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Hasta hace una década, los estud ios de polimorfismo ge nético de las proteínas 
lácteas se basaban en la caracterización de la estructura primaria de las nlismas, con lo 
que el espectro de análisis se reducía a hembras adultas en fase de lactación , amén de 
otras limitaciones en cuanto a la sensibilidad de detección. Desde entonces, el rápido 
desarrollo de las técnicas moleculares del ADN ha hecho posib l.e el conocimiento del 
genoti po de las lactoproteínas en ambos sexos y a cualquier edad, aumentando en gran 
medida su valor potenc ial como herramientas de selección. Así, el genotipado de los 
machos de insem inación artificial integrados en programas de mejora. de interés cre­
ciente merced a las diferencias significativas en cuanto a las características físico-quí­
micas y tecnológicas de la leche asociadas a determinadas variantes, es posible sin 
necesidad de recurrir a la info rmación indirecta proporcionada por ascendientes, apa­
reamientos e hijas. 

En este trabajo, se revisan di versas técnicas de detección de mutaciones más 
sobresalientes, desde los procedimientos iniciales de tipificación molecular basados en 
la digestión del ADN genómico con enzi mas de restricción y posterior hibridación con 
una sonda específi ca - técnica de Soulhem- , hasta los métodos basados en 1.a amplifi­
cación previa de un fragmen to espec ífico del genoma por medio ele la Reacción en 
Cadena de la Polirnerasa (Po/yrnerase Clwin Reaction. PCR). La revisión se circuns­
cribe a los mé1odos que ya han sido aplicados al campo del polimorfismo genético ele 
las proteínas lácteas de las tres especies de ru miantes domésticos: vaca (Bos wuni.1), 

cabra (Capro hircus) y oveja (Oi•is aries ). 

Palabras clave: Lactoproteínas, Detección ele Mutaciones, Southern , PCR. SSCP. 
ARMS, ASO, RFLPs. ACRS. 

SUMMARY 
APPLICATIONS OF MOLECULAR GEN ET IC TECHNlQUES FOR THE STUDY 
OF GENETIC POLYMORPH!SM OF MILK PROTEINS IN DOMEST!C 
RUMINANTS. A REV!EW 

UniiJ las t decacle. genetic polymorphism screenings on lac toproteins relied on 
clirecr charncterisation of 1heir p1irnary structures, res1ricting the analysis spectru m to 
ad ulr Jacta ting 1·emales. as we ll as oiher limitations concerning sensitivity of detect ion. 
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The fast development of DNA molecular techniques since then has made possible the 
identification of milk protein genolypes in both sexes at birth, considerably increasing 
their potential value as an aid for genetic selection. Genotyping of A.I. sires integra­
ted in breeding programs, of growing interest due to significant differences in physi­
co-chemical and technological properties of milk associated with certain variants, is 
now fea sible, circumventing the need of indirecl informalion as deduced from ances­
tors. mates and daughlers. 

In this work, severa! mulation detection techniques are reviewed, from initial 
molecular lyping protocols based on restriction enzyme digestion of genomic DNA 
coupled to hybridisation with specific probes -the Southern technique-, to those pro­
cedures based on previous amplification of a specific genomic segmelll through 
Polymerase Chain Reaction (PCR). Here, we focuse on methods already appli ed to 
lhe field of genetic polymorphism of lactoproteins in domestic ruminants: cow (Bos 
tau rus) , goat (Capra hircus) , and sheep (Ovis aries). 

Key words: Lacloproteins, Mutation Detection, Southern, PCR, SSCP. ARMS , ASO. 
R.FLPs, ACRS. 

El gran desarrollo de las técnicas mole­
culares de detección de mutaciones durante 
la última década ha hecho posible tanto la 
identificación de un gran número de nuevos 
genes causantes de enfermedad como el 
descubrimiento de mutaciones nuevas, así 
como la agilización en el genotipado de las 
ya conocidas, especialmente importante en 
los estudios de correlación estructura-fun­
ción. En la actualidad, el esfuerzo investi­
gador no se centra exclusivamente en 
aumentar la sensibilidad de detección sino 
también en los aspectos de procesabilidad 
de un gran número de muestras, rapidez y 
economía, de lo que se benefician notable­
mente los campos del diagnóstico y de la 
genética de poblaciones. 

La utilización de los procedimientos de 
la genética molecular en el mundo del poli­
morfismo genético de las proteínas lácteas 
se fundamenta en el hecho de que todas las 
variantes genéticas de las mismas (revisa-

das en BARROSO et al., l 999a) tienen su 
correspondiente mutación en el ADN genó­
mico, Jo que explica su modelo mendeliano 
de herencia. Estas técnicas han de ser muy 
sensibles, pues gran parte de las variantes 
difieren entre sí por sustituciones puntuales 
- transiciones o transversiones- sobre la 
región codificante, que dan lugar a diversas 
sustituciones aminoacídicas. En casos muy 
concretos. las mutaciones están situadas en 
regiones exónicas no traducidas (como ocu­
rre con la variante E de la caseína ex, 

1 
capri­

na, que presenta una inserción de 457 pares 
de bases (pb) en el exón XIX -JANSA et al., 
1994-, amén de varias sustituciones amino­
acídicas con respecto a A, B y e -BRJGNON 
et al ., 1989, 1990-). O en Jos intrones, bien 
sobre las secuencias de procesamiento de 
los mismos (splice siles), como ocurre con 
la variante A de la caseína ex , 1 bovina 
(MOHR et al ., 1994); bien fuera de ellas , 
caso de la variante F de la caseína ex .-

1 

caprina (LEROUX et al., 1992). 
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Es conveniente aclarar, por lo tanto, que 
esta revisión no se va a centrar en las técni­
cas que trabajan sobre la propia proteína, 
sean electroforesis clásicas (es decir, aqué­
llas cuyo criterio de separación se basa en 
las diferencias de carga neta de la proteína), 
isoelectroenfoques (tipo especial de elec­
troforesis en el que las proteínas migran a 
través de un gradiente de pH hasta alcanzar 
su punto isoeléc trico - pi-) o perfiles cro­
matográficos (especialmente, la Cromato­
grafía Líquida de Alta Resolución -HPLC-). 
Su enorme contribución al campo del poli­
morfismo genético de las Jactoproteínas 
está fuera de toda duda y de todas ellas 
existen excelentes revisiones (vgr. SEIBERT 
er al., 1985 ; JAUBERT y MARTIN, 1992; Ng­
KWAl-HANG y GROSCLAUDE, ] 992). 

Técnica de Southern Blot 

La técnica de Southern blot (SOUTHERN, 
1975) consiste, en síntesis, en digerir el 
ADN con alguna de las enzimas de restric­
c ión bacterianas que cortan los ác idos 
nucleicos en secuencias específicas, nor­
malmente palíndromos de 4 a 6 pb. Los 
fragmentos resultantes se someten a una 
separación electroforética en agarosa, se 
transfieren a una membrana de nitrocelulo­
sa o de nylon y se hibridan con una sonda 
específica del gen bajo estudio marcada 
radiactiva o enzimáticamente. Bajo condi­
ciones de temperatura y concentración sali­
na adecuadas, la sonda se une sólo a aque­
llos fragmentos de restricc ión que son 
pe1fectamente complementarios, visualiza­
bles por métodos autorradiográficos o colo­
rimétricos (figura 1). 

Los polimorfismos que se pueden detec­
tar por Southern son grandes inserciones o 
deleciones, o bien mutaciones puntuales 
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que alteren alguna diana de restricción de la 
enzima utilizada en los fragmentos comple­
mentarios a la sonda. Esta técnica tiene la 
gran ventaja de que no requiere un conoci­
miento detallado ni de Ja estructura ni de la 
secuencia del gen, por lo que se utilizó con 
mucha frecuencia antes del advenimiento 
de las técnicas basadas en producto ampli­
ficado , que veremos poste1iormente, inclui­
do el campo de los genes de las lactoproteí­
nas (cuadro l). Sin embargo, tiene el enor­
me inconveniente de que requiere ADN de 
muy buena calidad y en grandes cantidades 
(en torno a los 10 µg., por los JO ng. nece­
sarios para las técnicas basadas en la PCR). 

Técnicas moleculares sobre producto 
amplificado 

El espectro de mutac iones genómicas 
abarca desde grandes reorganizaciones cro­
mosóm icas hasta alteraciones de un solo 
nucleótido, por lo que su estudio se ha de 
abordar desde perspectivas diferentes. Los 
métodos de detección de alteraciones a 
gran esca la (como la técnica de Southern) 
no son apropiados para eJ estudio de muta­
ciones puntuales, pero tampoco es econó­
micamente viable Ja secuenciación de gran­
des segmentos de ADN en un elevado 
número de individuos si no se tiene ningún 
conocimiento previo de la existencia y 
localización de mutaciones de interés. 

Las técnicas que se van a comentar a 
continuación sirven, pues, para seleccionar 
las muestras anómalas candidatas para su 
posterior secuenciación. Todas ellas tienen 
como punto de partida una región discreta 
de ADN previamente amplificada de forma 
exponencial por medio de la PCR (Polyme­
rase Chain Reaction, Reacción en Cadena 
de la Polimerasa) (SAIKI et al ., 1985; 
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Figura 1. Representación esquemática de la técnica de Southern. 
Figure J. Schemalic representa/ion o.f the Southem technique. 

MULLIS y FALOONA, 1987). La amplifica­
ción previa al análi sis de mutaciones, ade­
más de delimitar la zona de interés, nos 
permite partir de cantidades mínimas de 
ADN, que puede incluso estar muy degra­
dado. 

Durante los últimos años se han publica­
do una gran cantidad de estas técnicas 
"PCR dependientes" (revi sadas en Rossr­
TER y CASKEY, 1990; ÜIANZANI et al., 1993; 
ÜROMPE, 1993; LESS1.\ y APPLEBAUM, 1993; 
LANDEGREN, 1996; COTTON, 1997). En esta 
revisión, nos centraremos exclusivamente 
en aquéllas que se han utili zado en e l geno­
tipado de las proteínas lácteas. 

1. SSCP (Single-Strand Conformation 
Polymorphisms) (ÜRITA et al. , J 989a,b) 

El fundamento de esta técnica radica en 
las estructuras secundarias espec íficas de 
secuencia (confórmeros) que adq uiere e l 
ADN de cadena simple, de tal fo rma que 
dos moléculas que se distingan por una 
diferencia puntual pueden formar confór­
meros diferentes, que migran de di s tinta 
manera en poliacrilamida no desnaturali­
zante (figura 2). Inic ialmente diseñada para 
la búsqueda de mutaciones sobre ADN 
genómico (ÜRlTA et al., l 989a), los mismos 
autores la adaptaron a frag mentos PCR 
(ÜRlTA et o!. , J 989b). 
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Cuadro l. Protocolos Southern publicados para el estudio y caracterización de los genes 
de las proteínas lácteas. Se indican las enzimas que dan lugar a patrones polimórficos, 

así como su co1Telación -cuando se conoce- con variantes genéticas 

Table l. Southern protocols published for the study and characterisation of th e lactoprotein 
genes. Enzymes rhat give rise to polymorphic patterns are shown, as we /I as rh eir 

correlation -whenever known- with genetic variants 

Proteína Especie Enzimas Variantes Bibliografía 

Caseína cxs 1 BOVINA Bgíll!EcoRI B/C RANDO et al., 1990 
EcoRl!Hindlll!Mspl!Taql THR EADGILL y WOMACK, 1990 

CAPRINA Pstl!Taql!Rsal A/B-C/D-F/E/O LEROUX et al. , 1990 

OVINA Bg/I/Rsal!Taql LEVÉZIEL et al., 199 1 

EcoRl!Taql DI GREGORIO et al .. 1991 

EcoRUTaql ORDÁS el al .. 1997 

Caseína ci,2 BOVINA Mspl!Taql THREADGJLL y WOMr\CK, 1990 

CAPRINA Msel COSENZA el al. , 1998 
OVINA Pvull L EVÉZIEL el al. , J 991 

EcoRV DI GREGORIO et al. , 1991 

EcoRI P1-1 uA et al., 1992 

EcoRV ORDÁS et al .. 1997 

13-caseína BOVINA HindllUMspl!Taql THREADGILL y WOMACK, 1990 

CAPRINA Ball PAPPALARDO et al .. 1996 

OVI NA Bglll Rsa l!Taqll H indlll L EVÉZIEL et al. , 1991 

EcoRV !Hindll l!Taql DI GREGORIO el al. , 1991 

Hindlll ORDÁS et al .. 1997 

k-caseína BOVINA Hi11dl ll!Taql A!B L EVÉZIEL et al .. J 988 

Pstl A/B RANDO el al. ' 1988 
Hindll ll Hinf1 A!B ROGNE et al. ' 1989 
HindIII!Taql A!B DAMIANJ et al., 1990 

Hindlll!Mspl!Taql A/B (Hindill!Taql) THREADGILL y WOMACK, 1990 

OVINA Pvull L EVÉZIEL et al., 1991 

Hindllll Pvulll Pstl DI GREGORIO el al., 1991 

Hindllll Pvull/Pstl OR DÁS el al., 1997 

a-lactoalbúmina BOVINA EcoR l/ HindlJll Mspl!Taq l A/B (Mspl) THREADGILL y WOMACK, 1990 

b-lactoglobul i na BOVINA f!aelll A!B L1EN et al., 1990 

Hphl!Haelll A!B TEE et al., 1990 

Mspl/Taql THREADGILL y WOM ACK, 1990 



16 Técnicas moleculares en las proteínas lúcteas 

ADN. 

f PCR 
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• DESNATURALIZACIÓN 

~ ELECTROFORESIS 

AA AB BB 

POLIACRILAMIDA 
NO DESNATURALJZANTE 

Figura 2. Representación esquemática de la técnica de SSCP. 
Figure 2. Schematic representa/ion of the SSCP technique. 

Por tratarse de ADN desnaturalizado, los 

patrones se duplican con respecto al ADN 
de cadena doble, de tal manera que los 

homocigotos presentan típicamente dos 
bandas y los heterocigotos, cuatro. Es, con 
mucho, la técnica de búsqueda de mutacio­

nes más extendida (con casi 3.000 citas en 
MEDLINE), por su sencillez, y ha sido uti­
lizada con éxito en campos tan variados 

como la detección de mutaciones responsa­
bles de enfermedades (DEMERS et al., l 990) 
y cánceres hereditarios (HowE et al., 1998), 

el diagnóstico de cánceres somáticos 

(KURVINEN et al., 1995), el mapeo de genes 
(HARLIZIUS et al., l 996), el análisis de liga­
miento (HARUMI et al., 1995), la genética 

de poblaciones (ÜRTÍ et al., 1997) o el se­
xado molecular de aves (CORTÉS et al., 
1999). 

Es, con todo, una técnica limitada, pues 
no posiciona las mutaciones dentro de los 
fragmentos analizados. Además, su optimi­
zación es puramente empírica, de forma 
que la sensibilidad para la detección de 
mutaciones en una región determinada de 
ADN se ha de verificar por ensayo-error de 
diferentes parámetros. Entre los más co­
múnmente utilizados destacan: la fuerza 
iónica de la solución tampón, la adición o 
no de glicerol a la matriz del gel, la tempe­
ratura, el porcentaje de poliacrilamida, el 
tamaño del fragmento a analizar, con un 
óptimo en torno a los 150-250 pb (SEKIYA, 
1993; SHEFFIELD et al., 1993), o la relación 
acri lamida: bisacri lamida. 

La técnica de SSCP se ha utilizado tam­
bién con éxito para el genotipado de poli­
morfismos genéticos ya conocidos de las 
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Figura 3. Representación esquemática de la técnica de ARMS. Tan sólo se muestra el 
primer específico del alelo A. 

Figure 3. Schema1ic represen1a1ion of 1he ARMS technique. The A al/ele specific primer is shown. 

proteínas lácteas de la especie bovina, en 
concreto las variantes A 1, A 2, A 3, B (BA­
RROSO et al., ] 999b) y C (BARROSO el al., 
J 999c) de la [3-caseína, la variante D de la 
caseína ªsi (PRINZENBERG y ERHARDT, 
l 997a) y las variantes A, B, C, E (BARROSO 
et al., l 997, 1998), F y G (PRINZENBERG et 
al., 1999) de la k-caseína. 

2. ARMS (Amplification Refractory Mu­
talion System) (NEWTON el al., 1989)/ ASA 
(Allele Specific Amplification) (ÜKA­

YAMA el al., 1989)/ PASA (PCR Amplifica­
tion of Specific Alleles) (SOMMER et al., 

1989 )/ AS-PCR (Allele Specific-PCR) 
(Wu el al., 1989) 

Esta técnica, descrita por cuatro grupos 
de investigación el mismo año, no es sino 
una modificación de la reacción de amplifi­
cación convencional en la que uno de los 
dos primers se diseña de tal forma que 
incluya en o cerca de su extremo 3' la 
mutación característica del alelo a detectar, 
lo que favorece su amplificación preferen­
cial (figura 3). Dado que el genotipado es 
por presencia-ausencia, es necesario en 
todos los casos coamplificar un segmento 
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control con el fin de distinguir los falsos 
negativos provocados por fallos en la reac­
ción de PCR de las reacciones de amplifi­
cación ineficientes. De esta forma, se pue­
den detectar sustituciones o inserciones/­
deleciones de pequeño tamaño, o conocer 
la fase de ligamiento de loci cercanos en 
ausencia de parientes por medio de un 
doble ensayo (doub/e PASA -SARKAR y 
SOMMER, 1991-). 

Los protocolos iniciales de la técnica 
hacían necesario duplicar las reacciones por 
muestra (figura 3). Mejoras posteriores per­
miten el genotipado simultáneo de dos ale­
los en una única reacción utilizando pri­

mers alelo-específicos de diferente longi­
tud , bien perfectamente complementarios al 
ADN molde (PAMSA: PCR Amplijication 

of Mu/tiple Specific Al/eles -DuTTON y 

SoMMER, 1991-), bien con extremos 5' no 
complementarios (ADPL: Afiele Discrimi­
nation by Primer Length - Ll et al., 1990- ). 

Térnicas moleculares en las proteínas lácteas 

Se trata de una técnica rápida, automati­
zable y altamente reproducible, siempre y 

cuando se diseñen correctamente los pri­
mers alelo-específicos (SOMMER et al .. 
1992) y no se utilicen en las reacciones de 
amplificación ADN polimerasas con activi­
dad 3' --e) 5' exonucleasa. Es, además, muy 
sensible, con un umbral ele detección del 
2,5% (esto es, un alelo mutante por cada 40 
copias de alelo salvaje -Sommer et al., 
1989- ). Y, asimismo, relativamente econó­
mica, teniendo en cuenta gue se evita el uso 
de endonucJeasas de restricción, aunque es 
necesario diseñar tantos primers como ale­
los a detectar. 

En el cuadro 2 se resumen los trabajos 
publicados hasta Ja fecha para el genotipa­
do de las proteínas lácteas por medio de 
esta técnica. 

3. PCR-S/ ASO (PCR-Sequence/ Allele 
Specific Oligonucleotides) (SAIKJ et a l. , 
1986: [IT!A el al., 1994) 

Cuadro 2. Protocolos AS-PCR publicados para la detección ele variantes genéticas 
de las lactoproteínas 

Table 2. AS-PCR protocols publishedfor detection of genetic variants of' /actoproteins 

Proteína Especie Variantes detectadas Bibliografía 

caseína o:s 1 BOVINA B/C David y Deutch. 1992 
B/C SCHLEE y ROTMANN, l 992a 
F PRJNZENBERG et al., 1998 

OVINA D (Welsh) RAMUNNO e l al .. 1997 

k-caseíoa BOVINA AIBIE (ADPL) LINDERSSON et al., 1995 

'3-caseína BOVINA B (8idirectio11lll AS-PCR) ÜAMIANI el al .. 1992 
A 1/A2/B/C SCHLEE y ROTMANN. l 992b 

Ai/A2/A1/B (ADPLJ L1 'DERSSON eral., 1995 
[3 -lactoglobulina BOVINA A/B SCHLEE y Ron.JANN, l 992b 

A/B <ADPLJ LiNDERSSON et lll .. 1995 
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Esta técnica consiste en hibridar oligo­
nucleótidos específicos o sondas de cada 
alelo que se pretende detectar a secuencias 
diana previamente amplificadas por PCR, 
bajo condiciones suficientemente restricti­
vas como para que una diferencia puntual 
entre el oligonucleótido y la cadena molde 
evite tal unión (figura 4). La hibridación de 
oligonucleótidos para di stinguir variantes 
genéticas es anterior al advenimiento de la 
PCR; sin embargo, el método se universa li­
zó cuando fue posible aumentar de forma 
exponencial e l número de copias de la 

ADN - SONDA A 

f PCR 

~ SONOAll 

1X·:-.na1urali / ;Ki6n 
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secuencia diana , dada la enorme dificultad 
que entrañaba la uni ón específica de sondas 
a secuencias de copia única en genomas 
complejos (Kmo et al .. 1983 ). 

Se distinguen tres variantes de esta téc­
nica , según qué componente de la reacción 
permanezca en solución, la sonda (Forward 
Dot Blot) , el producto PCR (R everse Dot 
Blot) , o ambos (Liquid ?hase Hybridiza­
tion) (GYLLENSTEIN y ALLEN, 1996). 

En el campo de las proteínas lácteas. se 
han publicado protocolos de genotipado 

••• 
0 0 0 

Fijac.: iúo d~ l ; 1 ~ 

."onda., a l:i 
men1hr:in;1 

ALELO A • HIBRIDACIÓN 

= TAGGCTAGCT ==== = = = = = =:::::i 
SONDA A ATCCGTTCG A 

ALELO B 
= TAGGCGAGCT ===== = ==== => 

X 
SONDA A ATCCGTTCGA 

SONDA A 

SONDA B 

Ar\ All JlB 

•• •• 
. \UTORRAOIOt:RA~L\ 

• HIBRI DAC IÓN Posi1i va 

X HJBRI DAC IÓN Neg;itiv;i 

Fi gura 4. Represe ntac ión esquemá ti ca de la técni ca de PCR-SSO . vJriante Reverse Dot Blot. Só lo se 
mues tra Ja sonda específica del alelo A. 

Figure 4. Schen1mic re¡m ' S!:'11/u1irm 0(1he PCR-SSO l!:'Chniquc. Re1'ersc Dm B/01 varia111. The A afie/e 
specific pro/Je is shmrn. 
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• • PCR 

ALELO A • Digestión con EcoRV 

=~A~T[Q]=====(GA'tATQ= 
183 pb 310 pb 95 pb 

=~Tí'TAG) (cTiTAg= 

ALELO B 

= GATATfil======i(GA1f TQ= 
493 pb 95 pb 

= CTATAA (cTiTA9= 

M PCR AA AR BB • 
800 pb 

O M111ación alélica 

~ Secuencia diana de EcoRV 

~ºº ph /J Punlo de conc de EcoR V 

100 pb 

ELECTROFORESIS 

Figura 5. Representac ión esquemática de Ja técnica de PCR-RFLPs para un producto PCR de 588 pb. 
Figure 5. Schemalic represen tal ion of the PCR-RFPL technique for a 588bp PCR product. 

por PCR-SSO para las variantes A 1, A2, A3 

y B de la [3-caseína (PINDER et al., 199 1) y 
A/B de Ja [3-Jactog lobulina (JADOT et al., 
1992), ambas en la especie bovina. 

4. PCR-RFLPs (PCR-Restriction Frag­
ment Length Polymorphisms) (Saperstain 
y Nickerson, 199 1) 

En este caso, a diferencia de lo comenta­
do para la técnica de Southern, es e 1 pro­
ducto PCR y no el ADN genómico el gue 

se somete a una digestión por medio de una 
o más enzimas de restricción (figura 5). 
Los fragmentos resultantes se separan e lec­
troforéticamen te e n geles de agarosa o de 
poliacrilamida. 

Se trata de la técn ica molecular más uni­
versalmente utili zada para el geno tipado 
rutinario de mutaciones conocidas, lo que 
también es ap licable a las lactoproteínas 
bovinas (cuadro 3), pues no precisa ni del 
diseño de primers alelo-espec íficos ni de 
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Cuadro 3. Protocolos PCR-RFLPs publicados para el genotipado de variantes genéticas 
de las proteínas lácteas bovinas 

Table 3. PCR-RFLP protocols published to genotype genetic variants of bovine 
lactoproteins 

Proteína Enzimas utilizadas Variantes Bibliografía 

caseína cx, 1 Maelll e KOCZAN et al., 1993 

caseína cx,2 Mnli A/O ÜSTA el al., 1995 

k-caseína HindTfl!Taql NB DENICOURT et al., 1990 
Hinfl A/B MEDRANO y AGUILAR-CóRDOVA, l 990a 

Mboll/Taql A/B ZADWORNY y KUHNLEIN, 1990 

HindIII A/B PINDER et al., 1991 

H indl 11/ Hintl! Hae 111 NBIE SCHLIEBEN et al., 199 1 

MaelT e SCHLEE y ROTMANN, l 992c 
Pstl A/B ZSOLNAI y fÉSÜS, 1996 

Haell V Hha l!Hindlll/Maell A/B/C/E/F/G PRINZENBERG et al., 1996 

cx-lactoalblimina Mspl 
13-lactoglobulina Haelll 

Hphf 
HaellI 

una optimización previa de las condiciones, 
amén de permitir posicionar las mutaciones 
dentro de los fragmentos analizados. Entre 
los pequeños rumiantes, tan sólo se ha apli­
cado en el genotipado de las variantes ovi­
nas A, B (FEGLINI et al, 1998) y C (PRIN­
ZENBERG y ERHARDT, 1999) de la [3-lacto­
globulina y A/D de Ja caseína a , 1 (PULA et 
al., 1998). 

Sin embargo, además de las limitaciones 
inherentes a su propia capacidad di scrimi ­
nante - sólo detecta aquellos cambios que 
crean o destruyen alguna diana de restric­
ción para la/s enzima/s utilizada/s- , su 
principal inconveniente rad ica en el elevado 
coste de las endonucleasas, sobre todo 
cuando es necesario emplear más de una. 

A/B SCHLEE y ROTMANN, l 992b 
A/B MEDRANO y AGUILAR-CÓRDOVA, ] 990b 

AIB WILKINS y Kuvs, 1992 

A/B ZHOU et al., 1992 

Es el caso del genotipado de los alelos A, 
B, C y E de la k-caseína bovina, cuya asig­
nación inequívoca hace necesario digerir 
con Hinfl , HaeUI y Maell (PRINZENBERG et 
al., 1996). 

5. ACRS (Amplification Created Res­
triction Sites) (HALJASSOS et al., 1989) 

Variante de la PCR-RFLPs en Ja que uno 
de los primers introduce una diana de res­
tricción para una o varias de las variantes a 
genotipar (figura 6). Su aplicación está 
indicada en todos aquellos casos en los que 
las mutaciones a detectar no crean ni des­
truyen Ja secuencia diana de una enzima de 
restricción comercial y, por ende, no es fac­
tible un diseño de PCR-RFLPs. Goza de las 
mismas ventajas que ésta en cuanto a facili-
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Figura 6. Representación esquemática de la técni ca de ACRS para un producto PCR de 550 pb y un 

primer forward de 26 pb. 

Figure 6. Sche111a1ic represe/1/ation of the ACRS technique for a 550 bp PCR product anfl a 
fonvard primer of 26 bp in size. 

dad de optimi zación y visualización. Sin 
embargo, los costes son aún más elevados 
que con la técnica anterior, pues es necesa­
rio utilizar primers muy largos y en mayor 
número -tantos como alelos a detectar-, así 
como disponer de agarosas de elevada reso­
lución en geles muy concentrados, merced 
a la escasa diferencia de tamaño entre los 
fragmentos de digestión alelo-específicos 
resultantes -en torno a los 20-25 pb-. Aun 
así, los genotipados pueden no ser total-

mente inequívocos. como ocurre con el 
método de Lien et al. ( 1992), que no di scri­
mina el alelo A3 de la ~-caseína bovina en 
heterocigosis de los homocigotos A 1A3. 

En la especie bovina, la técnica de 
ACRS se ha utilizado para el genotipado de 
las variantes: A/B (MEDRANO y SHARROW, 
1991), A 1/A 2/A3/B (LIEN et al., 1992) y C 
(VELMALA et al., 1994) de la ~-caseína ; 

BIC de la caseína ª si (LCEN et al., 1993); C 
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de la k-caseína (Prinzenberg, comunicación 
personal); y la variante I (PRINZENBERG y 
ERHARDT, l 997b) de la 13-Lg. 

Algunos autores (vgr. DIANZANI et al., 
1993) proponen como criterio de clasifica­
ción de las técnicas de PCR el grado de 
conocimiento de las mutaciones a detectar: 
hablaríamos entonces de Técnicas de Bús­
queda de Mutaciones Desconocidas (dentro 
de las cuales se incluyen los SSCPs) y de 
Técnicas de Diagnóstico de Mutaciones 
Conocidas (ARMS, PCR-ASO, PCR­
RFLPs, ACRS). 

Este criterio, sin embargo, se ha dese­
chado en esta revisión por no ser mutua­
mente excluyente: así, es posible la utili za­
ción de protocolos SSCP con fines diag­
nósticos, como ocurre en la hipertermia 
maligna de los cerdos (NAKAJIMA et al., 
1996) o, tal y como hemos visto , en el caso 
de las proteínas lácteas (PRINZENBERG y 
ERH ARDT, 1997a; BARROSO et al. , 1997, 
1998, l 999b, l 999c ; PRINZENBERG et al .. 
1999). Y viceversa en el caso de las técni­
cas de diagnóstico, corno ocurre cuando 
sometemos un producto de amplificación a 
la digestión con una batería de enzimas de 
restricción (PCR-RFLPs) con el fin de 
encontrar polimorfismos no descritos (KA­
MINSKl , 1996). Asimismo, es posible apro­
vechar las ventajas que ambos grupos de 
métodos ofrecen por medio de protocolos 
mixtos, como por ejemplo ARMS-SSCP 
(Lo et al., 1992) o PCR-RFLP-SSCP (lwA­
HANA et al., 1992), de especial interés en 
sistemas con una gran complejidad alélica . 

La elección entre un método u otro de 
los comentados dependerá de factores tales 
corno las características del gen o los genes 
bajo estudio y el grado de polimorfismo de 
los mismos , el número de muestras a proce­
sar, el umbral de sensibilidad necesario o el 
nivel de preparación técnica del personal 
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disponible, sin olvidar el coste del análisi s 
individual. Existen, incluso, centros de in­
vestigación que ofrecen servicios de detec­
ción de mutaciones por suscripción (Co­
TION, 1997). 

Finalmente, no hay que olvidar la aplica­
bi 1 id ad de todos estos métodos, no sólo en 
la búsqueda de mutaciones de las regiones 
codificantes de los genes, sino también en 
los promotores, que explicarían diferencias 
en Jos niveles de expresión, y en las se­
cuencias intrónicas. 
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