y
temperatura y constituyen la fraccion proteica
mayoritaria de la leche.

El segundo grupo, proteinas séricas, permanecen
solubles en las condiciones mencionadas, esta
conformado principalmente por a-Lactoalbimina
y b-Lactoglobulina (Eigel y Butler, 1984).

Las caseinas se agregan en particulas coloidales
esféricas llamadas micelas, antes de ser
secretadas por exocitosis; en peso seco, las
micelas contienen aproximadamente un 94%% de
proteina y un 6% de iones calcio, fosfato, magnesio
y citrato, sus caracteristicas influyen notablemente
en las propiedades tecnoldgicas de la leche



(Grosclaude,1988). La desestabilizacion de las
micelas inicia el proceso de coagulacion y
gelificacion de la leche, durante la fabricacion del
gueso (Russo y Mariani, 1978 ; Schaar, 1984).
La kappa-caseina es responsable de la estabilidad
de |las micelas y su hidrolisis modifica sus
caracteristicas fisicoquimicas (Grosclaude, 1988).
El gen que la determina estd localizado en el
cromosoma 6 (Velmala et al., 1999).

La kappa-caseina es una proteina de 169
aminodcidos y presenta dos importantes
variantes: kappa-CN A y kappa-CN B (Neelin,
1964: Schmidt, 1964), determinadas por los alelos

A y B (Grosclaude, 1988 ; Ikonen et al.,1996) y
difieren en los aminoacidos 136 y 148
respectivamente, lo que permite distinguirlas con
las diferentes pruebas moleculares. La proteina B
determina diferencias cuantitativas y cualitativas
en el proceso de la transformacidn de leche en
queso debido a la formacion de micelas pequeiias
que contienen mayor cantidad de caseina, forma
un coagulo firme y denso que retiene sdlidos
(Russo y Mariani, 1978; Marzialli, 1986) incrementa
en un 3% la cantidad total de proteina{Gibson y
Rozzi, 1990), de esta manera mejora la calidad del
gueso y disminuye los costos de produccidn
comparada con la variante A que produce micelas

S R
Distribucion de los residuos hidrdfilos e hidrofobos en las proteinas globulares.

Estructura tridimensional de la proteina.

Izquierda: Obsérvese el modo en que los aminoacidos hidrofobos (que se indican en rojo) se agrupan

alrededor del grupo hemo y en el interior de la molécula.

Derecha: En una perspectiva diferente de la misma molécula, se muestran en verde los residuos hidrofilos

Observese que tienden a ubicarse en la superficie molecular.
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mas grandes y menor cantidad de caseina (Morini
et al., 1975).

Los bovinos, tanto machos como hembras,
presentan genotipos AA,BB y AB para kappa-
caseina, el alelo B eleva la concentracion de
caseina en la leche (Van Ennennan y Medrano,
1991) lo gue es consistente con el efecto del
genotipo BB que produce mayor cantidad que AB
y éstos a su vez mayor cantidad que AA. (Ng-Kwai-
Hang, 1987).

La estructura mas aceptada en cuanto a la
conformacion de las micelas de caseina propone
un nicleo compuesto por las caseinas alfa S1, alfa
52 y beta, que se encuentran asociadas una con
otra en el interior de la micela e interactian con
el calcio y la kappa-caseina que predomina sobre
la superficie de la micela proporcionando
estabilidad (Schmidt, 1982).

Enla K-CN(B})sereduce el tamafio de la micela,
se aumenta su estabilidad térmica y se reduce
el peligro de coagulacidn y gelificacién durante
los procesos de esterilizacian (Fox, 1982; Medrano
et al., 1990; DiGregorio y Rando, 1991).

La kappa-caseina, tanto A como B, es cortada por
la quimosina (localizada en el rumen del ternero)
o por el cuajo en la fabricacidn del queso en dos
segmentos: el macropéptido que va a la fraccidn
soluble de las proteinas de la leche y la para-kappa
caseina que conforma una malla que retiene
sdlidos (Marzialli,1986; Ikonen et al., 1999), por
lo tanto formara una cuajada mas firme y densa,
de esta manera influye en la calidad del queso
(Ojala et al., 1997).

Estas dos variantes A y B de kappa-CN estan
presentes en todas las razas bovinas estudiadas,
pero el alelo A tiende a predominar en la mayor
parte de ellas, con excepcion de |as razas Jersey
y Mormanda (Schlee y Rottmann, 1992).

Materiales y Métodos
Muestra Poblacional

En el presente estudio mediante PCR-RFLP se
realizd la identificacién molecular de |as variantes
alélicas A y B en una poblacién de 222 animales
(machos y hembras) de las siguientes razas
(Tabla 1).

TABLA No.1 Muestra Poblacional.
Descripcion del Ndmero de Individuos
Genotipados para K-CN en cada una
de las Cuatro Razas Estudiadas.

Hoistein

Jersey

Ayrshire

-Mormando

Total

e e

Extraccion de DNA

A
Se tomé una muestra [_!E"l-}.‘lTl.l de sangre a cada
animal, recolectada en tubos secos con EDTA, fue
refrigerada hasta su procesamiento.

Amplificacion de DNA por Reaccion en
Cadena de la Polimerasa ( PCR)

Se realizd la amplificacion del segmento del Gen
de kappa-caseina en un volumen total de 25 mi
de mezcla de reaccion usando el termociclador
Perkin-Elmer Cetus, y 1 ul de DNA Gendmico.

Reaccion de Restriccion

El fragmento amplificado fue sometido a restriccién
enzimatica durante 4 horas a una temperatura de
37°C, para identificar, ya sea el gen Ao el gen B. La
reaccion se llevd a cabo en un volumen total de 20mil.



GRAFICO # 1 Electroforesis en Gel de Agarosa
{se observa el patron de bandas gue identifica
los tres genotipos).

Electroforesis de DNA

Los fragmentos amplificados y cortados fueron
analizados mediante electroforesis en gel de agarosa
al 3%, al cual se adiciond 0.7ml de Bromuro de Etidio
(10mg/ml). Como resultado de la restriccion se
observan 2 segmentos de 266 y 84 pares de bases
(pb) para el gen B y 3 segmentos de 134, 132 y 84
pares de bases (pb) para el gen A (los segmentos
134y 132 se presentan como una sola banda intensa
debido a sus pesos moleculares cercanos). En
muestras de heterocigdticos AB se observan tres
bandas: 266pb, 134/132pb y 84pb correspondientes
a los fragmentos amplificados de cadagen Ay B
(Grafico 1).

GRAFICO # 2 Frecuencia del Genotipo
AA de K-Caseina en las Cuatro Razas Estudiadas

GRAFICO # 3 Muestra la Frecuencia del Genotipo
AB de K-Caseina en las Cuatro Razas Estudiadas

Resultados y Discusion

En las razas analizadas se encontraron diferencias
significativas en la distribucion de las frecuencias
genotipicas y alélicas, de la siguiente manera.

Frecuencias genotipicas Holstein de AA=0.48,
AB=0.48 y BB=0.04; Ayrshire de AA=0.43,
AB=037 wBB=0.20; Jersey de AA=0.00, AB=0.20
y BB=0.80 y Normanda de AA=0.00, AB=0.33,
BE=0.67 (graficos 2,3 v 4).

Frecuencias del alelo favorable B : Holstein 0.28,
Ayrshire=0238, Jersey=0.90, y Normanda= 0.83.

£

Como puede verse, el alelo B 08 mas frecuente en
laraza Jersey y Normanda y-casi ausente en las
razas Holstein y Ayrshire. La baja frecuencia para
el genotipo BB en animales Holstein, indica que

GRAFICO # 4 Muestra la Frecuencia del Genotipo
BB de K-Caseina en las Cuatro Razas Estudiadas
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en ésta raza se ha incrementado el nimero de
animales genotipicamente AA lo que podria ser
corregido realizando cruces con toros 6
directamente semien proveniente de animales
seleccionados como BB.

Considerando que la mayor proporcion de
animales Holstein de la poblacién analizada es
genotipicamente AA , implica que presenta
menar contenido de caseinas en la leche, cuando
se comparan con las otras tres razas estudiadas.
En la raza Ayrshire, se observa un resultado
similar al anterior en cuanto al genotipo
desfavorable AA (grafico 4),

TABLA No. 2 Frecuencias Genotipicas
de Kappa-Caseina Reportadas en la
Literatura de Estudios Realizados en
California (USA) (Van Eenennaam y Medrano, 1991hb)
y los obtenidos en este Estudio en Antioguia (Colombia)

Hoistein

Jersey

Ayrshire

Mormando

Hoistein

Jersey

Ayrshire

MNormando

Hoistein

Jersey

Ayrshire

Normando

.' La preproinsulina se sintetiza
como un ovillo aleatorio
an los ribosomas asociados
a la membrana.
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En las muestras de razas Normanda y Jersey se
observa un notable incremento en la frecuencia
del genotipo BB lo que implicaria un mayor
contenido de caseinas en la leche y por
consiguiente una mayor concentracién de sélidos
totales, que permite aumentar la produccién de
quesos con mejor calidad y con-menores costos
de fabricacidn.

Conclusiones

En el presente estudio se encontrd que las
frecuencias genotipicas para kappa-caseina en las
razas Holstein, Jersey, Ayrshire y Mormando de
las poblaciones bovinas, estudiadas en algunos
hatos lecheros en Antioguia, son similares a las
reportadas en estudios realizados en otros paises
(Tabla 2).

Las poblaciones analizadas de los ganados
Holstein y Ayrshire presentaron un incremento en
la frecuencia del genotipo AB, como consecuencia
de cruces entre parentales heterocigoticos los
cuales son previamente seleccionados por otros
rasgos de produccion.

De otro lado las muestras analizadas de Jersey y
Normanda presentan una alta frecuencia del alelo
B de kappa-caseina, lo que permite obtener leche
de mejor calidad para la elaboracién de queso ya
gue su contenido mayor de proteina y sdlidos
totales asociados con el alelo B determinan una
mejor gelificacion, y formacion de una cuajada mas
firme y de mayor consistencia.

El presente estudio constituye el primero de su
clase realizado en Colombia, y propone la
aplicacion de una metodologia molecular confiable,
de facil aplicacion y bajo costo, en los programas
de mejoramiento de la calidad de la proteina lactea
en bovinos.
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