Deteccion de variantes alélicas de la kappa-caseina en bovinos Hartén del Valle

Detection of allelic variants of kappa- casein in Harton del Valle cattle
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RESUMEN

Se utilizé6 ADN de 2 machos y 34 hembras de la raza de ganado criollo Hartén del Valle para detectar polimorfismos en el gen que codifica para la
kappa-caseina (k-CN) mediante PCR-RFLP (reaccion en cadena de la p li fismo en la longitud de los fragmentos de restriccion)
y PCR-SSCP (reaccién en cadena de la polimerasa-polimorfismo en la conformacmn de ADN de cadena tinica). Se identificaron 17 individuos
homocigotos AA, 15 heterocigotos AB y 4 homocigotos BB. La identificacion de machos jovenes portadores del genotipo de interés en menos de ocho
horas mediante SSCP representa una ventaja para los propietarios de hatos abriendo la posibilidad de aumentar la frecuencia del alelo B, una de
las vias para mejorar la eficiencia lechera para la manufactura de queso.
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SUMMARY

DNA from 2 males and 34 females of Harton del Valle bovine breed, to detect polymorphisms by PCR-RFLP (polymerase chain reaction — restriction
fragments length polymorphism) and PCR-SSCP (polymerase chain reaction— single strand conformation polymorphism) in kappa-casein gene
was used 17 homozygote AA, 15 heterozygote AB and 4 homozygote BB individuals were identified. The quick and easy identification of young male
genotypic carriers in less than eight hours is an advantage to milk farmers, given to there the possibility to increase the B allelic frequency, one of
the ways to improve the milk efficiency for cheese producction.
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INTRODUCCION

La raza criolla Hartén del Valle se origind de
bovinos introducidos por los espafioles alrededor de
1539; se explota principalmente en sistemas de doble
propdsito (leche y carne) y puede generar hasta el 65%
de los ingresos por concepto de venta de leche y quesos
(Casas y Valderrama, 1998).

El contenido total de proteinas en leche bovina
es de alrededor de 35 g L—', con el 80% representado
por las caseinas asi-, asy-, f- y K-CN, 10% por -
lactoglobulina, 2% por o-lactoalbimina y pequefias
cantidades de enzimas e inmunoglobulinas (Muysson

y Verrinder, 1989; Braunschweig et al., 2000). Las
caseinas as- y a.sy- constituyen aproximadamente el
48% de las caseinas totales, las B-caseinas el 35% vy
K-caseinas el 13%. Las oy § caseinas contienen varios
grupos serina fosfato, la k-caseina presenta muy pocos,
razén por la cual tiene baja capacidad para unirse
al calcio, lo que la hace insensible a la precipitacion
inducida de las proteinas lacteas (Muysson y Verrinder,
1989).

Las casefnas se precipitan a un pH bajo (4.5-
5.0), temperatura de 20°C, seguida de una protedlisis
en la porcién hidrofilica de la K-CN ocasionada por
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quimosina o pepsina, lo cual permite la formacién del
cuajo, materia prima para la manufacturacién del queso
(Ginger y Grigor, 1999).

Las caseinas estdn codificadas por genes au-
tosémicos estrechamente ligados (Chessa et al., 2003),
lo que implica que la unidad de transmisién genética
sea el haplotipo. Del gen de la k-CN se han descrito
seis variantes alélicas: A, B, C, E, Fy G. La x-CN
estd conformada por 169 aminodcidos, con regiones
variables en los codones 136 y 148 del tercer exén; la
variante A contiene treonina en el codén 136 (ACC) y
dcido aspartico en el 148 (GAT), la variante B contiene
isoleucina (ATC) y alanina (GCT). La leche bovina que
contiene K-CN del tipo B presenta contenido proteico
mads alto, mayor estabilidad al calor y a la congelacion,
menor tiempo de coagulacién, cuajo mds consistente
y 5-10% mas de rendimiento quesero (Barroso et al.,
1998).

En la deteccion de los genotipos AA, AB y BB se
han utilizado muestras de leche, en hembras lactantes
y en el caso de evaluacion de machos se requieren 5
a 6 afios para una prueba de progenie. Las técnicas
moleculares han permitido identificar genotipos de
interés en machos jovenes.

La sustitucién nucleotidica permite usar el ex6n
como marcador de seleccion (Prinzenberg et al., 1996),
con técnicas como PCR-RFLP (reaccion en cadena
de la polimerasa-polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccién) o PCR-SSCP (reaccién
en cadena de la polimerasa-polimorfismo en la
conformacion de ADN de cadena tnica). (Barroso
et al., 1998). En la técnica PCR-RFLP se amplifica
una regién del gen de K-CN y para la deteccion de las
variantes alélicas se digiere con enzimas de restriccion
que son de alto costo. El método de deteccién de
mutaciones PCR-SSCP (Orita et al., 1989) es una
técnica rdpida, sencilla y de bajo costo que se basa en
la migracién diferencial de cadenas desnaturalizadas
de ADN, debido a que las cadenas simples adquieren
estructuras secundarias complejas que dependen de
la secuencia de nucleétidos (Hoelzel, 1998). Con los
métodos PCR-RFLP y PCR-SSCP pueden identificarse
variantes alélicas de forma rdpida en muestras de semen
o sangre, en animales de cualquier sexo y edad, lo que
permite a los productores de hatos lecheros aumentar
en corto tiempo la frecuencia del alelo B, mediante la
utilizacién de reproductores homocigotos.

En esta investigacion se estandarizaron y
compararon las técnicas PCR-RFLP y PCR-SSCP para
la identificacion de los alelos de la k-CN, en bovinos
Hartén del Valle.
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MATERIALES Y METODOS

Se utiliz6 sangre de 2 machos reproductores y 34
hembras de la raza de ganado criollo Hart6n del Valle en
dos hatos lecheros situados en Roldanillo (04° 24’ 53
latitud norte, 76° 09’ 17°* longitud oeste) y dos unidades
de produccién animal pertenecientes a la Universidad
Nacional de Colombia, en Palmira (03° 32’ 22"’ latitud
norte, 76° 18° 13’ longitud oeste) y Candelaria (03° 24’
27" latitud norte, 76° 21’ 04" longitud oeste) (Valle del
Cauca, Colombia). Los individuos se seleccionaron
al azar; las muestras de sangre se tomaron en tubos
vacutainer® de 5 ml con anticoagulante EDTA, se
conservaron refrigeradas y se extrajo el ADN mediante
el protocolo de “Salting Out” (Miller et al., 1998); la
valoracion del ADN se realizé en geles de agarosa al
1.2% por comparacion con concentraciones conocidas
de ADN del bacteriéfago lambda.

Por medio de PCR se amplificé un fragmento de
453 pb, situado en el tercer exon del gen de k-CN del
cromosoma 6 (Barroso et al., 1998). Se utilizaron 120
ng de ADN en una solucién buffer de PCR que contenia
20 nmoles de cada primer (sentido, 5" -TGT GCT GAG
TAG GTA TCC TAG TTA TGG-3"; antisentido, 5-GCG
TTGTCTTCTTTG ATG TCT CCT TAG-3");2mM de
MgCl2, 200 uM de mezcla de ANTP (MBI fermentas)
y 2 U de Taq polimerasa (InvitrogenTM) en un total
de 100 pl. Las muestras se sometieron a un ciclo de
desnaturalizacién (5 minutos a 94°C) y luego a 35 ciclos
(1 minuto 94°C; 1 minuto 65°C; 2 minutos 72°C) con
una extension final de 72°C por cinco minutos.

Para la PCR-RFLP se digirieron 15 pl de producto
de PCR con 2U de cada una de enzimas de restriccién
HinfT, Haelll y Tail (estereoisémero de Maell) (Cuadro
1). Las muestras se incubaron a 37°C por 3 horas para
las enzimas Hinfl y Haelll y a 65°C para la enzima
Tail. La visualizacion de los fragmentos se realiz6 en
geles de poliacrilamida al 12% (relacién de acrilamida:
N,N"-metilene-bisacrilamida de 29:1) que contenia
0.5XTBE (0.045 M tris-borato, 0.001 M EDTA, pH
8.0). La tincion de los geles se hizo con nitrato de plata
(Sambrook y Russell, 1991)

Para PCR-SSCP se mezclaron 2 pl de los
productos de PCR con 8 ul de buffer desnaturalizante
(0.05% Xylene—Cianole, 0.05% azul de Bromofenol,
5.5 mM de EDTA pH 8.0), se desnaturalizaron a 950C
por dos minutos y luego se enfriaron a 4°C para evitar
que el ADN se renaturalice. La electroforesis se realiz
en una camara Biometra (12 x 8 cm), en geles al 12% de
poliacrilamida (relacion de acrilamida: N,N"-metilene-
bis-acrilamida de 100:1), TBE 0.5X (0.045 M tris-
borato, 0.001 M EDTA, pH 8.0) y 5% de glicerol. Las
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Tabla 1. Longitud (pb) de los fragmentos obtenidos por digestion de los productos de PCR, con las enzimas de

restriccion Hinfl, Haelll y Tail.

Hinf I (5’-GATC-3’)

Hae lll (5°GGCC-3) Mae II (Tail) (5’-GATC-3%)

Alelo 37°Cx3h 37°Cx3h 65°Cx3h
A - 326 100 27 230 223 - - - 254 199
B 426 - - 27 230 223 - - - 254 199
C 426 - - 27 230 223 - - 453 - -
E - 326 100 27 230 - 145 78 - 254 199

muestras se corrieron durante 8 horas a 200 voltios en
TBE 0.5X con temperatura regulada a 15°C. La tincién
de los geles se hizo con nitrato de plata.

Se calcularon las frecuencias alélicas para evaluar
si la muestra poblacional se encontraba en equilibrio
Hardy—Weinberg (Klug y Cumming, 1999), usando la
distribucién chi-cuadrado.

RESULTADOS Y DISCUSION

PCR-RFLP: La enzima HinfT permiti6 diferenciar
los alelos Ay E de By C (Tabla 1 y Figura 1). Con la
enzima Haelll se descart6 la presencia del alelo E y con
Tail se descartd la presencia del alelo C. En el patrén
de bandas generado, solo se encontraron alelos A y B
y se identificaron 17 individuos homocigotos AA, 15
heterocigotos AB y 4 homocigotos BB.

Hae llI Tail Hinf |

MP BB AB AA BB AB AA BB AB AA

426 pb
350 pb 326 pb

230 p
223 p

100 pb

Figura 1. Patrén de bandas obtenido por amplificacion del fragmento
de 453 pb del gen de la x-CN, digerido con las enzimas Hinfl, HaelIl
y Tail.

En la digestién con la enzima HinfI se observo
una banda inespecifica alrededor de los 250-300 pb
(Figura 2), cuando se utilizé 5U de enzima de restriccién
por 15 ul de producto de PCR, de acuerdo con la
metodologia descrita por Barroso et al . (1998); esta
banda desapareci6 al reducir a 2U de enzima.

R

Banda
inespe-
cifica

Figura 2. Digestion del fragmento de 453 pb la k-CN, con
5U de la enzima HinfI, donde se muestra la presencia de una
banda inespecifica.

PCR-SSCP: Se detectaron dos patrones de
movilidad que corresponden a los alelos A y B (Figura
3). En los geles PCR-SSCP cada cadena de ADN migra
de manera independiente. El alelo A de k-caseina genera
dos bandas que se diferencian por su ubicacion en el
gel, de las dos del alelo B; los genotipos homocigotos,
por lo tanto presentan dos bandas y los heterocigotos
cuatro bandas. Se detectaron 17 individuos homocigotos
AA, 15 heterocigotos AB y 4 homocigotos BB, lo que
coincidi6 perfectamente con la técnica PCR-RFLP.

Se detectaron claramente las variantes alélicas
en fragmentos de 453 pares de bases, cuando la
literatura menciona que la PCR-SSCP es mds eficiente
para fragmentos entre 176 y 354 pb y enfatizan en la
importancia de mantener la temperatura entre 4°C
y 10°C con cdmaras de electroforesis con sistema
de enfriamiento. La PCR-SSCP se simplificé en
aspectos técnicos pues se utilizé una cdmara Biometra
pequena con dimensiones 12cm x 8 cm, sin sistema
de refrigeracién, lo cual permitié reducir los costos
asociados al tamafio de los geles de poliacrilamida
como el de los reactivos para la elaboracion del gel,
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AA AA AB

AB BB BB

Figura 3. Patrones de corrida de las variantes alélicas de k-CN obt

idas por PCR-SSCP en Ganado Hartén del Valle donde se

presentan los genotipos homocigotos AA y BB y el heterocigoto AB.

fijacion, tincién y revelado, ademds de los costos de
refrigeracién, asi como un equipo mds econdmico. La
deteccion de las variantes se logré con electroforesis a
200 v durante cuatro horas, por lo cual se disminuy6
el tiempo de 14 horas recomendado por otros autores
(Barroso et al, 1998). Para una deteccién 6ptima
se puede aumentar a ocho horas, pero para efectos
diagnosticos solo se requirieron cuatro horas. Aunque
algunos autores (Fan et al., 1993; Cai y Touitou, 1993;
Barroso ez al., 1998) recomiendan la purificacion de los
productos de PCR para PCR-SSCP con el fin de evitar
exceso de primers o iniciadores que puedan alterar los
patrones de bandas, no fue necesario realizarlo, lo que
redujo los costos de la técnica.

La deteccion de los alelos de la k-caseina
utilizando PCR-SSCP tiene la ventaja con relacién
a la técnica PCR-RFLP que se evita la digestién del
fragmento amplificado con tres enzimas de restriccion
HinfT, Haelll y Tail proceso costoso por el alto precio
de las enzimas y porque cada digestion debe hacerse
de manera independiente.

Equilibrio Hardy-Weimberg: Las frecuencias
alélicas fueron: f(A) =0.681, f(B) =0.319. La poblacién
muestreada resulté en equilibrio (P < 0.05), aunque el
tamafio de muestra es pequefio para hacer inferencias
poblacionales. La frecuencia del alelo B (0.319) en
Ganado Hartén del Valle fue mayor que en Holstein
en EEUU (0.18) (Van Eenennaan y Medrano (1991) y
Colombia (0.24) (Lopez et al., 1999). Similar a Bovinos
Criollos de Argentina (0.30) (Poli ez al., 2002) y menor
a los Bovinos Criollos de Uruguay (0.47) Postiglioni
et al, (2002), Bovinos Criollos de Argentina (Liron et
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al.,2002) y a Criollo de la Patagonia (0.395) y Bolivia
(0.645) (Liron et al., 2002).

Mediante técnicas moleculares es posible iden-
tificar animales portadores del genotipo de interés
de cualquier sexo y edad, en forma rdpida, lo cual
representa una ventaja para los propietarios de hatos
lecheros. El incremento de la frecuencia alélica de la
variante B es una de la vias para mejorar la eficiencia
lechera para su transformacion en queso. Para una raza
que presente una frecuencia alélica de 0.25 para el alelo
B de la kappa-caseina, es posible aumentar la frecuencia
alélica si solo se utilizaran toros con el genotipo BB; la
frecuencia de este alelo ascenderia al 60% en la primera
generacion y se situaria alrededor del 100% en pocas
generaciones (Prinzenberg et al., 1996).

Se recomienda la realizacién del estudio
poblacional completo, utilizando la técnica SSCP,
ya que se conocen los patrones de bandas que se
obtienen para los alelos A y B y utilizar enzimas de
restriccion tnicamente en el caso de que se obtenga un
patrén de bandas diferente del reportado, para reducir
drasticamente los costos.
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