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RESUMEN

Se ha analizado el polimorfismo de la k-caseina caprina mediante la técnica Base
Excision Sequence Scanning (BESS) y secuenciacion de acidos nucleicos. Se han
detectado siete posiciones polimorficas, tres de las cuales son silenciosas y las otras
cuatro determinan cambio aminoacidico. La asociacién entre estos polimorfismos ha
sido estudiada y se han identificado tres alelos de la k-caseina caprina, denominados A,
B y C. Se han desarrollado protocolos para el genotipado de la variante C por PCR-
RFLP utilizando los enzimas de restriccion Alw44ly BseNI. La frecuencia de este alelo
es muy baja en las razas espaiolas, pero es mds frecuente en la raza francesa Saanen.
Seran necesarios estudios adicionales en diferentes poblaciones caprinas para estable-
cer la distribucion de estos alelos y determinar sus efectos sobre la calidad y propieda-
des funcionales de la leche.

SUMMARY

Polymorphisms in the goat k-casein gene were studied using the Base Excision
Sequence Scanning (BESS) method and sequencing. Seven polymorphic sites were
detected, three of these were silent mutations while the other four produced amino acid
substitutions. The association between these polymorphisms was investigated, which
resulted in the identification of three goat K-casein alleles, designated A, B, and C. Pro-
tocols for rapid genotyping of the C variant were developed by PCR-RFLP using
Ahw44] and BseNI restriction endonucleases. The occurrence of this allele was found to
be very low in Spanish breeds but more frequent in the French Saanen goat. Further stu-
dies among different goat populations are necessary to establish the distribution of these
alleles and their effects on the quality and functional properties of milk.

Introduccion

La leche de los rumiantes contiene seis
proteinas principales: las caseinas (asl, as2,
B,y K) y las proteinas del factosuero (B-lac-
toglobulina y a-lactalbimina). Las cuatro
caseinas son el componente mayoritario,
constituyendo el 76-86% de la proteina total

de la Jeche (SwaIsGooD, 1992). La k-caseina
(x-Cn) es esencial para la formacion y esta-
bilizacién de las micelas y tiene un efecto
importante sobre las propiedades de la leche.
Para la formacidn del cuajo en la produccion
del queso. es necesario la digestion de la k-
Cn, produciéndose la precipitacion de las
micelas. En bovino, se han descrito 6 varian-
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tes (A, B, C, E, F, y G) de la k-Cn (revisado
en KAMINSKI ef al., 1996). Varios estudios
han descrito que el genotipo BB de la k-Cn
determina unas mejores propiedades de la
leche para la produccién de queso (revisado
en NG-Kwal-HanG, 1998). En particular,
este genotipo ha sido asociado con un cuajo
mds firme, una reduccién del tiempo necesa-
rio para la formacién del cuajo y un incre-
mento en el rendimiento en la produccién de
queso.

La k-Cn caprina fue aislada de la leche
por Zittle y Custer (1966) y su secuencia de
171 aminodcidos fue determinada posterior-
mente por MERCIER ef al. (1976a, b). Debi-
do a modificaciones post-traduccionales, la
k-Cn se muestra heterogénea en el andlisis
por electroforesis, con al menos 5 formas
diferentes (ADDEO et al., 1978). La secuen-
cia nucleotidica del ADNc que codifica la k-
Cn caprina y la secuencia promotora del gen
han sido aisladas y secuenciadas (COLL et
al., 1993, 1995). El gen de la k-Cn com-
prende 5 exones, de los cuales el ex6n 4
contiene mas del 90% de la regién que codi-
fica para la proteina madura.

En cabras destaca el extenso polimorfismo
encontrado en el gen de la as/-Cn. Ademas,
las variantes encontradas han sido asociadas
con diferencias en el contenido proteico de la
leche, en la relacién entre caseina y proteina
total y en el rendimiento en la produccién de
queso (GROSCLAUDE ef al., 1994). Debido a la
importancia de estos caracteres, se ha inclui-
do el genotipado para la as/-Cn en la evalua-
cién de machos utilizados en inseminacion
artificial en Francia (BARBIERI et al., 1995).
También se ha encontrado polimorfismo en
otras caseinas caprinas: tres variantes para el
gende la as2-Cn (A, B, y C) y otras tres para
el gen de la B-Cn (A, B, y O), siendo O un
alelo nulo de la -Cn. Por el contrario, no se
han descrito variantes para las proteinas del
lactosuero, aunque se han descrito diferentes

formas que difieren en su movilidad electro-
forética (revisado en MoioLl er al., 1998).
Recientemente, se han descrito polimortis-
mos en la regién 3' no codificante y en la
regién promotora del gen de la B-lactoglobu-
lina (PENA et al., 2000; YAHYAOUI et al.,
2000).

Debido a la importancia de la x-Cn en las
propiedades tecnolégicas de la leche, varios
grupos han analizado esta proteina en cabras
en busca de variantes genéticas, describién-
dose Ja existencia de polimorfismos (D1 Luc-
ClA et al., 1990; JAUBERT y MARTIN, 1992;
Law y TziBouLA, 1993; ANGULO et al., 1994,
RECIO et al., 1997). Sin embargo, no se han
caracterizado las diferencias en la secuencia
de aminodcidos de las variantes encontra-
das. También, se ha descrito un polimorfis-
mo de restriccién (D1 GREGORIO et al.,
1989) en el gen de la x-Cn por digestion con
BamHI, EcoRV y Pvull, e hibridacién con
una sonda correspondiente al cDNA de la k-
Cn bovina.

En este trabajo hemos evaluado la técnica
Base Excision Sequence Scanning (BESS,
HAWKINS y HOFFMAN, 1997) para la detec-
cion de mutaciones. Esta técnica consiste
bdsicamente en la incorporacion por PCR de
cantidades limitadas de dUTP y en la poste-
rior digestidn del producto con los enzimas:
Uracilo N-glicosilasa y Endonucleasa 1V. La
comparacion de los patrones de bandas obte-
nidos en relacién con una muestra control
permite la deteccion de mutaciones en las
que una timina estd implicada.

El objetivo del presente trabajo fue el
estudio del polimorfismo genético en el gen
de la x-Cn caprina. Se caracterizan, por pri-
mera vez, variantes del gen de la x-Cn capri-
na, localizadas en el exdn 4. Se desarrollan
protocolos para el genotipado de las posicio-
nes polimoérficas y se estudian las frecuen-
cias alélicas en diferentes razas caprinas.
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Material y métodos

Muestras de animales

Un total de 147 muestras de ADN caprino
han sido utilizadas en este estudio, incluyen-
do las razas Canaria, Malaguefia, Murciano-
Granadina, Payoya y Saanen. También se ha
analizado una muestra de la cabra salvaje
espanola (Capra pyreneica sp. hispanica). El
ADN fue aislado a partir de muestras de san-
gre siguiendo protocolos estandar (AUSUBEL
etal., 1987).

Amplificacion del gen de la k-Cn caprina

Un fragmento de 459 pb del exdén 4 de la
k-CN caprina fue amplificado por PCR a
partir de muestras de ADN genémico utili-
zando los primers Kbl y Kb2 (figura 1),
disefiados a partir de la secuencia del ADNc
de la k-Cn caprina (CoLL et al., 1993). Los
primers Kbl y Kb2 fueron marcados fluo-
rescentemente en el extremo 5' con Hex y 6-
Fam, respectivamente.

Deteccion de polimorfismo mediante el
método BESS

Diez muestras de ADN de diferentes
animales por cada raza fueron analizadas
utilizando el método BESS. La reaccion de
PCR fue realizada con 200 uM BESS T-
Scan dANTP Mix. Para la reaccién de exci-
sién, se utilizaron 5 ul del producto de
PCR, 0,5 wl BESS T-Scan Excision Enzyme
Mix y 0,6 ul del BESS T-Scan EXxcision
EnzymME BUFFER. La reaccion fue incubada
durante 20 min. a 37°C y enfriada en hielo.
Se afiadieron 25 ul de formamida y | ul del

marcador de tamafios GeneScan 500 ROX
(Perkin Elmer Applied Biosystems) y se
desnaturaliz6 la muestra a 95°C durante 3
min. El producto obtenido fue analizado
por electroforesis capilar y deteccidn fluo-
rescente utilizando un equipo de secuen-
ciacion automatizada (Genetic Analyzer
310, Perkin Elmer) y el software GeneS-
can. Gracias al marcaje de los dos primers
con fluorescencias diferentes, se analiza-
ron las dos cadenas del ADN simultidnea-
mente.

Reacciones de secuenciacion

Se secuenciaron directamente los pro-
ductos de PCR para obtener una primera
informacién de la secuencia nucleotidica.
En las muestras donde se habia encontrado
polimorfismo, los productos de PCR se clo-
naron en plasmido (pTZ18U y pTZ19U), se
aislaron clones para los diferentes alelos y
se secuenciaron. Ambas cadenas del ADN
fueron secuenciadas mediante el método
dideoxi, utilizando un secuenciador auto-
matico de ADN (ABI Prism 310, Perkin
Elmer). Varios clones para cada alelo fue-
ron secuenciados para eliminar posibles
errores en la reaccion de PCR.

Genotipado mediante PCR-RFLP

Diez ul del producto de PCR fueron
digeridos con 10 U del enzima de restric-
cién Alw44l (Roche Molecular Diagnosys)
a 37°C toda la noche y con BseNI (Roche
Molecular Diagnosys) a 65°C durante 6
horas. Los fragmentos obtenidos después
de la digestion fueron separados por elec-
troforésis en geles de agarosa al 2%.
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Resultados

Deteccion de polimorfismo utilizando el
método BESS

Un fragmento de 459 pb del exén 4 de la
K-Cn fue amplificado por PCR y analizado
por el método BESS utilizando electrofore-
sis capilar y deteccion fluorescente. Tres
posibles posiciones polimoérficas fueron
detectadas, de las cuales 2 fueron confirma-
das por secuenciacién en las posiciones 471
y 509 de la secuencia del ADNc (figura 1).
La tercera mutacién detectada fue conside-
rada un artefacto debido a que se localizaba

en una region muy proxima al primer fluo-
rescente, donde la sefal y el ruido de fondo
son muy elevados.

Analisis de la secuencia nucleotidica del
exon 4 de la x-Cn

Los productos de PCR de diferentes ani-
males y razas fueron secuenciados. Se confir-
maron las mutaciones previamente encontra-
das con el método BESS en las posiciones
471 y 509 y se identificaron 5 mutaciones
adicionales en las posiciones 245, 284, 309,
583y 591 (figura I).

(©)

206 TGTGCTGAGTAGGTATCCTAGTTATGGACTCAATTACTATCAACAGAGAC

Primer Kbl

(A)

256 CAGTTGCACTAATTAATAATCAATTTCTGCCATACCCATATTATGCAAAG

(A)

306 CCAGTTGCAGTTAGGTCACCTGCCCAAACTCTTCAATGGCAAGTTTTGCC

Val—lle

356 AAATACTGTGCCTGCCAAGTCCTGCCAAGACCAGCCAACTACCCTGGCAC
406 GTCACCCACACCCACATTTATCATTTATGGCCATTCCACCAAAGAAAGAT

(A)

456 CAGGATAAAACAGAAGTCCCTGCCATCAATACCATTGCTAGTGCTGAGCC

Val—lle
(&)

506 TACAGTACACAGTACACCTACCACCGAAGCAATAGTGAACACTGTAGATA

(T ©

556 ATCCAGAAGCTTCCTCAGAATCGATTGCGAGTGCATCTGAGACCAACACA

Ala—Val

Ser—Pro

606 GCCCAAGTTACTTCAACCGAGGTCTAAAAACTCTAAGGAGACATCAAAGA

656 GGACAACGC

Primer Kb2

Figura 1. Secuencia nucleotidica del exén 4 de la k—Cn caprina. La numeracién en el margen
izquierdo corresponde a la secuencia del ADNc de la k—Cn caprina (GeneBank X60763). El doble
subrayado indica la localizacion de los primers Kbl y Kb2. En negritas se resaltan las posiciones

polimoérficas. Los nucleétidos alternativos en cada posicion polimoérfica se indican entre paréntesis.
Las substituciones aminoacidicas se indican debajo de la secuencia
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Un total de 7 posiciones polimorficas fue-
ron detectadas en la regién amplificada (459
pb) del exén 4 de la k-Cn (figura 1). Todas
corresponden a mutaciones puntuales y con-
cretamente a transversiones en las que una T
es substituida por una C o bien una G es subs-
tituida por una A. Cuatro posiciones polimor-
ficas determinan un cambio aminoacidico en
la proteina: de valina a isoleucina (en las
posiciones 309 y 471), de alanina a valina
(583), y de serina a prolina (591) (figura 1).
Las otras tres mutaciones son silenciosas.

Caracterizacion molecular de nuevas
variantes para el gen de la k-Cn

Los productos de PCR correspondientes
a animales de diferentes razas fueron clona-
dos y secuenciados para establecer los
haplotipos de las diferentes mutaciones
detectadas. Dos clones independientes de
cada animal fueron secuenciados.

En el cuadro | se muestran las variantes
de la k-Cn y los cambios aminoacidicos
producidos. Las variantes identificadas se
denominan x-Cn A, By C. La k-Cn A
corresponde a la secuencia nucleotidica del
ADNc de la k-Cn previamente descrita
(CoLL et al., 1993). También se secuencid el
ex6n 4 de la k-Cn de la cabra salvaje,
encontrandose que es diferente a la secuen-
cia nucleotidica de los tres alelos caprinos.

Las variantes A y B difieren sélo en un
aminodcido en la posicién 119 (A: Valina; B:
Isoleucina). La k-Cn A difiere de la variante
C en cuatro substituciones aminoacidicas
(Posiciones 65 y 119: Valina/lsoleucina;
Posicion 156: Alanina/Valina; Posicion 159:
Serina/Prolina). La primera substitucién ami-
noacidica (posicién 65) se localiza en la
regién N-terminal de Ja proteina (para-k-Cn),
mientras las otras tres substituciones se loca-

lizan en la regién C-terminal (caseinomacro-
péptido).

Genotipado por PCR-RFLP

Se han desarrollado protocolos PCR-
RFLP para la deteccién de las mutaciones
localizadas en las posiciones 309 y 591,
ambas producen un cambio de aminoécido.
El polimorfismo en la posiciéon 309 (G/A)
afecta a la diana de restriccion BseNI, que
se encuentra en las variantes A y B, pero no
en la variante C. La digestion del fragmento
de 459 pb del exén 4 de la k-Cn produce
tres fragmentos de 54, 51, y 354 pb en los
alelos A y B, mientras que el alelo C genera
solo dos fragmentos de 54 y 405 pb. La
substitucién nucleotidica en la posicién 591
(T/C) determina la aparicién de una diana
de restriccion Alw44l en el alelo C. Por
tanto, la digestion del alelo C con esta endo-
nucleasa produce dos fragmentos (78 y 381
pb) mientras que los productos de PCR de
los alelos A y B no son digeridos.

El genotipado de 147 animales de diferen-
tes razas Francesas y Espanolas utilizando
los dos métodos PCR-RFLP, indicaron que
las dos posiciones polimdrficas se encuen-
tran siempre ligadas: G/A en la posicién 309
con T/C en la posicion 591. Por tanto, las
variantes A y B pueden distinguirse de la
variante C utilizando cunalquiera de los dos
métodos de genotipado por PCR-RFLP. En el
cuadro 2 se muestran las frecuencias génicas
obtenidas para estas variantes en las razas
caprinas estudiadas.

Discusion

Un fragmento de 459 pb del exén 4 que
contiene gran parte de la regidn codificante
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de la k—-Cn caprina (141 aminodacidos de un
total de 171), fue amplificado por PCR y se
realiz6 un analisis por el método BESS y por
secuenciacién para la basqueda de variantes
genéticas. Se identificaron 7 posiciones poli-
mérficas, de los cuales 2 fueron detectadas
por el método BESS y 5 por secuenciacion.

Debido a que todas estas mutaciones
implican un cambio de una timina en una de
las cadenas de ADN, deberian ser detectadas
por el método BESS. Sin embargo, sélo se
detectaron 2 de las 7 mutaciones y no se
encontraron diferencias en el patrén de picos
generados con el método BESS en las otras 3
mutaciones. Este resultado puede ser explica-
do por una actividad no especifica del enzima
de excision del sistema BESS, cuya actividad
depende de la secuencia nucleotidica en la
que se encuentra la posicién polimérfica. Por
tanto, la técnica parece tener limitaciones de
sensibilidad en la deteccion de mutaciones,
principalmente en los extremos de la region
analizada. Ademds, las mutaciones identifi-
cadas fueron todas detectadas en la cadena
marcada con 6-Fam y no en la cadena marca-
da con Hex, a pesar de que ambas fluorescen-
cias dieron picos de similar intensidad.

De las 7 posiciones polimérficas, 3 corres-
ponden a substituciones silenciosas y las otras
4 determinan cambios aminoacidicos (figura
). Estas 7 mutaciones son las que diferen-
cian las tres variantes genéticas de la k—Cn
caprina encontradas, denominadas k—-Cn A,
B y C (cuadro 1). Las variantes A y B difie-
ren s6lo en una substitucién aminoacidica
en la posicion |19, mientras que la variante
C difiere de ]Ja A en cuatro substituciones
aminoacidicas. Las variantes A y B pueden
distinguirse de la variante C utilizando cual-
quiera de los dos protocolos PCR-RFLP
descritos anteriormente.

A pesar de que diferentes estudios habian
descrito la existencia de polimorfismo en la

k-Cn caprina, no se habia caracterizado nin-
guna variante. MERCIER et al. (1976a) secuen-
ci6 el caseinomacropéptido a partir de la
leche de una cabra Alpina-Saanen y describié
la presencia en la posicién |19 de dos posi-
bles aminoacidos: valina o isoleucina. Estos
autores sugirieron que el animal secuenciado
era heterocigoto, pero postularon que la iso-
leucina era el aminodcido mds probable en
esta posicion para la k—Cn caprina debido a
que se encontraba en otras especies relaciona-
das. Por el contrario, en la secuenciacién del
ADNCc de la k—Cn caprina (CoLL et al., 1993)
se encontrd el codén que codifica para la vali-
na en esta posicion. Esta secuencia de amino-
dcidos corresponde a la k-Cn A, mientras que
la substitucién de valina por isoleucina en la
posicién 119 corresponde a la variante B.

Otros trabajos describieron la presencia
de variantes de la k—Cn que se caracteriza-
ban probablemente por uno o mds cambios
aminoacidicos en la regién N-terminal de la
proteina: Di Luccia et al. (1990) en una raza
local Italiana y Law y Tziboula (1993) en
una poblacién Britdnica de la raza Saanen y
en una poblacién comercial Griega. La
variante encontrada corresponde a la substi-
tucion de una arginina por un residuo neutro
(Di Luccia et al., 1990). Esta variante no se
corresponderia a ninguno de los tres alelos
descritos en el presente trabajo, ya que sélo
la variante C sufre un cambio aminoacidico
en la region N-terminal, pero éste no tiene
efecto sobre la carga neta de la proteina.

La variante C se ha encontrado con fre-
cuencias bajas en las razas espafolas Mur-
ciano-Granadina y Canaria, pero no se ha
encontrado en las razas Malaguefia y Payo-
ya. Sin embargo, el pequefio nimero de ani-
males analizado no permite afirmar que esté
ausente en estas razas. La frecuencia del
alelo C en la raza francesa Saanen es mds
elevada (10%) (cuadro 1). La seleccion arti-
ficial para la produccién de leche podria
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haber influido en la distribucién de estas
frecuencias de la k—Cn, siendo la Saanen
francesa una raza muy seleccionada. En este
sentido, el andlisis del patrén de substitucio-
nes nucleotidicas entre secuencias del gen
de la k—Cn de diferentes especies de la
familia Bovidae (que incluye la cabra),
sugiere que una seleccién positiva ha acele-
rado la divergencia de la regién codificante
del gen (WARD e al., 1997). Sin embargo,
los efectos de la seleccién positiva en la dis-
tribucién de los alelos de la k-Cn tendria
que ser evaluada en un estudio mas amplio.
Por el contrario, la distribucion de alelos de
la asl-Cn caprina, estudiada en un nimero
relativamente grande de animales de dife-
rentes razas, no parece estar afectada signi-
ficativamente por la seleccién para la pro-
duccion de leche (JORDANA er al., 1996).
Probablemente, la deriva genética y el efec-
to fundador han jugado un papel importante
en la distribucién de las frecuencias alélicas
de los genes de las proteinas licteas.

Los aminodcidos de las posiciones 119
(isoleucina) y 159 (prolina) de la k-Cn

Caracterizacion de variantes genéticas en la K-caseina caprina

estan bien conservados entre las diferentes
especies analizadas, entre las que se inclu-
yen la vaca, la oveja, el cerdo, la rata, el
ratén y el hombre. Las secuencias nucleoti-
dicas de la k—Cn de los diferentes alelos
caprinos y de la cabra salvaje espafola fue-
ron alineados con las secuencias del exon 4
de otras especies relacionadas. A partir de
esta alineacién, se obtuvo una secuencia
consensus para las 7 posiciones polimérfi-
cas caprinas. Esta secuencia es idéntica a la
encontrada en la cabra salvaje espafola,
sugiriendo que esta secuencia corresponde a
la forma ancestral de la variantes caprinas
actuales. El alelo B caprino es el que mues-
tra una mayor similitud nucleotidica con la
secuencia ancestral (5 de 7 posiciones nucle-
otidicas), mientras que el alelo C es el mas
divergente. Este resultado concuerda con la
baja frecuencia del alelo C en las diferentes
razas caprinas analizadas.

Diversos trabajos han demostrado los
efectos de determinadas variantes genéticas
de los genes de proteinas lcteas en la com-
posicién y propiedades fisico-quimicas de

Cuadro |
Variantes del gen de la k-Cn caprina. Se indica la posicién de los nucledtidos polimorficos
y sus correspondientes aminoacidos. En cada variante de la k-Cn caprina y en la cabra
salvaje se indican los nucleétidos que se encuentran en cada posicién polimérfica y los
cambios aminoacidicos se indican entre paréntesis

Variantes en Cabra

Posicion Posicién Cabra
nucledotidos  aminodcidos A B C salvaje Genotipado
245 43 T T C C
284 56 G G A G
309 65 G (Val) G (Val) A (Ile) G (Val) BseNI
471 119 G (Val) A (lle) A (lle) A (Ile)
509 131 A A G A
583 156 C (Ala) C (Ala) T(Val) C (Ala)
591 159 T (Ser) T (Ser) C (Pro) C (Pro) Alwd4]
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Cuadro 2
Distribucién de las frecuencias génicas del gen de la k-Cn caprina en razas Espaiiolas y
Francesas. Las frecuencias génicas se obtuvieron genotipando los animales por PCR-RFLP
con BseNI y Alw44l. Los alelos A y B tienen una guanina y una timina en las posiciones
309 y 591, respectivamente. El alelo C tiene adenosina y citosina en estas mismas
posiciones, respectivamente

Frecuencias génicas

Raza Numero de animales A+B C
Malaguena 17 1 0
Payoya 11 1 0
Canaria 48 0,989 0,011
Murciano-Granadina 38 0,986 0,014
Saanen 33 0,894 0,106

la leche. En bovino, la variante B de la k-
Cn ha sido asociada con un contenido mds
elevado de caseina total en la leche y con
una relacion caseinas / proteinas séricas
mayor (revisado en KAMINSKI et al., 1996).
Estas propiedades son importantes princi-
palmente en el rendimiento de la produc-
cién de queso. El genotipo de la k-Cn se
incluye en algunos catdlogos de insemina-
cion artificial y, ademads, la seleccion a favor
del alelo B se practica en algunos paises
(NG-Kwal HANG, 1998).

En caprino, los diferentes alelos de la
as]-Cn determinan un contenido diferente
de esta proteina en la leche, con cuatro nive-
les de expresion que varian desde cero para
el alelo nulo hasta 3-6 g/l para los alelos A,
B, y C (GROSCLAUDE et al., 1994). Seran
necesarios nuevos trabajos en diferentes
razas caprinas para analizar la distribucién
de los alelos de la k—Cn descritos en este
trabajo, as{ como para evaluar su postble
efecto sobre las propiedades tecnolégicas de
la leche. El método de genotipado por PCR-
RFLP descrito en este trabajo sera de utili-

dad en el genotipado de un mayor nimero
de animales.
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