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RESUMEN. 

 

El β-caroteno es el principal precursor de la  vitamina A en el organismo animal, los  

animales lo obtienen de los alimentos para luego metabolizarlo y almacenarlo. Los 

bovinos  pueden acumular ß-caroteno y otros carotenoides en tejido adiposo y por lo tanto 

presentar coloración amarilla en la grasa; mientras que los ovinos y caprinos 

aparentemente convierten todo el β-caroteno de la dieta en vitamina A, por lo que no 

presentan pigmentación amarilla de la grasa. En los rumiantes se ha visto que el β-

caroteno  proveniente de la ingesta, pasa intacto al intestino delgado donde se absorbe  y 

una parte de este es convertido en vitamina A por acción de la enzima β-caroteno 15,15’ 

oxígenasa. Esto puede significar que existen variaciones en la actividad enzimática de β-

caroteno 15,15’ oxígenasa a nivel tisular entre bovinos, ovinos y caprinos; o bien posibles  

diferencias en la secuencia de nucleótidos de la región codificante del gen de dicha 

enzima, o también distintos niveles en la expresión de β-caroteno 15,15’ oxígenasa entre 

estas especies de rumiantes. Con el objetivo de obtener la secuencia de nucleótidos de la 

región codificante del gen de la 15,15’oxígenasa de ovinos y caprinos y comparar su 

expresión en hígado y duodeno con bovinos, se extrajo el RNA total a partir de tejido 

duodenal y hepático de dichas especies, posteriormente se obtuvo el DNA 

complementario por medio de la técnica de transcripción reversa. A partir del DNA 

complementario se realizó la técnica de PCR convencional mediante el uso de 

oligonucleótidos específicos basados en el gen β-caroteno 15,15’ oxígenasa de Bos 

taurus (βCMO1 Bos taurus GenBank número de acceso DQ008469) para obtener las 

regiones codificantes de la β-caroteno 15,15’ oxígenasa de ovino y caprino. Una vez 

obtenida la secuencia  completa de la enzima  de ovinos y caprinos se midió su expresión 

en estas especies comparándola con la de bovinos, esto mediante la prueba de PCR 
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cuantitativo (en tiempo real), usando para ello los sebadores sentido 5´: 

ACGCTGCTGGAAATGTTCTC y el sebador antisentido 3´: 

GGTCGATGATGTGGAGTGAG. Los resultados obtenidos nos muestran que la secuencia 

de nucleótidos de la enzima βCMO1 de Ovis aries corresponde en un 94% y la de Capra 

hircus corresponde en un 95% de similitud con respecto a la secuencia conocida de 

BCMO1 de Bos taurus. Por otro lado, respecto a los resultados obtenidos de la prueba de 

PCR cuantitativo muestran que la expresión del mensajero de la enzima β-caroteno 

15,15´ oxígenasa  es mayor en tejido hepático para la especie ovina, mientras que para 

las especies bovina y caprina la expresión del RNAm para tal enzima es igual sin importar 

su origen (P<0.01). 

 

Palabras clave: β-caroteno-15,15´oxigenasa, β-caroteno, bovinos, ovinos, caprinos, 

cDNA, Vitamina A,  grasa amarilla. 
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SUMMARY. 

β-carotene is the main precursor of vitamin A in animals; they obtain it from feed and then 

it will be metabolized, stored or used. Bovines can accumulate β-carotene and other 

carotenoids in adipose tissue and therefore deposit yellow fat; whereas sheep and goats 

apparently cleave all β-carotene into vitamin A, therefore they do not show yellow 

pigmentation of the fat. In ruminants β-carotene pass intact to small intestine where it will 

be absorbed and some will be cleaved into vitamin A by action of the enzyme β-carotene 

15, 15’ oxygenase. This means that there are variations in enzymatic activity, or in 

nucleotide sequence of the codification region of the gene, as well as in expression levels 

among these ruminant species. With the aim of obtaining the nucleotide sequence of 15, 

15' oxygenase of sheep and goat ovine, and comparing its expression in liver and 

duodenum with bovines, total RNA was extracted from duodenum and liver, cDNA was 

obtained using the RT-PCR technique. RT was made using oligo (dT)12-18 primer and PCR 

were made using the primers specific based on the gene β-carotene 15,15' oxygenase of 

Bos taurus (βCMO1 Bos taurus GenBank number of access DQ008469) to obtain the 

codification region of ß-carotene 15,15` oxygenase of sheep and goat. Expression of  

βCMO1 was detected in agarose gel with band of 339 bp. The results will be confirmed 

with Real Time PCR, with BCMO1 primers: Forward 5´-CGCTGCTGGAAATGTTCTC; 

Reverse 5´- GGTCGATGATGTGGAGTGAG. The results show in sheep 94% of similarity 

and  goat 95% of similarity with bovine BCMO1. Real time PCR results shows that ovine 

liver has the highest expression (P<0.01). 

Key words: β-carotene-15,15´oxygenase, β-carotene, bovines, sheep and goat ovine, 
cDNA, Vitamin A, yellow fat. 
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I. INTRODUCCION. 

 

En México existen más de 120 millones de hectáreas dedicadas a la actividad ganadera, 

donde se pastorean el ganado bovino, ovino y caprino. Aunque la producción de bovinos 

en praderas y agostaderos es la actividad predominante en la mayor parte del país, se 

hace más evidente en los estados del sur, donde existe una extensa superficie a ser 

pastoreada. La engorda de bovinos  con dietas altas en concentrados esta limitada por la 

necesidad de importar dichos insumos. Aun así, en los estados del norte del país, la 

engorda en corral es un sistema de producción generalizado, por lo tanto los ganaderos 

deben hacer competitivos sus sistemas de producción, reduciendo al mínimo sus costos; 

es aquí donde el pastoreo tomara mayor importancia como un sistema económicamente 

viable.1 

Y en éste sentido, la vitamina A juega papel importante en el metabolismo ya que 

participa en la síntesis de glicoproteínas, y es esencial para mantener la integridad de los 

epitelios. Algunos signos mas comunes de deficiencia son xeroftalmia (condición 

caracterizada por resequedad e irritación de la cornea y conjuntiva del ojo que resulta  en 

nubosidad e infección oftálmica); queratinización del epitelio respiratorio, que traen como 

resultado severas infecciones respiratorias, dificultades reproductivas incluyendo abortos 

y nacimientos con neonatos débiles, asociados al espesamiento de la secreción vaginal 

(alteración del epitelio reproductor), fallas reproductivas debidas a efectos adversos  sobre 

el epitelio espermatogénico; se pueden observar también depósitos de acido úrico en 

riñones, corazón, hígado y bazo debido a la creciente excreción urinaria del sulfato 

inorgánico. La  vitamina A interviene en la formación normal del hueso, una 

hipovitaminosis tipo A crea una base común  al desarrollo esquelético anormal la cual 
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provee una actividad osteoblástica creciente. Desórdenes nerviosos, ataxia y 

convulsiones ocurren como resultado de la obstrucción parcial de la medula espinal  por la 

compresión de la columna vertebral en animales en crecimiento.2,3 

La vitamina A es indispensable para mantener funciones en el organismo animal como la 

visión: participa en el funcionamiento de la retina, adquiriendo la capacidad para adaptar 

la visión a distintas intensidades de luz; epitelios: ayuda a mantener la normalidad de las 

mucosas de la boca, pre-estómagos e intestinos, protegiéndolos contra enfermedades 

infecciosas y permitiendo así que cumplan óptimamente con sus funciones; aparato 

respiratorio: les proporciona mayor fortaleza contra neumonías y pulmonías; aparato 

reproductivo de las hembras: desarrollo normal de la placenta y del embrión, mejor 

desarrollo óseo del feto, dando lugar al nacimiento de neonatos sanos. Reanudación 

rápida del proceso reproductivo; aparato reproductivo del macho: aumenta la actividad 

sexual, así como la calidad del semen.4,5 

Con éstos antecedentes, resulta importante conocer las diferencias en la expresión de la 

enzima β-caroteno 15,15’oxigenasa entre bovinos, ovinos y caprinos, así como posibles 

cambios en la secuencia de nucleótidos de la región codificante del gen de dicha enzima 

entre especies, lo que permitirá a futuro establecer los mecanismos que afectan la 

actividad de esta enzima y será de ayuda para proveer los niveles correctos de 

precursores o vitamina A como tal a cada especie.   
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II. REVISION DE LITERATURA  

 

2.1 Situación actual de la producción de bovinos, ovinos y caprinos. 

La producción bovina, ovina y caprina se realiza en todo el mundo, principalmente en 

regiones  agrícolas cuyas condiciones las hacen  susceptibles  a  ser pastoreadas, con 

sistemas de producción que van desde tradicionales a modernos. Gran parte  de los 

bovinos, ovinos y caprinos destinados según su caso a la producción de carne, leche o 

lana, son alimentados bajo sistemas de pastoreo, ello  debido a un mayor margen de 

rentabilidad que redunda en la disminución de gastos de producción por concepto de  

alimentación; por tanto  el alimento consumido proviene de la ingesta de forrajes, los 

cuales dependiendo de la especie, época del año y estado de maduración tendrán una 

concentración variable de nutrientes, entre los cuales podemos destacar a las vitaminas 

liposolubles y sus precursores.  

Durante la época de lluvias los forrajes y las leguminosas crecen en abundancia y es 

cuando contienen mayor cantidad de carotenoides, de éstos compuestos destaca el β-

caroteno, principal precursor de la vitamina A. En esta época el ganado en pastoreo tiene 

la mejor oportunidad para obtener y almacenar vitamina A en su organismo; sin embargo, 

en la época de secas el ganado se alimenta con muy poco forraje verde y/o consume 

pajas o forrajes secos de mala calidad, por lo que su organismo quedará con reservas 

muy limitadas de ésta vitamina. Es decir, los  rumiantes domésticos en pastoreo sufren 

durante su vida productiva de continuas fluctuaciones en sus reservas de vitamina A, lo 

que aunado a otras deficiencias de nutrientes (principalmente energía y proteína)  provoca 

desnutrición,  baja en la producción de carne y leche, mala calidad de carne, problemas 

reproductivos y mayor susceptibilidad a contraer enfermedades infecciosas.6,7 
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Se sabe que pollos, ratas, perros, gatos, ovejas y cabras  aparentemente convierten todo 

el ß-caroteno de la dieta en vitamina A, pero los bovinos, equinos,  hurones y humanos, 

no convierten todo el β-caroteno en  vitamina A,  por lo que acumulan carotenoides en 

adipocitos  y pueden presentar grasa amarilla. Esto significa que existen diferencias en la 

actividad enzimática de la β-caroteno 15,15’oxígenasa entre especies animales (BCO).8 

2.1.1 Estimadores de importancia en el ganado bovino, ovino y caprino. 

El total nacional de la población de ganado bovino para el año 2005 fue de 30, 989,622 

cabezas, de las cuales 28, 797,622 corresponden al ganado bovino  productor  de carne, 

mientras que 2, 197,346 se estima que fueron afines a la producción de leche. Por su 

parte el resumen en la producción nacional correspondiente al año 2007 estimó que 

México produjo 1, 635,040 Toneladas de carne de bovino  y 10, 345,982 Toneladas de 

leche. El consumo per cápita de carne de bovino es de 15.5 (kilogramos/habitante/2005), 

y para el consumo per cápita de leche de bovino es de 117.2 (litros/habitante/2005).9 

El inventario ganadero ovino para el año 2005 estimó un total nacional de 7, 207,406 

cabezas. México produjo 48,534  toneladas de carne de ovino y 4,519 toneladas de lana 

sucia en el año 2007  destacando el Estado de México, Hidalgo, Veracruz, Puebla y 

Zacatecas entre los mayores productores de ovinos en el país. Se ha estimado que 

alrededor de 50,000 productores a nivel nacional se dedican a la cría de ovinos, aunque 

únicamente 34% de ellos vive totalmente de esta especie. También que, 

aproximadamente 120,000 artesanos trabajan la lana. Estos datos nos revelan la 

importancia socioeconómica de la especie. El consumo per cápita de carne de ovino es  

de 0.8 (kilogramos/habitante para el año 2005).9 
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Por su parte el inventario ganadero  caprino  en  el  año  2005  estimó un total nacional de 

8, 870,312 cabezas, entre los mayores productores a nivel nacional encontramos los 

Estados de Coahuila, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosí y Guerrero.  

México produjo en el año 2007 42,837 toneladas de carne de caprino, además de 167,423 

toneladas pertenecientes a la producción de leche de caprino.  Por su parte el consumo 

per cápita de carne de cabra es de 0.4 (kilogramos/habitante para el año 2005).  Se 

estima que aproximadamente 150,000 productores a nivel nacional dependen total o 

parcialmente de la especie caprina.9 

Cuadro 1. Resumen de la producción nacional 2007. 

Producción  Toneladas 

Carne en canal bovino 1,635,040 

Carne en canal ovino 48,534 

Carne en canal caprino 42,837 

Leche de bovino 10,354,982 

Leche de caprino 167,423 

Lana Sucia 4,519 

 

Cuadro 2. Resumen Nacional Población Ganadera 2005. 

 

 

 

 

 

Especie No. de Cabezas

Bovinos productores de Carne 28,797,622 

Bovinos productores de leche 2,197,346 

Ovinos 7,207,406 

Caprinos 8,870,312 
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2.2 Carotenoides. 

Los carotenoides y esencialmente el ß-caroteno, son los principales precursores de 

vitamina A en el organismo animal; son sintetizados por plantas, hongos y bacterias 

fotosintéticas; se caracterizan  por ser compuestos  liposolubles  responsables de la 

coloración amarilla, naranja  y  roja  de las flores, frutos, aves, insectos y organismos 

marinos. Los animales los obtienen de los alimentos para luego metabolizarlos, 

acumularlos en sus tejidos o utilizarlos como fuente de vitamina A.10 Químicamente, los 

carotenoides  se definen como compuestos formados  de ocho unidades isoprenoides 

(cinco carbonos)  cuyo origen es invertido desde la molécula central.11  

Estos compuestos se consideran como derivados del licopeno, originados a partir de 

reacciones de hibridación, deshidrogenación, ciclización, inserción de oxigeno, migración 

de dobles enlaces, migración de metilos, elongación o acortamiento de cadena.11 La 

coloración de los carotenoides es debida  a su cadena de dobles enlaces  en posición 

trans. Debido a esta cadena, los carotenoides muestran una baja energía de excitación, 

de manera que el espectro de luz visible se localiza en los 400 y 500 nm, 

correspondientes a los colores rojo, naranja y amarillo.12  

Los carotenoides son compuestos hidrofóbicos  y por tanto se localizan en  sitios 

lipofílicos dentro de las células, así como en las membranas celulares. En la figura 1 se 

muestra la estructura química de algunos de los carotenoides más importantes.  
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Figura 1. Principales carotenoides y su estructura química. 

 

2.2.1 Principales características de los carotenoides.   

Los carotenoides son pigmentos orgánicos que se encuentran de forma natural en plantas 

y otros organismos fotosintéticos como algas, algunas clases de hongos y bacterias. Se 

conoce la existencia de más de 700 compuestos pertenecientes a este grupo.4 Los 

carotenoides son el grupo más representativo de los tetraterpenos, compuestos que se 

caracterizan por una estructura con 40 átomos de carbono, aunque no todos los 

carotenoides se ajustan estrictamente a esta regla.  
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Estos átomos de carbono se encuentran ordenados formando cadenas poliénicas 

conjugadas en ocasiones terminadas en anillos de carbono. A los carotenoides que 

contienen átomos de oxígeno se les conoce más específicamente como oxicarotenoides o 

xantofilas. Los restantes constituyen el grupo de los llamados carotenos. Su color, que 

varía desde amarillo pálido, pasando por anaranjado, hasta rojo oscuro, se encuentra 

directamente relacionado con su estructura: los enlaces dobles carbono-carbono 

interactúan entre sí en un proceso llamado conjugación. Mientras el número de enlaces 

dobles conjugados aumenta, la longitud de onda de la luz absorbida también lo hace, 

dando al compuesto una apariencia más rojiza.4 Por ejemplo, el fitoeno que posee 

únicamente tres enlaces dobles conjugados absorbe luz en el rango ultravioleta y 

apareciendo por tanto incoloro a la vista, el licopeno, compuesto que confiere su color rojo 

al tomate contiene 11 enlaces dobles conjugados. Existen también carotenoides de color 

verde (ζ-Caroteno), amarillo (β-caroteno), y anaranjado (neurosporaxantina). En 

organismos fotosintéticos los carotenoides desempeñan un papel vital en los centros de 

reacción, ya sea participando en el proceso de transferencia de energía, o protegiendo el 

centro de reacción contra la auto oxidación.4,13  

En los organismos no fotosintéticos, los carotenoides han sido vinculados a los 

mecanismos de prevención de la oxidación. Los animales son incapaces de sintetizar 

carotenoides y deben obtenerlos a través de su dieta, siendo estos compuestos 

importantes por su función biológica como pro-vitamina A. Como ejemplo de estos 

compuestos en la naturaleza, podemos citar al carotenoide mejor conocido, el que da al 

grupo su nombre, el β-caroteno, encontrado en zanahorias y responsable de su color 

anaranjado brillante.13 

El color rosado del flamenco y el del salmón, y la coloración roja de las langostas, también 

son producidos por carotenoides. Entre las aplicaciones más importantes de los 
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carotenoides podemos mencionar su uso como pigmentos naturales, así como su papel 

como complemento alimenticio.14 

 

2.2.2 Metabolismo de β-caroteno en el organismo animal e importancia de la enzima 

15´15 oxigenasa. 

En los rumiantes se ha visto que el β caroteno contenido en el alimento no es afectado 

por la fermentación ruminal, ya que en este sitio únicamente es liberado  para pasar 

intacto a intestino delgado en donde se absorbe y una parte  de este compuesto es 

convertido en vitamina A por acción de la enzima β-caroteno 15,15´oxigenasa (βCMO1).14  

La vitamina A libre y el β-caroteno son incorporados a las micelas mixtas para luego ser 

absorbidos por transporte activo como retinol o β-caroteno en el duodeno. Dentro de las 

células de la mucosa intestinal, la vitamina A se re-esterifica a palmitato y otros esteres, y 

juntos vitamina A y β-caroteno se incorporan a los quilomicrones y pasan al conducto 

linfático para en el caso de la vitamina A ser almacenada en las células del parénquima 

del hígado como esteres de retinil.4 Para liberar y usar estos esteres se requiere de la 

enzima hidrolasa del retinilpalmitato; la cual produce la forma libre del retinol que es 

transportada a los tejidos periféricos ligada a la proteína transportadora del retinol.15 En el 

caso de β-caroteno, éste puede ser de nuevo cortado por la βCMO1 hepática y convertido 

en vitamina A, o bien pasar a la circulación unido a lipoproteínas (de alta densidad en el 

caso de bovino) y depositarse en aquellos tejidos donde existan lípidos, principalmente en 

el tejido adiposo y en el cuerpo lúteo en las hembras. En la figura 2  se ilustran los 

mecanismos de entrada y transformación del β-caroteno en las diferentes formas de 

vitamina A en la célula. 
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Parte del retinol se puede transformar en retinal y acido retinoico para ser transportado a 

la circulación portal. Otros tejidos tales como el pulmón y el riñón pueden también 

hidrolizar al  β-caroteno.16 

 

Figura 2. Mecanismos de entrada y transformación del β-caroteno en las diferentes 
formas de vitamina A en la célula. El β-Caroteno  se une a lipoproteínas y 
quilomicrones  para ser introducido al citoplasma del enterocito.  Luego la enzima β-
caroteno 15,15´ oxígenasa rompe al β-Caroteno en su enlace central dando origen a 
dos moléculas de retinal (aldehído), que a su vez  por acción de la enzima  ROLDH 
(retinol deshidrogenasa) lo convierte en retinol (alcohol), pero si la enzima RALDH 
(retinal deshidrogenasa) ejerce sobre el retinal dará origen al ácido retinoico. 
 

Respecto a su papel en el metabolismo, la vitamina A juega un papel primario en la 

síntesis de glicoproteínas, dicha vitamina es esencial para mantener la integridad de los 

epitelios, por lo que una hipovitaminosis o deficiencia de vitamina A nos crea una variedad 

amplia de signos en animales con carencias de vitamina A. Algunos signos mas comunes 
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de deficiencia son xeroftalmia (condición caracterizada por resequedad e irritación de la 

cornea y conjuntiva de el ojo que resulta  en nubosidad e infección oftálmica); 

queratinización del epitelio respiratorio, que traen como resultado severas infecciones 

respiratorias, dificultades reproductivas incluyendo abortos y nacimientos con neonatos 

débiles, asociados al espesamiento de la secreción vaginal (alteración del epitelio 

reproductor), fallas reproductivas debidas a efectos adversos  sobre el epitelio 

espermatogénico; se pueden observar también depósitos de acido úrico en riñones 

corazón, hígado y bazo debido a la excreción urinaria creciente del sulfato inorgánico. La  

importancia de la vitamina A  en la formación normal del hueso se relaciona con una 

variedad de signos, tal deficiencia crea una base común  al desarrollo esquelético anormal 

la cual provee una actividad osteoblástica creciente.15 Desordenes nerviosos, ataxia y 

convulsiones ocurren como resultado de la obstrucción parcial de la medula espinal  por la 

compresión de la columna vertebral en animales en crecimiento. La exoftalmia y el 

incremento de la presión cerebroespinal se presentan en los casos de deficiencia de 

vitamina A aparentemente, como resultado de la presión excesiva asociada con la 

constricción de la columna espinal y el foramen óptico.16  

El metabolismo de la vitamina A ha sido ligada con la vitamina E (como un antioxidante en 

la estabilización de las membranas biológicas), vitamina D (en el metabolismo del hueso), 

esteroles (deficiencia de vitamina A reduce la síntesis de colesterol), escualeno (la 

deficiencia incrementa la síntesis de escualeno) y coenzima Q o ubiquinona (la deficiencia 

incrementa la síntesis de ubiquinona en hígado). La deficiencia de vitamina A causa 

atrofia de glándulas adrenales y reduce la gluconeogenesis hepática, por lo que la  

vitamina A esta implicada de cierta manera con la biosíntesis de esteroides suprarrenales 

y del glucógeno.17  
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2.3 Mecanismos de acción de la enzima βCMO1. 

 

Hasta la fecha se han propuesto dos mecanismos  de acción para la ruptura del enlace 

central de β-caroteno por la enzima βCMO1.  El primer mecanismo reportado por Olson  y 

Hayaishi en 1965 es el de “dioxigenasa”.5 Este requiere la presencia de oxigeno molecular 

y produce el intermediario inestable dioxetano, mismo que es convertido rápidamente en 

retinal (se muestra en la figura 3). Recientemente   se propuso  la reacción  de 

“monoxigenasa”.18 En este último modelo los autores mencionan que para que se  lleve a 

cabo este mecanismo se requiere la presencia de dos átomos de oxigeno de fuentes 

diferentes (oxigeno molecular y agua) y que el intermediario que se produce es un 

epóxido. Sin embargo, este segundo mecanismo aun requiere calificar la naturaleza  del 

complejo que debe formarse con un metal, probablemente hierro, requerido para la 

epoxidación; así como para la  extensión en el intercambio de oxigeno  de naturaleza 

molecular o del agua.19 

El β-caroteno es hidrolizado en el intestino por acción enzimática de la β-caroteno 

15,15’oxigenasa para producir retinal que a su vez se reduce para formar retinol. Una vez 

que el β-caroteno se encuentra en el intestino delgado este se solubiliza  por acción de los 

componentes biliares y en conjunto con otros lípidos pasa a formar parte de las micelas 

que el organismo absorbe mediante las vellosidades intestinales.12 En la figura 3 se ilustra 

la acción de la enzima βCMO1 y la importancia del β-caroteno como provitamina A. 
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Figura 3. Ruptura central del β-Caroteno por acción de la enzima BCMO1. 

 

 

2.4 Retinoides. 

Los retinoides (retinol, retinal y el ácido retinóico) son esenciales para todas las formas de 

vida animal. Los retinoides son moléculas importantes en el control del ciclo celular, la 

diferenciación, así como en la muerte celular.4  El ácido retinoico todo-trans tiene 

funciones vitales, se obtiene de la dieta como derivado de la vitamina A, por oxidación 

enzimática del retinol. La capacidad de éste compuesto para regular la expresión de 

cientos de genes a través de su unión a los receptores nucleares es bien conocida.  

El ácido retinoico es el ligando natural primario para el sistema de transcripción basado en 

retinoides, el cual es por si mismo un miembro del grupo de receptores nucleares 

hormonales, el  grupo  de  genes blanco para el sistema de retinoides es amplio y diverso, 

así como sus efectos, tanto transcripcionales como no-transcripcionales.5  La privación o 

la exposición a un exceso de ácido retinoico puede resultar en anormalidades en el 

desarrollo embrionario y en la fisiología del adulto.19  En la figura 4 se observa la 

estructura química de los isómeros principales de retinoides presentes en el organismo 

animal. 
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Figura 4. Formas estructurales que ocurren en  retinoides y β-caroteno.  

 

2.4.1 Receptores de Acido retinoico. 

La acción fisiológica de los retinoides es mediada por los receptores de ácido retinóico 

(RAR) y los receptores X de retinoides (RXR) estos son miembros de una súper  familia 

de receptores nucleares  con factor de transcripción de un ligando dependiente.20 
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Los receptores para acido retinoico  regulan la expresión de ciertos genes por unión a 

secuencias cortas de DNA, llamadas elementos de respuesta. 

Los RAR tienen muchas diferentes funciones transcripcionales según los requerimientos 

del organismo del hospedero  en la regulación de proteínas positiva o negativamente 

(activador o inhibidor) refiriéndose hacia ellas como un coactivador o correpresor 

respectivamente. Por lo que su efecto directo sobre la célula tal y como se observa en la 

figura 5.  

El ácido retinóico todo-trans modula la actividad de la proteína cinasa K, una  proteína que 

regula fundamentalmente  funciones celulares tales como  proliferación, diferenciación, 

tumorigenesis y apoptosis.  

Se ha demostrado que el ácido retinóico incrementa especifica y rápidamente la 

acetilcolina con lo que se involucra en el desarrollo de la sinapsis neuromuscular.21 

 

Figura  5.  Mecanismo  de  acción  de  retinoides.  Dentro  de  la  célula  el  retinol  es  convertido 
enzimáticamente  a  ácido  retinóico  todo‐trans).  Este  es  transportado  al  núcleo  por  CRABP 
(proteína  celular  ligadora  de  ácido  retinóico).  En  el  núcleo  los  receptores  de  ácido  retinoico 
(RAR/RXR)  lo  heterodimerizan  en  genes  blanco,  que  a  su  vez  contienen  RARE  (elementos  de 
respuesta a ácido retinóico). 
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II. REVISION DE LITERATURA  

 

2.1 Situación actual de la producción de bovinos, ovinos y caprinos. 

La producción bovina, ovina y caprina se realiza en todo el mundo, principalmente en 

regiones  agrícolas cuyas condiciones las hacen  susceptibles  a  ser pastoreadas, con 

sistemas de producción que van desde tradicionales a modernos. Gran parte  de los 

bovinos, ovinos y caprinos destinados según su caso a la producción de carne, leche o 

lana, son alimentados bajo sistemas de pastoreo, ello  debido a un mayor margen de 

rentabilidad que redunda en la disminución de gastos de producción por concepto de  

alimentación; por tanto  el alimento consumido proviene de la ingesta de forrajes, los 

cuales dependiendo de la especie, época del año y estado de maduración tendrán una 

concentración variable de nutrientes, entre los cuales podemos destacar a las vitaminas 

liposolubles y sus precursores.  

Durante la época de lluvias los forrajes y las leguminosas crecen en abundancia y es 

cuando contienen mayor cantidad de carotenoides, de éstos compuestos destaca el β-

caroteno, principal precursor de la vitamina A. En esta época el ganado en pastoreo tiene 

la mejor oportunidad para obtener y almacenar vitamina A en su organismo; sin embargo, 

en la época de secas el ganado se alimenta con muy poco forraje verde y/o consume 

pajas o forrajes secos de mala calidad, por lo que su organismo quedará con reservas 

muy limitadas de ésta vitamina. Es decir, los  rumiantes domésticos en pastoreo sufren 

durante su vida productiva de continuas fluctuaciones en sus reservas de vitamina A, lo 

que aunado a otras deficiencias de nutrientes (principalmente energía y proteína)  provoca 

desnutrición,  baja en la producción de carne y leche, mala calidad de carne, problemas 

reproductivos y mayor susceptibilidad a contraer enfermedades infecciosas.6,7 
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Se sabe que pollos, ratas, perros, gatos, ovejas y cabras  aparentemente convierten todo 

el ß-caroteno de la dieta en vitamina A, pero los bovinos, equinos,  hurones y humanos, 

no convierten todo el β-caroteno en  vitamina A,  por lo que acumulan carotenoides en 

adipocitos  y pueden presentar grasa amarilla. Esto significa que existen diferencias en la 

actividad enzimática de la β-caroteno 15,15’oxígenasa entre especies animales (BCO).8 

2.1.1 Estimadores de importancia en el ganado bovino, ovino y caprino. 

El total nacional de la población de ganado bovino para el año 2005 fue de 30, 989,622 

cabezas, de las cuales 28, 797,622 corresponden al ganado bovino  productor  de carne, 

mientras que 2, 197,346 se estima que fueron afines a la producción de leche. Por su 

parte el resumen en la producción nacional correspondiente al año 2007 estimó que 

México produjo 1, 635,040 Toneladas de carne de bovino  y 10, 345,982 Toneladas de 

leche. El consumo per cápita de carne de bovino es de 15.5 (kilogramos/habitante/2005), 

y para el consumo per cápita de leche de bovino es de 117.2 (litros/habitante/2005).9 

El inventario ganadero ovino para el año 2005 estimó un total nacional de 7, 207,406 

cabezas. México produjo 48,534  toneladas de carne de ovino y 4,519 toneladas de lana 

sucia en el año 2007  destacando el Estado de México, Hidalgo, Veracruz, Puebla y 

Zacatecas entre los mayores productores de ovinos en el país. Se ha estimado que 

alrededor de 50,000 productores a nivel nacional se dedican a la cría de ovinos, aunque 

únicamente 34% de ellos vive totalmente de esta especie. También que, 

aproximadamente 120,000 artesanos trabajan la lana. Estos datos nos revelan la 

importancia socioeconómica de la especie. El consumo per cápita de carne de ovino es  

de 0.8 (kilogramos/habitante para el año 2005).9 
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Por su parte el inventario ganadero  caprino  en  el  año  2005  estimó un total nacional de 

8, 870,312 cabezas, entre los mayores productores a nivel nacional encontramos los 

Estados de Coahuila, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosí y Guerrero.  

México produjo en el año 2007 42,837 toneladas de carne de caprino, además de 167,423 

toneladas pertenecientes a la producción de leche de caprino.  Por su parte el consumo 

per cápita de carne de cabra es de 0.4 (kilogramos/habitante para el año 2005).  Se 

estima que aproximadamente 150,000 productores a nivel nacional dependen total o 

parcialmente de la especie caprina.9 

Cuadro 1. Resumen de la producción nacional 2007. 

Producción  Toneladas 

Carne en canal bovino 1,635,040 

Carne en canal ovino 48,534 

Carne en canal caprino 42,837 

Leche de bovino 10,354,982 

Leche de caprino 167,423 

Lana Sucia 4,519 

 

Cuadro 2. Resumen Nacional Población Ganadera 2005. 

 

 

 

 

 

Especie No. de Cabezas

Bovinos productores de Carne 28,797,622 

Bovinos productores de leche 2,197,346 

Ovinos 7,207,406 

Caprinos 8,870,312 
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2.2 Carotenoides. 

Los carotenoides y esencialmente el ß-caroteno, son los principales precursores de 

vitamina A en el organismo animal; son sintetizados por plantas, hongos y bacterias 

fotosintéticas; se caracterizan  por ser compuestos  liposolubles  responsables de la 

coloración amarilla, naranja  y  roja  de las flores, frutos, aves, insectos y organismos 

marinos. Los animales los obtienen de los alimentos para luego metabolizarlos, 

acumularlos en sus tejidos o utilizarlos como fuente de vitamina A.10 Químicamente, los 

carotenoides  se definen como compuestos formados  de ocho unidades isoprenoides 

(cinco carbonos)  cuyo origen es invertido desde la molécula central.11  

Estos compuestos se consideran como derivados del licopeno, originados a partir de 

reacciones de hibridación, deshidrogenación, ciclización, inserción de oxigeno, migración 

de dobles enlaces, migración de metilos, elongación o acortamiento de cadena.11 La 

coloración de los carotenoides es debida  a su cadena de dobles enlaces  en posición 

trans. Debido a esta cadena, los carotenoides muestran una baja energía de excitación, 

de manera que el espectro de luz visible se localiza en los 400 y 500 nm, 

correspondientes a los colores rojo, naranja y amarillo.12  

Los carotenoides son compuestos hidrofóbicos  y por tanto se localizan en  sitios 

lipofílicos dentro de las células, así como en las membranas celulares. En la figura 1 se 

muestra la estructura química de algunos de los carotenoides más importantes.  
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Figura 1. Principales carotenoides y su estructura química. 

 

2.2.1 Principales características de los carotenoides.   

Los carotenoides son pigmentos orgánicos que se encuentran de forma natural en plantas 

y otros organismos fotosintéticos como algas, algunas clases de hongos y bacterias. Se 

conoce la existencia de más de 700 compuestos pertenecientes a este grupo.4 Los 

carotenoides son el grupo más representativo de los tetraterpenos, compuestos que se 

caracterizan por una estructura con 40 átomos de carbono, aunque no todos los 

carotenoides se ajustan estrictamente a esta regla.  
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Estos átomos de carbono se encuentran ordenados formando cadenas poliénicas 

conjugadas en ocasiones terminadas en anillos de carbono. A los carotenoides que 

contienen átomos de oxígeno se les conoce más específicamente como oxicarotenoides o 

xantofilas. Los restantes constituyen el grupo de los llamados carotenos. Su color, que 

varía desde amarillo pálido, pasando por anaranjado, hasta rojo oscuro, se encuentra 

directamente relacionado con su estructura: los enlaces dobles carbono-carbono 

interactúan entre sí en un proceso llamado conjugación. Mientras el número de enlaces 

dobles conjugados aumenta, la longitud de onda de la luz absorbida también lo hace, 

dando al compuesto una apariencia más rojiza.4 Por ejemplo, el fitoeno que posee 

únicamente tres enlaces dobles conjugados absorbe luz en el rango ultravioleta y 

apareciendo por tanto incoloro a la vista, el licopeno, compuesto que confiere su color rojo 

al tomate contiene 11 enlaces dobles conjugados. Existen también carotenoides de color 

verde (ζ-Caroteno), amarillo (β-caroteno), y anaranjado (neurosporaxantina). En 

organismos fotosintéticos los carotenoides desempeñan un papel vital en los centros de 

reacción, ya sea participando en el proceso de transferencia de energía, o protegiendo el 

centro de reacción contra la auto oxidación.4,13  

En los organismos no fotosintéticos, los carotenoides han sido vinculados a los 

mecanismos de prevención de la oxidación. Los animales son incapaces de sintetizar 

carotenoides y deben obtenerlos a través de su dieta, siendo estos compuestos 

importantes por su función biológica como pro-vitamina A. Como ejemplo de estos 

compuestos en la naturaleza, podemos citar al carotenoide mejor conocido, el que da al 

grupo su nombre, el β-caroteno, encontrado en zanahorias y responsable de su color 

anaranjado brillante.13 

El color rosado del flamenco y el del salmón, y la coloración roja de las langostas, también 

son producidos por carotenoides. Entre las aplicaciones más importantes de los 
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carotenoides podemos mencionar su uso como pigmentos naturales, así como su papel 

como complemento alimenticio.14 

 

2.2.2 Metabolismo de β-caroteno en el organismo animal e importancia de la enzima 

15´15 oxigenasa. 

En los rumiantes se ha visto que el β caroteno contenido en el alimento no es afectado 

por la fermentación ruminal, ya que en este sitio únicamente es liberado  para pasar 

intacto a intestino delgado en donde se absorbe y una parte  de este compuesto es 

convertido en vitamina A por acción de la enzima β-caroteno 15,15´oxigenasa (βCMO1).14  

La vitamina A libre y el β-caroteno son incorporados a las micelas mixtas para luego ser 

absorbidos por transporte activo como retinol o β-caroteno en el duodeno. Dentro de las 

células de la mucosa intestinal, la vitamina A se re-esterifica a palmitato y otros esteres, y 

juntos vitamina A y β-caroteno se incorporan a los quilomicrones y pasan al conducto 

linfático para en el caso de la vitamina A ser almacenada en las células del parénquima 

del hígado como esteres de retinil.4 Para liberar y usar estos esteres se requiere de la 

enzima hidrolasa del retinilpalmitato; la cual produce la forma libre del retinol que es 

transportada a los tejidos periféricos ligada a la proteína transportadora del retinol.15 En el 

caso de β-caroteno, éste puede ser de nuevo cortado por la βCMO1 hepática y convertido 

en vitamina A, o bien pasar a la circulación unido a lipoproteínas (de alta densidad en el 

caso de bovino) y depositarse en aquellos tejidos donde existan lípidos, principalmente en 

el tejido adiposo y en el cuerpo lúteo en las hembras. En la figura 2  se ilustran los 

mecanismos de entrada y transformación del β-caroteno en las diferentes formas de 

vitamina A en la célula. 
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Parte del retinol se puede transformar en retinal y acido retinoico para ser transportado a 

la circulación portal. Otros tejidos tales como el pulmón y el riñón pueden también 

hidrolizar al  β-caroteno.16 

 

Figura 2. Mecanismos de entrada y transformación del β-caroteno en las diferentes 
formas de vitamina A en la célula. El β-Caroteno  se une a lipoproteínas y 
quilomicrones  para ser introducido al citoplasma del enterocito.  Luego la enzima β-
caroteno 15,15´ oxígenasa rompe al β-Caroteno en su enlace central dando origen a 
dos moléculas de retinal (aldehído), que a su vez  por acción de la enzima  ROLDH 
(retinol deshidrogenasa) lo convierte en retinol (alcohol), pero si la enzima RALDH 
(retinal deshidrogenasa) ejerce sobre el retinal dará origen al ácido retinoico. 
 

Respecto a su papel en el metabolismo, la vitamina A juega un papel primario en la 

síntesis de glicoproteínas, dicha vitamina es esencial para mantener la integridad de los 

epitelios, por lo que una hipovitaminosis o deficiencia de vitamina A nos crea una variedad 

amplia de signos en animales con carencias de vitamina A. Algunos signos mas comunes 
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de deficiencia son xeroftalmia (condición caracterizada por resequedad e irritación de la 

cornea y conjuntiva de el ojo que resulta  en nubosidad e infección oftálmica); 

queratinización del epitelio respiratorio, que traen como resultado severas infecciones 

respiratorias, dificultades reproductivas incluyendo abortos y nacimientos con neonatos 

débiles, asociados al espesamiento de la secreción vaginal (alteración del epitelio 

reproductor), fallas reproductivas debidas a efectos adversos  sobre el epitelio 

espermatogénico; se pueden observar también depósitos de acido úrico en riñones 

corazón, hígado y bazo debido a la excreción urinaria creciente del sulfato inorgánico. La  

importancia de la vitamina A  en la formación normal del hueso se relaciona con una 

variedad de signos, tal deficiencia crea una base común  al desarrollo esquelético anormal 

la cual provee una actividad osteoblástica creciente.15 Desordenes nerviosos, ataxia y 

convulsiones ocurren como resultado de la obstrucción parcial de la medula espinal  por la 

compresión de la columna vertebral en animales en crecimiento. La exoftalmia y el 

incremento de la presión cerebroespinal se presentan en los casos de deficiencia de 

vitamina A aparentemente, como resultado de la presión excesiva asociada con la 

constricción de la columna espinal y el foramen óptico.16  

El metabolismo de la vitamina A ha sido ligada con la vitamina E (como un antioxidante en 

la estabilización de las membranas biológicas), vitamina D (en el metabolismo del hueso), 

esteroles (deficiencia de vitamina A reduce la síntesis de colesterol), escualeno (la 

deficiencia incrementa la síntesis de escualeno) y coenzima Q o ubiquinona (la deficiencia 

incrementa la síntesis de ubiquinona en hígado). La deficiencia de vitamina A causa 

atrofia de glándulas adrenales y reduce la gluconeogenesis hepática, por lo que la  

vitamina A esta implicada de cierta manera con la biosíntesis de esteroides suprarrenales 

y del glucógeno.17  
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2.3 Mecanismos de acción de la enzima βCMO1. 

 

Hasta la fecha se han propuesto dos mecanismos  de acción para la ruptura del enlace 

central de β-caroteno por la enzima βCMO1.  El primer mecanismo reportado por Olson  y 

Hayaishi en 1965 es el de “dioxigenasa”.5 Este requiere la presencia de oxigeno molecular 

y produce el intermediario inestable dioxetano, mismo que es convertido rápidamente en 

retinal (se muestra en la figura 3). Recientemente   se propuso  la reacción  de 

“monoxigenasa”.18 En este último modelo los autores mencionan que para que se  lleve a 

cabo este mecanismo se requiere la presencia de dos átomos de oxigeno de fuentes 

diferentes (oxigeno molecular y agua) y que el intermediario que se produce es un 

epóxido. Sin embargo, este segundo mecanismo aun requiere calificar la naturaleza  del 

complejo que debe formarse con un metal, probablemente hierro, requerido para la 

epoxidación; así como para la  extensión en el intercambio de oxigeno  de naturaleza 

molecular o del agua.19 

El β-caroteno es hidrolizado en el intestino por acción enzimática de la β-caroteno 

15,15’oxigenasa para producir retinal que a su vez se reduce para formar retinol. Una vez 

que el β-caroteno se encuentra en el intestino delgado este se solubiliza  por acción de los 

componentes biliares y en conjunto con otros lípidos pasa a formar parte de las micelas 

que el organismo absorbe mediante las vellosidades intestinales.12 En la figura 3 se ilustra 

la acción de la enzima βCMO1 y la importancia del β-caroteno como provitamina A. 
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Figura 3. Ruptura central del β-Caroteno por acción de la enzima BCMO1. 

 

 

2.4 Retinoides. 

Los retinoides (retinol, retinal y el ácido retinóico) son esenciales para todas las formas de 

vida animal. Los retinoides son moléculas importantes en el control del ciclo celular, la 

diferenciación, así como en la muerte celular.4  El ácido retinoico todo-trans tiene 

funciones vitales, se obtiene de la dieta como derivado de la vitamina A, por oxidación 

enzimática del retinol. La capacidad de éste compuesto para regular la expresión de 

cientos de genes a través de su unión a los receptores nucleares es bien conocida.  

El ácido retinoico es el ligando natural primario para el sistema de transcripción basado en 

retinoides, el cual es por si mismo un miembro del grupo de receptores nucleares 

hormonales, el  grupo  de  genes blanco para el sistema de retinoides es amplio y diverso, 

así como sus efectos, tanto transcripcionales como no-transcripcionales.5  La privación o 

la exposición a un exceso de ácido retinoico puede resultar en anormalidades en el 

desarrollo embrionario y en la fisiología del adulto.19  En la figura 4 se observa la 

estructura química de los isómeros principales de retinoides presentes en el organismo 

animal. 
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Figura 4. Formas estructurales que ocurren en  retinoides y β-caroteno.  

 

2.4.1 Receptores de Acido retinoico. 

La acción fisiológica de los retinoides es mediada por los receptores de ácido retinóico 

(RAR) y los receptores X de retinoides (RXR) estos son miembros de una súper  familia 

de receptores nucleares  con factor de transcripción de un ligando dependiente.20 
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Los receptores para acido retinoico  regulan la expresión de ciertos genes por unión a 

secuencias cortas de DNA, llamadas elementos de respuesta. 

Los RAR tienen muchas diferentes funciones transcripcionales según los requerimientos 

del organismo del hospedero  en la regulación de proteínas positiva o negativamente 

(activador o inhibidor) refiriéndose hacia ellas como un coactivador o correpresor 

respectivamente. Por lo que su efecto directo sobre la célula tal y como se observa en la 

figura 5.  

El ácido retinóico todo-trans modula la actividad de la proteína cinasa K, una  proteína que 

regula fundamentalmente  funciones celulares tales como  proliferación, diferenciación, 

tumorigenesis y apoptosis.  

Se ha demostrado que el ácido retinóico incrementa especifica y rápidamente la 

acetilcolina con lo que se involucra en el desarrollo de la sinapsis neuromuscular.21 

 

Figura  5.  Mecanismo  de  acción  de  retinoides.  Dentro  de  la  célula  el  retinol  es  convertido 
enzimáticamente  a  ácido  retinóico  todo‐trans).  Este  es  transportado  al  núcleo  por  CRABP 
(proteína  celular  ligadora  de  ácido  retinóico).  En  el  núcleo  los  receptores  de  ácido  retinoico 
(RAR/RXR)  lo  heterodimerizan  en  genes  blanco,  que  a  su  vez  contienen  RARE  (elementos  de 
respuesta a ácido retinóico). 
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III. JUSTIFICACIÓN. 

 

El conocer las diferencias en la expresión de la enzima β-caroteno 15,15’oxigenasa entre 

bovinos, ovinos y caprinos, así como posibles cambios en la secuencia de nucleótidos de 

la región codificante del gen de dicha enzima entre especies, nos permitirá a futuro 

establecer los mecanismos que afectan la actividad de esta enzima y será de gran ayuda 

para administrar los niveles adecuados de sus precursores o vitamina A como tal a cada 

especie.   

IV. HIPÓTESIS. 

 

Existen diferencias en la secuencia de nucleótidos del cDNA  en la región codificante para 

el gen de la enzima βCMO1 entre bovinos, ovinos y caprinos. 

La expresión del RNA de la enzima βCMO1 mensajero será diferente en tejido hepático y 

duodenal y entre especie (bovina, ovina y caprina). 

 

 

 

 

 

 



20 

 

 

V. OBJETIVOS. 

 

5.1 General. 

Determinar la secuencia de la región codificante del gen de la enzima β-caroteno 

15,15’oxigenasa en ovinos y caprinos y las diferencias en su expresión en el intestino 

delgado e hígado de tres especies rumiantes (bovino, ovino y caprino).  

5.2 Específicos. 

1.- Determinar la secuencia de nucleótidos del DNA complementario que codifica para la 

enzima β-caroteno 15,15´ oxígenasa en ovinos y caprinos. 

2.- Clonar el cDNA de la enzima β caroteno 15,15’ oxígenasa de ovinos y caprinos en un 

vector Topo (TOPO TA Cloning kit ®, Invitrogen). 

3.- Cuantificar la expresión de la enzima β-caroteno 15,15´oxigenasa en duodeno e 

hígado de bovinos, ovinos y caprinos por PCR y PCR de tiempo Real. 
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VI. MATERIAL Y METODOS. 

 

El presente trabajo se realizó en el laboratorio de RuMeN (Rumiología y Metabolismo 

Nutricional), ubicado en el Laboratorio A-03 del Instituto de Neurobiología de la 

Universidad Nacional Autónoma de México campus Juriquilla, Querétaro. 

Se realizó el muestreo aleatorio de duodeno e hígado de bovinos,  ovinos y caprinos, 

cinco de cada especie, en el rastro municipal de la Ciudad de Querétaro. Se transportaron 

al Instituto de Neurobiología, donde se llevaron a cabo  todos los análisis de laboratorio. 

Una vez en el laboratorio se procedió a la obtención de RNA total (Rneasy kit®, Qiagen, 

Apéndice 10.1), y a partir de este se realizó una transcripción reversa, con la enzima 

superscript transcriptasa reversa (RT. Apendice 10.2) (Lifes Technologies, Inc) se obtuvo 

el DNA complementario. Una vez obtenido el producto de RT, este fue amplificado 

mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR. Apendice 10.3) con el uso de 

cebadores específicos basados en el gen βCMO1 Bos taurus (GenBank no. de acceso 

DQ008469).  

Clonación de los cDNA´s. Los productos del PCR fueron ligados en un vector TOPO® 

(apéndice 10.7) y se amplificaron transformando E. coli. Se evaluó la efectividad de la 

transformación  mediante la inserción del gen de resistencia  a ampicilina. Las bacterias 

resistentes a dicho  antibiótico son aquellas positivas a la transformación. Se colectaron  

todas las colonias transformadas, y se comprobó la existencia del inserto del gen de 

interés, para lo cual se secuenció el fragmento en la Unidad de Proteogenómica del 

Instituto de Neurobiología de la UNAM campus  Querétaro.  

La secuenciación se realizó mediante el empleo del ABI PRISM, 310 Genetic Analyzer. 

Esta herramienta de biología molecular se basa en la determinación de la secuencia 
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sucesiva de nucleótidos  en una muestra de DNA. El método más popular para hacerlo se 

llama  método de determinación por dideoxinucleótidos, porque utiliza nucleótidos 

sintéticos  durante la reacción.22 

Para secuenciar una muestra de DNA, este se desnaturaliza durante 5 minutos  a 94°C, 

debido a que el templado de DNA  que se necesita para secuenciar tiene que ser de 

cadena sencilla.  

Ya obtenida la secuencia  completa de la enzima 15,15´ oxigenasa  de ovinos y caprinos 

se cuantificó la expresión del RNAm entre estas dos especies comparándola con la 

presente en los bovinos esto mediante la prueba de PCR cuantitativo (Tiempo real).  En la 

parte final de este trabajo se listan a detalle  la técnica empleada mediante la cual 

pudimos llegar a nuestros resultados de PCR cuantitativo (apéndice 10.5) 

 

VII. RESULTADOS. 

En trabajos previos ya se había obtenido la secuencia completa de la región codificante 

de la enzima β-caroteno 15´15, oxígenasa de bovinos.23 Dicho gen se ubica en el 

cromosoma 8. A.  

La secuencia de nucleótidos encontrados en este trabajo a partir de la especie ovino (Ovis 

aries), la cual comparte un 94% de identidad con  la especie Bos taurus. 
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7.1 βCMO1. Ovis aries 

 

 

1   cagagccctg cacaatggaa attatatttg gcagaaataa gatggagaaa ctggagcctg 

61  tgagggccag agtaaacagc aagattccag cctggctgca gggaaaccct ctgctccgca 

121 ggcctggaat gcacacggtg ggcgagacca gatacaacca ctggttcgat ggcctggcct 

181 tgctccagag cttcaccatc agagatggtg aagtctacta caggagcaaa tacctgagaa 

241 gtgataccta cactggcaat atcgaagcaa acaggattgt ggtgtcagag ttcggaacaa 

301 tggcctatcc agacccctgc aaaaacatat tttccaaagc tttctcctac ctgtcccaca 

361 ccatccccga tttcacagac aactgtctga tcaacatcat gaggtgcgga gaagacttct 

421 atgcgaccac agaggacaat tcatacagga ggatcaaccc ccagaccctg ggaaccctgg 

481 agaaggttga ttttcgtaaa tacgtggctg taaatctggc aacatcacat cctcactacg 

541 atgctgctgg aaatgttctc aacgttggta catccatcgt ggacaagggg aagacaaaat 

601 atgtgatctt taagatccct gccacagtcc cagggggcag gaaggagggc cggagccccc 

661 tgaaggatgc ggaggtcttc tgttccatcg ccgcccgctc cctcctttcc ccgagctatt 

721 accacagctt cggagtcacc gagaactacg tcgttttcct cgagcagcct ttcaagttgg 

781 acatcctcaa gatggccacg gcctacattc ggggcgtgag ctgggcttcc tgcctggcct 

841 tccacgggga ggacaagact cacatccaca tcatcgaccg aaggacgcgg aagcccgtgc 

901 tgaccaagta tcacacggac cccatggtgg tgtttcacca cgtcaacgcc tacgaagagg 

961 acggctgcct cctgttcgat gtcatcgcct atgaggacgg cagcctctac cagctcttct 

1021 gcttggccaa cctgaataag gacttcaagg agaactccag gctcacctcc atgcccaccc 

1081 tcaagaggtt tgtgctgccc ctccacgtgg acaagaatgc agaagtgggc tccaatttaa 

1141 tcaacctgac gtccacaaca gcacgagccc taaaggagaa agatggccaa gtctactgtc 

1201 agccagagtt gctctatgaa ggcttagaac tgcctcggat caattatgcc cacaatggaa 

1261 agccataccg ctatgtcttt gcggctggag tccagtggag ccctaggcca ttgatttacg 

1321 acgcgattcg ccttgccaaa tcctccttga cgtggaaaga ggagaactgc tggccggcgg 

1381 agcccctgtt cgtgcccaca ccaggtgcca aggactatta tgatgggatt atcttatcgg 

1441 ccatagtctc taccgatccc cagaagtcgc cttttctgct ggttctcgat gccagaactt 

1501 ttacggaact ggcccgtgcg tccatcgatg tggagatgca cctggatatc cacgggctgt 

1561 tcatcccaga cgaaggctgg gacctgggga agcaggcccc ttcccgggag gcgccggcca 

1621 gggctgccgc cggacgagcg gccccaagac ctgacagcct ggaggttttg gtcctgggga 

1681 acagctctgc ccagctcacg gctggccccg tcccagggca agggcaggag agtggtcctt 

1741 cgtttcattt cgcatttatt ctttctgcag ctgctttgag tcaaggttga aaaacggaaa 

   1801 cataagtgcg aatcgatgt 
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Y la secuencia  de nucleótidos obtenida  a partir de la especie caprina (Capra hircus) fue 

la siguiente, presentando un 95% de identidad con lo reportado de Bos taurus. 

7.2 βCMO1. Capra hircus. 

1    gagccctg cacaatggaa ataatatttg gcagaaataa gaaggagcaa ctggagcctg 

61  tgagggccag agtaacaggc aagattccag cctggctgca gggaaccctg ctccgcaatg 

121 ggcctggaag gcacacggtg ggcgagacca gctacaacca ctggttcgat ggcctggcct 

181 tgctccacag cttcaccatc agagatggcg aagtctacta cagaagcaaa tacctgagaa 

241 gtgataccta cactgccaat atcgaagcaa acaggattgt ggtgtcagaa ttcggaacaa 

301 tggcctatcc agacccctgc aaaaacatat tttccaaagc tttctcctac ctgtcccaca 

361 ccatccccga tttcacagac aactgtctga tcaacatcat gaggtgtgga gaagacttct 

421 acgcgaccac agagaccagt tacatcagga ggatcaaccc ccagaccctg gaaaccctgg 

481 agaaggttga ttatcgtaaa taggaggctg taaatctggc aacatcgcat cctcaatacg 

541 atgctgctgg aaatgttctc aacgttggca cgtccatcgt ggacaagggg aagacaaaat 

601 acgtgatctt taagatccct gccccagtcc cagggggcag gaaggagggc cggagccccc 

661 tgaaggacgc ggaggtcttc tgttccatcg ccgcccgctc cctcctttcc ccgagctatt 

721 accacagctt cggagtcacc gagaactaca tcattttcct cgagcagcct ttcaagttgg 

781 acatcctcaa gatggccacg gcctacattc ggggcgtgag ctgggcttcc tgcctggcct 

841 tccacgggga ggacaagact cacatcctca tcatcgaccg aaggacgcgg aagcccgtgc 

901 tgagcaagta tcacacggac cccatggtgg tgtttcacca gctcaacgcc tatgaacagg 

961 acggctgcct tcagttcgat gtcatccggt atgaggacgg cagcctctat cagctcttct 

1021 gcttggccaa cctgaataag gacttcaagg agaactccag gctaacctcc gtgcccaccc 

1081 tcaagaggtt cgtgcttccc ctccacgtgg acaagaatgc agaagtgggc tccaatttaa 

1141 tcaacctgtc gtctacaaca gcacgagccc taaaggagaa agatggccaa gtctactgtc 

1201 agccagagtt gctctatgaa ggcttagaac tgcctcggat caattatgcc cacaatggaa 

1261 agccataccg ctatgtcttt gcggctggag tccagtggag ccctaggcca ttgatttacg 

1321 ccgcgattcg ccttgccaag tcctccttga cgtggaaaga ggagcactga tggcccgtgg 

1381 agcccctgtt cgtgcccaca ccaggtgcca aggacgagga tgatgggatt atgttatcgg 

1441 ccatagtctc taccgatccc cagaagtcgc cttttctgat ggttctcgat gccagaacgg 

       1501 ttacggaact ggccc 
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7.3  Alineación βCMO1 Bos taurus , βCMO1 Ovis aries, βCMO1 Capra hircus. 

 
 
 
 Ovis aries         AGAGCCCTGCACAATGGAAATTATATTTGGCAGAAATAAGATGGAGAAACTGGAGCCTGT 
 Capra hircus         ----CCCTGCACAATGGAAATAATATTTGGCAGAAATAAGAAGGAGCAACTGGAGCCTGT 
 Bos taurus         -------------ATGGAAATAATATTTGGCAGAAATAAGAAGGAGCAACTGGAGCCTGT 
                                 ******** ******************* **** ************* 
  
 Ovis aries         GAGGGCCAGAGTAAACAGCAAGATTCCAGCCTGGCTGCAGGGAAACCCTCTGCTCCGCAG 
 Capra hircus        GAGGGCCAGAGTAACAGGCAAGATTCCAGCCTGGCTGCAGGGAACCCTGCTCCGCAATGG 
 Bos taurus         GAGGGCCAGAGTAACAGGCAAGATTCCAGCCTGGCTGCAGGGGATCCTGCTCCGCAATGG 
                   **************   ************************* * **  ** * *    * 
  
 Ovis aries         GCCTGGAATGCACACGGTGGGCGAGACCAGATACAACCACTGGTTCGATGGCCTGGCCTT 
 Capra hircus        GCCTGGAAGGCACACGGTGGGCGAGACCAGCTACAACCACTGGTTCGATGGCCTGGCCTT 
 Bos taurus         GCCTGGGATGCACACGGTGGGCGAGACCAGATACAACCACTGGTTCGATGGCCTGGCCTT 
                   ****** * ********************* ***************************** 
  
 Ovis aries         GCTCCAGAGCTTCACCATCAGAGATGGTGAAGTCTACTACAGGAGCAAATACCTGAGAAG 
 Capra hircus        GCTCCACAGCTTCACCATCAGAGATGGCGAAGTCTACTACAGAAGCAAATACCTGAGAAG 
 Bos taurus         GCTCCACAGCTTCACCATCAGAGATGGTGAAGTCTACTACAGGAGCAAATACCTGAGAAG 
                   ****** ******************** ************** ***************** 
  
 Ovis aries         TGATACCTACACTGGCAATATCGAAGCAAACAGGATTGTGGTGTCAGAGTTCGGAACAAT 
 Capra hircus        TGATACCTACACTGCCAATATCGAAGCAAACAGGATTGTGGTGTCAGAATTCGGAACAAT 
 Bos taurus         TGATACCTACACTGCCAACATCGAAGCAAACAGGATTGTGGTGTCAGAATTCGGAACAAT 
                   ************** *** ***************************** *********** 
  
 Ovis aries         GGCCTATCCAGACCCCTGCAAAAACATATTTTCCAAAGCTTTCTCCTACCTGTCCCACAC 
 Capra hircus        GGCCTATCCAGACCCCTGCAAAAACATATTTTCCAAAGCTTTCTCCTACCTGTCCCACAC 
 Bos taurus         GGCCTATCCAGACCCCTGCAAAAACATATTTTCCAAAGCTTTCTCCTACCTGTCCCACAC 
                   ************************************************************ 
  
 Ovis aries         CATCCCCGATTTCACAGACAACTGTCTGATCAACATCATGAGGTGCGGAGAAGACTTCTA 
 Capra hircus        CATCCCCGATTTCACAGACAACTGTCTGATCAACATCATGAGGTGTGGAGAAGACTTCTA 
 Bos taurus        TATCCCCGATTTCACAGACAACTGTCTGATCAACATCAGGAGGTGCGGAGAAGACTTCTA 
                     ************************************* ****** ************** 
  
 Ovis aries         TGCGACCACAGAGGACAATTCATACAGGAGGATCAACCCCCAGACCCTGGGAACCCTGGA 
 Capra hircus        CGCGACCACAGAGACCAGTTACATCAGGAGGATCAACCCCCAGACCCTGGAAACCCTGGA 
 Bos taurus        CGCGACCACAGAGACCAGTTACATCAGGAGGATCAACCCCCAGACCCTGGAAACCCTGGA 
                     ************  ** **    ************************** ********* 
  
 Ovis aries        GAAGGTTGATTTTCGTAAATACGTGGCTGTAAATCTGGCAACATCACATCCTCACTACGA 
 Capra hircus        GAAGGTTGATTATCGTAAATAGGAGGCTGTAAATCTGGCAACATCGCATCCTCAATACGA 
 Bos taurus         GAAGGTTGATTTTCGTAAATATGTGGCTGTAAATCTGGCAACTTCACATCCTCACTACGA 
                   *********** ********* * ****************** ** ******** ***** 
  
 Ovis aries         TGCTGCTGGAAATGTTCTCAACGTTGGTACATCCATCGTGGACAAGGGGAAGACAAAATA 
 Capra hircus        TGCTGCTGGAAATGTTCTCAACGTTGGCACGTCCATCGTGGACAAGGGGAAGACAAAATA 
 Bos taurus         CGCTGCTGGAAATGTTCTCAATGTTGGCACGTCCATCGTGGACAAGGGGAAGACAAAATA 
                     ******************** ***** ** ***************************** 
  
 Ovis aries         TGTGATCTTTAAGATCCCTGCCACAGTCCCAGGGGGCAGGAAGGAGGGCCGGAGCCCCCT 
 Capra hircus         CGTGATCTTTAAGATCCCTGCCCCAGTCCCAGGGGGCAGGAAGGAGGGCCGGAGCCCCCT 
 Bos taurus         CGTGATCTTTAAGATCCCTGCCCCAGTCCCAGGGGGCAGGAAGGAGGGCCGGAGCCCCCT 
                     ********************* ************************************* 
  
 Ovis aries         GAAGGATGCGGAGGTCTTCTGTTCCATCGCCGCCCGCTCCCTCCTTTCCCCGAGCTATTA 
 Capra hircus        GAAGGACGCGGAGGTCTTCTGTTCCATCGCCGCCCGCTCCCTCCTTTCCCCGAGCTATTA 
 Bos taurus         GAAGGACACGGAGGTCTTCTGCTCCATCGCCGCCCACTCCCTCCTCTCCCCGAGCTATTA 
                   ******  ************* ************* ********* ************** 
  
 Ovis aries         CCACAGCTTCGGAGTCACCGAGAACTACGTCGTTTTCCTCGAGCAGCCTTTCAAGTTGGA 
 Capra hircus        CCACAGCTTCGGAGTCACCGAGAACTACATCATTTTCCTCGAGCAGCCTTTCAAGTTGGA 
 Bos taurus         CCACAGCTTCGGAGTCAGCGAGAACTACATCATTTTCCTCGAGCAGCCTTTCAAGTTGGA 
                   ***************** ********** ** **************************** 
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 Ovis aries         CATCCTCAAGATGGCCACGGCCTACATTCGGGGCGTGAGCTGGGCTTCCTGCCTGGCCTT 
 Capra hircus        CATCCTCAAGATGGCCACGGCCTACATTCGGGGCGTGAGCTGGGCTTCCTGCCTGGCCTT 
 Bos taurus         CATCCTCAAGATGGCCACGGCTTACATTCGGGGTGTGAGCTGGGCTTCCTGCCTGGCCTT 
                   ********************* *********** ************************** 
  
 Ovis aries         CCACGGGGAGGACAAGACTCACATCCACATCATCGACCGAAGGACGCGGAAGCCCGTGCT 
 Capra hircus        CCACGGGGAGGACAAGACTCACATCCTCATCATCGACCGAAGGACGCGGAAGCCCGTGCT 
 Bos taurus         CCACGGGGAGGACAAGACTCACATCCACATCATCGACCGAAGGACGCGGAAGCCCGTGCC 
                   ************************** ********************************  
  
 Ovis aries         GACCAAGTATCACACGGACCCCATGGTGGTGTTTCACCACGTCAACGCCTACGAAGAGGA 
 Capra hircus        GAGCAAGTATCACACGGACCCCATGGTGGTGTTTCACCAGCTCAACGCCTATGAACAGGA 
 Bos taurus         GACCAAGTATCACACGGACCCCATGGTGGTATTTCACCACGTCAATGCCTACGAGGAGGA 
                   ** *************************** ********  **** ***** **  **** 
  
 Ovis aries        CGGCTGCCTCCTGTTCGATGTCATCGCCTATGAGGACGGCAGCCTCTACCAGCTCTTCTG 
 Capra hircus        CGGCTGCCTTCAGTTCGATGTCATCCGGTATGAGGACGGCAGCCTCTATCAGCTCTTCTG 
 Bos taurus        CGGCTGCCTCCTGTTCGATGTCATCACCTACGAGGACGGCAGCCTCTACCAGCTCTTCTA 
                   ********* * *************   ** ***************** **********  
  
 Ovis aries         CTTGGCCAACCTGAATAAGGACTTCAAGGAGAACTCCAGGCTCACCTCCATGCCCACCCT 
 Capra hircus        CTTGGCCAACCTGAATAAGGACTTCAAGGAGAACTCCAGGCTAACCTCCGTGCCCACCCT 
 Bos taurus         CTTGGCCAACCTGAACGAGGACTTTAAGGAGAACTCCAGGCTCACCTCCATGCCCACCCT 
                   ***************  ******* ***************** ****** ********** 
  
 Ovis aries         CAAGAGGTTTGTGCTGCCCCTCCACGTGGACAAGAATGCAGAAGTGGGCTCCAATTTAAT 
 Capra hircus        CAAGAGGTTCGTGCTTCCCCTCCACGTGGACAAGAATGCAGAAGTGGGCTCCAATTTAAT 
 Bos taurus         CAAGAGGTTCGTGCTTCCCCTCCACGTGGACAAGAATGCAGAAGTGGGCTCCAATTTAAT 
                   ********* ***** ******************************************** 
  
 Ovis aries         CAACCTGACGTCCACAACAGCACGAGCCCTAAAGGAGAAAGATGGCCAAGTCTACTGTCA 
 Capra hircus        CAACCTGTCGTCTACAACAGCACGAGCCCTAAAGGAGAAAGATGGCCAAGTCTACTGTCA 
 Bos taurus         CAAACTGTCGTCTACAACAGCACGAGCCCTAAAGGAAAAAGATGACCAGGTCTACTGTCA 
                   *** *** **** *********************** ******* *** *********** 
  
 Ovis aries         GCCAGAGTTGCTCTATGAAGGCTTAGAACTGCCTCGGATCAATTATGCCCACAATGGAAA 
 Capra hircus        GCCAGAGTTGCTCTATGAAGGCTTAGAACTGCCTCGGATCAATTATGCCCACAATGGAAA 
 Bos taurus          GCCGGAGTTGCTCTGTGAAGGCTTAGAACTGCCTCACATCAATTATGCCCACAATGGGCA 
                   *** ********** ********************  ********************  * 
  
 Ovis aries         GCCATACCGCTATGTCTTTGCGGCTGGAGTCCAGTGGAGCCCTAGGCCATTGATTTACGA 
 Capra hircus        GCCATACCGCTATGTCTTTGCGGCTGGAGTCCAGTGGAGCCCTAGGCCATTGATTTACGC 
 Bos taurus         GCCATACCGCTATATCTTTGCTGCTGGAGTCCAGTGGAGCCCTAGGCCATTGATTTACGC 
                   ************* ******* *************************************  
  
 Ovis aries         CGCGATTCGCCTTGCCAAATCCTCCTTGACGTGGAAAGAGGAGAACTGCTGGCCGGCGGA 
 Capra hircus        CGCGATTCGCCTTGCCAAGTCCTCCTTGACGTGGAAAGAGGAGCACTGATGGCCCGTGGA 
 Bos taurus         CGCGATTCGCCTTGCCAAGTCCTCCTTGACGTGGAAAGAGGAGCACTGCTGGCCGGCGGA 
                   ****************** ************************ **** ***** * *** 
  
 Ovis aries         GCCCCTGTTCGTGCCCACACCAGGTGCCAAGGACTATTATGATGGGATTATCTTATCGGC 
 Capra hircus        GCCCCTGTTCGTGCCCACACCAGGTGCCAAGGACGAGGATGATGGGATTATGTTATCGGC 
 Bos taurus         GCCCCTGTTCGTGCCCACACCAGGTGCCAAGGACGAGGATGATGGGATTATCTTATCGGC 
                   ********************************** *  ************* ******** 
  
 Ovis aries         CATAGTCTCTACCGATCCCCAGAAGTCGCCTTTTCTGCTGGTTCTCGATGCCAGAACTTT 
 Capra hircus        CATAGTCTCTACCGATCCCCAGAAGTCGCCTTTTCTGATGGTTCTCGATGCCAGAACGGT 
 Bos taurus         CATAGTCTCTACCGATCCCCAGAAGTCGCCTTTTCTGCTGGTTCTCGATGCCAGAACTTT 
                   ************************************* *******************  * 
  
 Ovis aries         TACGGAACTGGCCCGTGCGTCCATCGATGTGGAGATGCACCTGGATATCCACGGGCTGTT 
 Capra hircus        TACGGAACTGGCCC---------------------------------------------- 
 Bos taurus         TACGGAACTGGCCCGCGCGTCCGTCGATGTGGAGATGCACCTGGATTTCCACGGGCTGTT 
                   **************                                               
  
 Ovis aries         CATCCCAGACGAAGGCTGGGACCTGGGGAAGCAGGCCCCTTCCCGGGAGGCGCCGGCCAG 
 Capra hircus        ------------------------------------------------------------ 
 Bos taurus         CATCCCAGATGCAGGCAGGGACCCGGGGAAGCAGGCCCCTTCCCAGGAGGCGCCGGCCAG 
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 Ovis aries         GGCTGCCGCCGGACGAGCGGCCCCAAGACCTGACAGCCTGGAGGTTTTGGTCCTGGGGAA 
 Capra hircus        ------------------------------------------------------------ 
 Bos taurus         GGCTGCCGCCGGACGTGCGGCCCCAAGAACTGACAGCCTGGAGGCTTTGGTCCTGGGGAC 
                                                                              
  
 Ovis aries         CAGCTCTGCCCAGCTCACGGCTGGCCCCGTCCCAGGGCAAGGGCAGGAGAGTGGTCCTTC 
 Capra hircus        ------------------------------------------------------------ 
 Bos taurus         CAGCTCCGCCCAGCTCACGGCTGTCCCCGCCCCGGGGGAAGGGCGGGAGAGTGGTCCTTC 
                                                                              
  
 Ovis aries         GTTTCATTTCGCATTTATTCTTTCTGCAGCTGCTTTGAGTCAAGGTTGAAAAACGGAAAC 
 Capra hircus        ------------------------------------------------------------ 
 Bos taurus         GTTCCATTTCGCACATATTCTTTCCGCAGCTGCTTTGAGTCAAAATTCTGAAACGGAAAC 
 

7.4 Alineación  nucleótidos βCMO1 Ovis aries - βCMO1 Capra hircus. 

 
 Ovis aries         AGAGCCCTGCACAATGGAAATTATATTTGGCAGAAATAAGATGGAGAAACTGGAGCCTGT 
 Capra hircus        ----CCCTGCACAATGGAAATAATATTTGGCAGAAATAAGAAGGAGCAACTGGAGCCTGT 
                          ***************** ******************* **** ************* 
  
 Ovis aries         GAGGGCCAGAGTAAACAGCAAGATTCCAGCCTGGCTGCAGGGAAACCCTCTGCTCCGCAG 
 Capra hircus        GAGGGCCAGAGTAACAGGCAAGATTCCAGCCTGGCTGCAGGGAACCCTGCTCCGCAATGG 
                   **************   *************************** **  ** * *    * 
  
 Ovis aries         GCCTGGAATGCACACGGTGGGCGAGACCAGATACAACCACTGGTTCGATGGCCTGGCCTT 
 Capra hircus        GCCTGGAAGGCACACGGTGGGCGAGACCAGCTACAACCACTGGTTCGATGGCCTGGCCTT 
                   ******** ********************* ***************************** 
  
 Ovis aries         GCTCCAGAGCTTCACCATCAGAGATGGTGAAGTCTACTACAGGAGCAAATACCTGAGAAG 
 Capra hircus        GCTCCACAGCTTCACCATCAGAGATGGCGAAGTCTACTACAGAAGCAAATACCTGAGAAG 
                   ****** ******************** ************** ***************** 
  
 Ovis aries         TGATACCTACACTGGCAATATCGAAGCAAACAGGATTGTGGTGTCAGAGTTCGGAACAAT 
 Capra hircus        TGATACCTACACTGCCAATATCGAAGCAAACAGGATTGTGGTGTCAGAATTCGGAACAAT 
                   ************** ********************************* *********** 
  
 Ovis aries         GGCCTATCCAGACCCCTGCAAAAACATATTTTCCAAAGCTTTCTCCTACCTGTCCCACAC 
 Capra hircus        GGCCTATCCAGACCCCTGCAAAAACATATTTTCCAAAGCTTTCTCCTACCTGTCCCACAC 
                   ************************************************************ 
  
 Ovis aries         CATCCCCGATTTCACAGACAACTGTCTGATCAACATCATGAGGTGCGGAGAAGACTTCTA 
 Capra hircus        CATCCCCGATTTCACAGACAACTGTCTGATCAACATCATGAGGTGTGGAGAAGACTTCTA 
                   ********************************************* ************** 
  
 Ovis aries         TGCGACCACAGAGGACAATTCATACAGGAGGATCAACCCCCAGACCCTGGGAACCCTGGA 
 Capra hircus        CGCGACCACAGAGACCAGTTACATCAGGAGGATCAACCCCCAGACCCTGGAAACCCTGGA 
                    ************   ** **    ************************** ********* 
 
 Ovis aries         GAAGGTTGATTTTCGTAAATACGTGGCTGTAAATCTGGCAACATCACATCCTCACTACGA 
 Capra hircus      GAAGGTTGATTATCGTAAATAGGAGGCTGTAAATCTGGCAACATCGCATCCTCAATACGA 
                   *********** ********* * ********************* ******** ***** 
  
 Ovis aries        TGCTGCTGGAAATGTTCTCAACGTTGGTACATCCATCGTGGACAAGGGGAAGACAAAATA 
 Capra hircus        TGCTGCTGGAAATGTTCTCAACGTTGGCACGTCCATCGTGGACAAGGGGAAGACAAAATA 
                   *************************** ** ***************************** 
  
 Ovis aries         TGTGATCTTTAAGATCCCTGCCACAGTCCCAGGGGGCAGGAAGGAGGGCCGGAGCCCCCT 
 Capra hircus        CGTGATCTTTAAGATCCCTGCCCCAGTCCCAGGGGGCAGGAAGGAGGGCCGGAGCCCCCT 
                     ********************* ************************************* 
  
 Ovis aries         GAAGGATGCGGAGGTCTTCTGTTCCATCGCCGCCCGCTCCCTCCTTTCCCCGAGCTATTA 
 Capra hircus        GAAGGACGCGGAGGTCTTCTGTTCCATCGCCGCCCGCTCCCTCCTTTCCCCGAGCTATTA 
                   ****** ***************************************************** 
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 Ovis aries        CCACAGCTTCGGAGTCACCGAGAACTACGTCGTTTTCCTCGAGCAGCCTTTCAAGTTGGA 
 Capra hircus        CCACAGCTTCGGAGTCACCGAGAACTACATCATTTTCCTCGAGCAGCCTTTCAAGTTGGA 
                   **************************** ** **************************** 
  
 
 Ovis aries       CATCCTCAAGATGGCCACGGCCTACATTCGGGGCGTGAGCTGGGCTTCCTGCCTGGCCTT 
 Capra hircus        CATCCTCAAGATGGCCACGGCCTACATTCGGGGCGTGAGCTGGGCTTCCTGCCTGGCCTT 
                   ************************************************************ 
  
 Ovis aries         CCACGGGGAGGACAAGACTCACATCCACATCATCGACCGAAGGACGCGGAAGCCCGTGCT 
 Capra hircus        CCACGGGGAGGACAAGACTCACATCCTCATCATCGACCGAAGGACGCGGAAGCCCGTGCT 
                   ************************** ********************************* 
  
 Ovis aries         GACCAAGTATCACACGGACCCCATGGTGGTGTTTCACCACGTCAACGCCTACGAAGAGGA 
 Capra hircus        GAGCAAGTATCACACGGACCCCATGGTGGTGTTTCACCAGCTCAACGCCTATGAACAGGA 
                   ** ************************************  ********** *** **** 
  
 Ovis aries        CGGCTGCCTCCTGTTCGATGTCATCGCCTATGAGGACGGCAGCCTCTACCAGCTCTTCTG 
 Capra hircus      CGGCTGCCTTCAGTTCGATGTCATCCGGTATGAGGACGGCAGCCTCTATCAGCTCTTCTG 
                   ********* * *************   ******************** *********** 
  
 Ovis aries         CTTGGCCAACCTGAATAAGGACTTCAAGGAGAACTCCAGGCTCACCTCCATGCCCACCCT 
 Capra hircus        CTTGGCCAACCTGAATAAGGACTTCAAGGAGAACTCCAGGCTAACCTCCGTGCCCACCCT 
                   ****************************************** ****** ********** 
  
 Ovis aries        CAAGAGGTTTGTGCTGCCCCTCCACGTGGACAAGAATGCAGAAGTGGGCTCCAATTTAAT 
 Capra hircus        CAAGAGGTTCGTGCTTCCCCTCCACGTGGACAAGAATGCAGAAGTGGGCTCCAATTTAAT 
                   ********* ***** ******************************************** 
  
 Ovis aries         CAACCTGACGTCCACAACAGCACGAGCCCTAAAGGAGAAAGATGGCCAAGTCTACTGTCA 
 Capra hircus        CAACCTGTCGTCTACAACAGCACGAGCCCTAAAGGAGAAAGATGGCCAAGTCTACTGTCA 
                   ******* **** *********************************************** 
  
 Ovis aries        GCCAGAGTTGCTCTATGAAGGCTTAGAACTGCCTCGGATCAATTATGCCCACAATGGAAA 
 Capra hircus        GCCAGAGTTGCTCTATGAAGGCTTAGAACTGCCTCGGATCAATTATGCCCACAATGGAAA 
                   ************************************************************ 
  
 Ovis aries        GCCATACCGCTATGTCTTTGCGGCTGGAGTCCAGTGGAGCCCTAGGCCATTGATTTACGA 
 Capra hircus        GCCATACCGCTATGTCTTTGCGGCTGGAGTCCAGTGGAGCCCTAGGCCATTGATTTACGC 
                   ***********************************************************  
  
 Ovis aries         CGCGATTCGCCTTGCCAAATCCTCCTTGACGTGGAAAGAGGAGAACTGCTGGCCGGCGGA 
 Capra hircus       CGCGATTCGCCTTGCCAAGTCCTCCTTGACGTGGAAAGAGGAGCACTGATGGCCCGTGGA 
                   ****************** ************************ **** ***** * *** 
  
 Ovis aries       GCCCCTGTTCGTGCCCACACCAGGTGCCAAGGACTATTATGATGGGATTATCTTATCGGC 
 Capra hircus        GCCCCTGTTCGTGCCCACACCAGGTGCCAAGGACGAGGATGATGGGATTATGTTATCGGC 
                   ********************************** *  ************* ******** 
  
 Ovis aries        CATAGTCTCTACCGATCCCCAGAAGTCGCCTTTTCTGCTGGTTCTCGATGCCAGAACTTT 
 Capra hircus       CATAGTCTCTACCGATCCCCAGAAGTCGCCTTTTCTGATGGTTCTCGATGCCAGAACGGT 
                   ************************************* *******************  * 
  
 Ovis aries         TACGGAACTGGCCCGTGCGTCCATCGATGTGGAGATGCACCTGGATATCCACGGGCTGTT 
 Capra hircus       TACGGAACTGGCCC---------------------------------------------- 
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7.5 Secuencia de aminoácidos de la enzima βCMO1 de bovinos, ovinos y caprinos. 

Aminoácidos BCMO1. Bos taurus 

MEIIFGRNKKEQLEPVRARVTGKIPAWLQGILLRNGPGMHTVGETRYNHWFDGLALLHSFTIRDGEVYYRSKYLRSDTYTANIEANRIVVSE
FGTMAYPDPCKNIFSKAFSYLSHTIPDFTDNCLINIRRCGEDFYATTETSYIRRINPQTLETLEKVDFRKYVAVNLATSHPHYDAAGNVLNV
GTSIVDKGKTKYVIFKIPAPVPGGRKEGRSPLKDTEVFCSIAAHSLLSPSYYHSFGVSENYIIFLEQPFKLDILKMATAYIRGVSWASCLAF
HGEDKTHIHIIDRRTRKPVPTKYHTDPMVVFHHVNAYEEDGCLLFDVITYEDGSLYQLFYLANLNEDFKENSRLTSMPTLKRFVLPLHVDKN
AEVGSNLIKLSSTTARALKEKDDQVYCQPELLCEGLELPHINYAHNGQPYRYIFAAGVQWSPRPLIYAAIRLAKSSLTWKEEHCWPAEPLFV
PTPGAKDEDDGIILSAIVSTDPQKSPFLLVLDARTFTELARASVDVEMHLDFHGLFIPDAGRDPGKQAPSQEAPARAAAGRAAPRTDSLEAL
VLGTSSAQLTAVPAPGEGRESGPSFHFAHILSAAALSQNSETET*X 

 

Aminoácidos CBMO1. Ovis aries 

MEIIFGRNKMEKLEPVRARVNSKIPAWLQGNPLLRRPGMHTVGETRYNHWFDGLALLQSFTIRDGEVYYRSKYLRSDTYTGNIEANRIVVSE
FGTMAYPDPCKNIFSKAFSYLSHTIPDFTDNCLINIMRCGEDFYATTEDNSYRRINPQTLGTLEKVDFRKYVAVNLATSHPHYDAAGNVLNV
GTSIVDKGKTKYVIFKIPATVPGGRKEGRSPLKDAEVFCSIAARSLLSPSYYHSFGVTENYVVFLEQPFKLDILKMATAYIRGVSWASCLAF
HGEDKTHIHIIDRRTRKPVLTKYHTDPMVVFHHVNAYEEDGCLLFDVIAYEDGSLYQLFCLANLNKDFKENSRLTSMPTLKRFVLPLHVDKN
AEVGSNLINLTSTTARALKEKDGQVYCQPELLYEGLELPRINYAHNGKPYRYVFAAGVQWSPRPLIYDAIRLAKSSLTWKEENCWPAEPLFV
PTPGAKDYYDGIILSAIVSTDPQKSPFLLVLDARTFTELARASIDVEMHLDIHGLFIPDEGWDLGKQAPSREAPARAAAGRAAPRPDSLEVL
VLGNSSAQLTAGPVPGQGQESGPSFHFAFILSAAALSQG*KTET*VX 

 

Aminoácidos BCMO3. Capra hircus 

MEIIFGRNKKEQLEPVRARVTGKIPAWLQGTLLRNGPGRHTVGETSYNHWFDGLALLHSFTIRDGEVYYRSKYLRSDTYTANIEANRIVVSE
FGTMAYPDPCKNIFSKAFSYLSHTIPDFTDNCLINIMRCGEDFYATTETSYIRRINPQTLETLEKVDYRK*EAVNLATSHPQYDAAGNVLNV
GTSIVDKGKTKYVIFKIPAPVPGGRKEGRSPLKDAEVFCSIAARSLLSPSYYHSFGVTENYIIFLEQPFKLDILKMATAYIRGVSWASCLAF
HGEDKTHILIIDRRTRKPVLSKYHTDPMVVFHQLNAYEQDGCLQFDVIRYEDGSLYQLFCLANLNKDFKENSRLTSVPTLKRFVLPLHVDKN
AEVGSNLINLSSTTARALKEKDGQVYCQPELLYEGLELPRINYAHNGKPYRYVFAAGVQWSPRPLIYAAIRLAKSSLTWKEEH*WPVEPLFV
PTPGAKDEDDGIMLSAIVSTDPQKSPFLMVLDARTVTELAX 

 

 

7.6 Alineación  secuencia de aminoácidos. 

 

secuencia 1 BCMO1 Bos taurus.  

seuencia  2 BCMO1 Ovis aries.              

secuencia 3 BCMO1 Capra hircus. 
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 Bos taurus         ----MEIIFGRNKKEQLEPVRARVTGKIPAWLQGILLRNGPGMHTVGETRYNHWFDGLAL 

 Capra hircus        ----MEIIFGRNKKEQLEPVRARVTGKIPAWLQGTLLRNGPGRHTVGETSYNHWFDGLAL 

 Ovis aries         EPCTMEIIFGRNKMEKLEPVRARVNSKIPAWLQGNPLLRRPGMHTVGETRYNHWFDGLAL 

                        ********* *:********..********  * . ** ****** ********** 

 

 Bos taurus         LHSFTIRDGEVYYRSKYLRSDTYTANIEANRIVVSEFGTMAYPDPCKNIFSKAFSYLSHT 

 Capra hircus        LHSFTIRDGEVYYRSKYLRSDTYTANIEANRIVVSEFGTMAYPDPCKNIFSKAFSYLSHT 

 Ovis aries         LQSFTIRDGEVYYRSKYLRSDTYTGNIEANRIVVSEFGTMAYPDPCKNIFSKAFSYLSHT 

                   *:**********************.*********************************** 

  

 Bos taurus        IPDFTDNCLINIRRCGEDFYATTETSYIRRINPQTLETLEKVDFRKYVAVNLATSHPHYD 

 Capra hircus       IPDFTDNCLINIMRCGEDFYATTETSYIRRINPQTLETLEKVDYRK-EAVNLATSHPQYD 

 Ovis aries     IPDFTDNCLINIMRCGEDFYATTEDNSYRRINPQTLGTLEKVDFRKYVAVNLATSHPHYD 

                   ************ *********** .  ******** ******:**  *********:** 

  

 Bos taurus        AAGNVLNVGTSIVDKGKTKYVIFKIPAPVPGGRKEGRSPLKDTEVFCSIAAHSLLSPSYY 

 Capra hircus        AAGNVLNVGTSIVDKGKTKYVIFKIPAPVPGGRKEGRSPLKDAEVFCSIAARSLLSPSYY 

 Ovis aries      AAGNVLNVGTSIVDKGKTKYVIFKIPATVPGGRKEGRSPLKDAEVFCSIAARSLLSPSYY 

                   ***************************.**************:********:******** 

  

 Bos taurus        HSFGVSENYIIFLEQPFKLDILKMATAYIRGVSWASCLAFHGEDKTHIHIIDRRTRKPVP 

 Capra hircus      HSFGVTENYIIFLEQPFKLDILKMATAYIRGVSWASCLAFHGEDKTHILIIDRRTRKPVL 

 Ovis aries      HSFGVTENYVVFLEQPFKLDILKMATAYIRGVSWASCLAFHGEDKTHIHIIDRRTRKPVL 

                   *****:***::************************************* **********  

  

 Bos taurus      TKYHTDPMVVFHHVNAYEEDGCLLFDVITYEDGSLYQLFYLANLNEDFKENSRLTSMPTL 

 Capra hircus    SKYHTDPMVVFHQLNAYEQDGCLQFDVIRYEDGSLYQLFCLANLNKDFKENSRLTSVPTL 

 Ovis aries      TKYHTDPMVVFHHVNAYEEDGCLLFDVIAYEDGSLYQLFCLANLNKDFKENSRLTSMPTL 

                   :***********::****:**** **** ********** *****:**********:*** 
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 Bos taurus   KRFVLPLHVDKNAEVGSNLIKLSSTTARALKEKDDQVYCQPELLCEGLELPHINYAHNGQ 

 Capra hircus    KRFVLPLHVDKNAEVGSNLINLSSTTARALKEKDGQVYCQPELLYEGLELPRINYAHNGK 

 Ovis aries    KRFVLPLHVDKNAEVGSNLINLTSTTARALKEKDGQVYCQPELLYEGLELPRINYAHNGK 

                   ********************:*:***********.********* ******:*******: 

  

 Bos taurus      PYRYIFAAGVQWSPRPLIYAAIRLAKSSLTWKEEHCWPAEPLFVPTPGAKDEDDGIILSA 

 Capra hircus    PYRYVFAAGVQWSPRPLIYAAIRLAKSSLTWKEEH-WPVEPLFVPTPGAKDEDDGIMLSA 

 Ovis aries       PYRYVFAAGVQWSPRPLIYDAIRLAKSSLTWKEENCWPAEPLFVPTPGAKDYYDGIILSA 

                   ****:************** **************: **.************  ***:*** 

  

 Bos taurus    IVSTDPQKSPFLLVLDARTFTELARASVDVEMHLDFHGLFIPDAGRDPGKQAPSQEAPAR 

 Capra hircus    IVSTDPQKSPFLMVLDARTVTELAX----------------------------------- 

 Ovis aries    IVSTDPQKSPFLLVLDARTFTELARASIDVEMHLDIHGLFIPDEGWDLGKQAPSREAPAR 

                   ************:******.**** 

 

7.7 Análisis Estadístico PCR cuantitativo. 

Para el análisis de los resultados obtenidos en el experimento de PCR cuantitativo, se 

empleó un diseño estadístico completamente al azar con arreglo factorial, tomando en 

cuenta el número de copias del mensajero de la βCMO1. 

El modelo empleado fue: 

Y = μ + Ei + Oj + EOij + eij 

Donde: 

Y =  Variable de respuesta : número de copias del mensajero de la βCMO1; 

μ = Media de la poblacional; 

Ei = Efecto de especie en su i-ésimo nivel;   



32 

 

Oj = Efecto del órgano en su jotaésimo nivel; 

EOij = interacción especie órgano  

e = error experimental.  

A partir de  este modelo  estadístico se obtuvieron los resultados que se muestran en el 

cuadro 3; que ilustra los niveles de expresión del RNAm para la enzima βCMO1 en tejido 

hepático y duodenal de bovinos, ovinos y caprinos.     

Cuadro 3. Diferencias en la expresión βCMO1. 

Especie / Órgano Niveles de  expresión EE 

Ovino hígado 23.162 ab 0.19

Ovino duodeno 23.054 bc 0.19

Caprino hígado 22.090 c 0.19

Caprino duodeno 22.802 c 0.19

Bovino hígado 22.597 c 0.19

Bovino duodeno 22.375 c 0.19

 

a, b, c indican diferencias significativas, P< 0.01,  n=6 
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VIII. DISCUSIÓN. 

 

8.1 Secuencia del cDNA para la enzima βCMO1 de ovinos y caprinos. 

La finalización del ganado bovino en pastoreo trae como consecuencia la obtención de 

canales con la grasa amarilla  debido a que los forrajes posee un elevado contenido de 

carotenoides; y como se ha explicado  anteriormente los carotenoides  son componentes 

naturales normales en  forrajes verdes, dichos carotenoides dentro del organismo animal  

cumplen con una función primordial como provitamina A, sin embargo,  al ser consumidos 

en concentraciones elevadas, estos carotenoides y principalmente el β-caroteno, no son 

metabolizados en su totalidad en el organismo animal y tienden a depositarse en el tejido 

adiposo.24, 25  

Como se ha mencionado  a lo largo de este escrito, un  objetivo  central de este trabajo ha 

sido comparar la secuencia de nucleótidos de la región del codificante de la enzima 

βCMO1 entre especies de rumiantes domésticos y que por las  características 

económicas del país ha sido más redituable su producción en pastoreo, además,  se sabe  

que las cabras y los ovinos al ser alimentadas en pastoreo no pigmentan con  β-caroteno 

y por lo tanto no presentan grasa amarilla en sus canales, por tal razón la importancia de 

conocer y comparar la secuencia de nucleótidos de tal enzima entre estas especies. 

Aunque la coloración amarilla de la grasa de la canal por efecto de la finalización en 

pastoreo no afecta la calidad, ni el valor  nutritivo de la carne, esto toma importancia 

relevante cuando se torna un problema económico, ya que dificulta la comercialización y 

demerita el precio de las canales de los bovinos, cuya merma es cercana al 10% de estos 

animales provenientes de pastoreo.26  Tales perdidas pueden alcanzar hasta 100 millones 

de pesos al año.27 
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La enzima βCMO1 es la primera enzima responsable de la ruptura del β-caroteno para 

formar retinal o Vitamina A en el organismo animal. El retinal recién formado ya no posee  

capacidad de pigmentar los tejidos hacia  los cuales se distribuye y almacena posterior a 

ser formada.28 

Dicho lo anterior se decidió trabajar con muestras de hígado y duodeno puesto que se 

sabe que es donde más expresión existe de BCMO1.28  Hasta ahora no existen reportes  

de trabajos que  hayan realizado estudios o investigaciones sobre determinación de la 

secuencia de βCMO1 en ovinos y caprinos.  

Tal como lo señala Morales(23) en las posiciones 172, 237, 308 y 513 de los aminoácidos 

se encuentran histidinas unidas a Fe2+, lo que señala la alta conservación de éstos sitios, 

ya que la pérdida de éstas uniones produce pérdida de actividad. Será importante 

comparar en un futuro los cristales de éstas proteínas, lo que permitirá dilucidar las 

diferencias entre las actividades de dicha enzima entre éstas tres especies de rumiantes. 

 

8.2 Expresión de βCMO1. 

Por reportes previos se sabe que esta  enzima también tiene actividad en otros tejidos 

como riñón, ovario y testículo; sin embargo, también es importante tener en cuenta el 

número de copias de este mensajero, que  no necesariamente indica que la proteína vaya 

a ser traducida  y sintetizada al mismo nivel, ni que estará relacionada  con el nivel de 

actividad  en esos tejidos, y por lo tanto expresar distinta actividad por especie.30,31,32 

A este respecto por medio de la realización de hibridaciones in situ se ha observado la 

expresión de βCMO1 en ovario de hembras bovino, en donde dicha actividad es 

detectada en  células de la granulosa  y cuerpo lúteo, mientras que en testículo de bovino 
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se observó la señal de expresión en células de Leydig y Sertoli.33 Anteriormente ensayos 

similares  solo habían reportado la expresión   en testículo de humano y ratón.33,34 

Tomando en cuenta nuestros resultados de PCR cuantitativo podremos comparar la 

expresión del mensajero para βCMO1, en duodeno e hígado que son los tejidos donde 

existe más expresión de este. Al analizar el hígado y el duodeno entre bovinos, ovinos y 

caprinos podemos decir que la expresión solo es mayor en el hígado del ovino, 

ligeramente menor en duodeno de ovino y resulta  con expresiones iguales para hígado y 

duodeno de caprino y bovino, es decir que se expresa indistintamente el mensajero de 

βCMO1 en estas ultimas especies. En éste sentido debemos recordar que la presencia 

del mensajero no está necesariamente relacionado con la actividad enzimática, ya que 

resultados anteriores mostraron que existe una mayor actividad de ésta enzima a nivel 

intestinal en cabras (5 veces mayor)  cuando es comparada con bovinos, lo cual nos lleva 

a pensar que además de las diferencias en la secuencia de nucleótidos, deben existir 

diferencias postrancripcionales que explican los resultados obtenidos en éste trabajo y los 

reportes previos de la literatura.(31) 

En los cuadros 4 y 5 se muestran las comparaciones de las regiones codificantes de la 

βCMO1 con otras especies no rumiantes. 
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Cuadro 4. Similitud  βCMO1 Ovis aries con otras especies reportadas en el Gen Bank. 

Acceso Especie Identidad Máxima 

NM001024559.1 Bos taurus 94% 

AC204991.6 Rhesus macaque 89% 

XM001499593.2 Eqqus caballus 84% 

XM546815,1 Canis familiaris 84% 

BC126212.1 Homo sapiens 84% 

BC125330.1 Mus musculus 80% 

 

 Cuadro 5. Similitud  βCMO1 Capra hircus con otras especies reportadas en el Gen Bank. 

Acceso Especie Identidad Máxima 

NM001024559.1 Bos taurus 95% 

AC204991.6 Rhesus macaque 90% 

XM001499593.2 Eqqus caballus 85% 

XM546815,1 Canis familiaris 84% 

BC126212.1 Homo sapiens 84% 

BC125330.1 Mus musculus 81% 
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IX. CONCLUSIONES. 

 

• Existen diferencias en la secuencia de nucleótidos de la región codificante de la  

enzima β-Caroteno 15,15´ oxígenasa entre la especie bovina, ovina y caprina. 

 

• La expresión del mensajero de la enzima β-Caroteno 15,15´ oxígenasa  es mayor 

para la especie ovina (P<0.01), mientras que para los bovinos y caprinos  la 

expresión del RNAm es  igual sin importar su origen. 

 

• Las diferencias en las secuencia de nucleótidos de la región codificante de la 

enzima βCMO1 entre las tres especies de rumiantes estudiadas en éste trabajo no 

explican las similitudes en la expresión del mensajero de dicha enzima, ni las 

diferencias en actividad encontradas de reportes previos. Se puede pensar que 

dichas diferencias podrán ser atribuidas a modificaciones postranscrpcionales de 

la βCMO1. 
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X. TECNICAS EMPLEADAS. 

A continuación se describen las técnicas de Laboratorio antes mencionadas de manera 

más detallada. 

10.1 Purificación de RNA (RNeasy, Qiagen). 
1.- Colocar 30 mg de tejido en un tubo de 1.5 ml con 600 µl de buffer RLT y agregar 6 µl de B mercaptoetanol. 
Homogenizar con una jeringa insulinica. 

2.- Centrifugar el lisado por tres minutos a máxima velocidad y tomar solo el sobrenadante en un tubo nuevo. 

3.- Agregar un volumen de etanol al 70 % al lisado homogenizado y mezclar muy bien, homogenizando. 

4.- Pasar no mas de 700 µl  de la muestra al RNeasy mini spin columna (el cual debe estar en un tubo 
colector), centrifugar por 15 segundos a 10 000 rpm. Si hay mas de 700 µl  del lisado adicionarlo en la misma 
columna secuencialmente.  Eliminar el líquido del tubo colector. 

5.- Agregar 70 µl del buffer RW dentro de la columna y  centrifugar por 15 segundos  a 10 000 rpm  para lavar. 
Descartar el líquido. 

6.- Agregar 500 µl de buffer RPE  en la columna y centrifugar por dos minutos  a máxima velocidad. Este paso 
puede repetirse para quitar cualquier residuo  de etanol de la columna. 

7.- Volver a centrifugar a máxima velocidad por un minuto. 

8.-  Transferir la columna a un tubo colector nuevo y agregar 30 µl de agua libre de RNasa  directamente en la 
columna. Eluir centrifugado por un minuto a 10 000 rpm. 

9.- Leer en espectrofotómetro, para calcular la concentración del RNA. 

10.- Almacenar en alícuotas a -70° C.  

10.2 Transcripción reversa (RT). 
Transcripción reversa.  
1.- Preparar la siguiente reacción en un tubo de 500 µl 
2 mg de RNA 
6 µl de Buffer RT 5x. 
0.75 µl DNAsa. 
cbp 30 µl de agua. 
2.- Incubar a T ambiente durante 15 minutos. 
3.- incubar a 70 ° C durante 5 minutos. 
4.- Añadir los siguientes reactivos 
1 µl oligonucleótido sentido ( Oligo dT  5 mM) 
1 µl dNTP´s (10 mM) 
5.- Incubar a T ambiente durante 5 minutos. 
6.- Incubar en hielo mientras se añade 
2 µl Buffer 5x. 
3 µl DTT (0.1M) 
1 µl inhibidor RNAsa. 
7.- Homogenizar e incubar 42° C  durante 2 minutos. 
8.- Añadir 1µl de enzima RT-Superscript II (Invitrogen) 
9.- Incubar a 42° C durante 50 min. 
10.- Incubar 70° C durante 15 minutos. 
11.- Poner el cDNA en hielo. 
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10.3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR convencional). 
1.- Preparar la siguiente reacción. 
1 µl MgCl 50mM 
5 µl Buffer 10x. 
1 µl DNTP´s 10mM 
1 µl Oligo sentido (10mM) 
1 µl Oligo antisentido (10mM) 
3 µl cDNA. 
0.5 µl  Taq polimerasa (Invitrogen) 

37.5 µl  Agua 

2.- Incubar 2 minutos a 94° C. 

3.- Incubar 40 ciclos de: 

45 segundos a 94° C. 
1 minuto a 56° C. 
1 minuto a 72° C.  

4.- Incubar finalmente 2 minutos a 72° C. 
5.- Mantener en refrigeración.  

10.4 Electroforesis en geles de agarosa. 
Electroforesis para DNA. 
1.- Gel de agarosa al 1%. 
2.- En 30 ml de buffer TBE agregar 0.30 gr de agarosa. 
3.- Calentar 30 segundos en horno de microondas. 
4.- Agregar 16 µl de bromuro de Etidio (0.5 mg/ml) 
5.- Colocar la mezcla en el molde y dejar solidificar por 30 minutos.  
6.- Aplicar las muestras en un volumen de 10µl con jugo azul 1x. 
7.- Correr las muestras en el gel a 80 voltios durante 45 minutos. 
8.- Observar en transiluminador. Es posible visualizar 20 ng de DNA en el gel. 
9.- Fotografiar con tiempo de exposición 1 y apertura de 8 ó 5.4 

 

Electroforesis para RNA. 

(Condiciones desnaturalizantes) 

Antes de usar el aparato de electroforesis, debe lavarse de la siguiente manera. 
1.- Lavar con SDS 0.5% en agua DEPC (c/gasa). 
2.- Enjuagar con agua DEPC. 
3.- Enjuague con H2O2 3% en agua DEPC. 
4.- Enjuague con agua DEPC. 
5.- Enjuague con etanol absoluto. 
6.- Dejar secar. 

 

Preparación del gel agarosa / formaldehido (p/30ml). 

Agarosa                    0.3gr 

Agua                        21.6 ml 
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MOPS 10x               3 ml 

Hervir hasta solubilizar y agregar  
Formaldehido 12.3 M           5.4 ml 
Colocar en el molde y dejar enfriar. 

 

Buffer de corrida. 

 MOPS 10x               22ml 

 Formaldehido          13.2 ml 

 Agua DEPC             184.8 ml 

 

Preparación de la muestra 
Agua + RNA           5µl (2-5 µl) 

 MOPS/FA                5µl (MOPS 10x 20 µl + FA 32µl + Agua 8µl) 

Calentar a 65° C por 5 minutos y poner en hielo 
Agregar 

 Sol. Ficoll/BBP        2 µl (loading buffer) 

 Bromuro de Etidio   1µl (1µg/µl) 

Centrifugar 10 segundos 

Colocar la muestra en el gel y correr a 80 voltios por 45 minutos 
Observar en el transiluminador 

Fotografiar. 

• El gel al 1% es conveniente para moléculas de RNA  de 500 pb – 10 kb, un porcentaje mayor es para 
moléculas más pequeñas. 

• Las condiciones desnaturalizantes  del gel son necesarias para que el RNA  se separe 
adecuadamente, pues tiende a formar estructuras secundarias. 

 

Solución Ficol/BBP 

 30µl  Ficol 

 10µl  Azul de bromofenol saturado 

Buffer MOPS 10x 

 20g  MOPS 

 25ml  Acetato de Na 1M, pH 6 

 10 ml  EDTA 0.5 M, pH 8 

 450 ml  Agua. 
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Ajustar el pH a 7 con NaOH (10N) y guardar protegido de la luz. 

 

10.5 PCR Cuantitativo. 
RNA amplificación Kit (2015137, Roche) 

Equipo 
Termociclador Light Cycler (Roche, Alemania) 

LightCycler-RNA amplification kit SYBR green (Roche) 

1.- Preparar  la siguiente reacción en tubos capilares especiales para el equipo empleado. 

 Mezcla de reacción   4µl 

 Solución de resolución   2µl 

 Mezcla de oligonucleótidos (0.5mM) 2µl 

 Mezcla de enzima (RT-PCR)  0.4µl 

 Cloruro de Magnesio25mM  1µl 

 RNA total    500 ng 

 Agua     cbp 20 µl 

 

2.-  Mezclar los ingredientes de la reacción y centrifugar para bajarlos. 
3.- Colocar los  capilares en el rotor. 
4.- Amplificar en el Termociclador. 

 

Condiciones de amplificación. 

Transcripción reversa  55° C/10 min 

Desnaturalización  95° C/30 seg 

 

Amplificación   
 40 ciclos de   95° C/10 seg 

    60° C/15 seg 

    72°C/35 seg 

 

Desnaturalización a 0.1° C/seg 
95°C/2 seg 
65°C/15 seg 
72°C/10 seg 
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Enfriamiento   35° C/30 seg 

Las lecturas del amplificado fueron realizadas durante la extensión de cada ciclo de amplificación y durante la 
tercera parte de la desnaturalización. 

Importante: Antes  de comenzar a correr la muestra  de interés debe realizarse una curva estándar 
amplificando cantidades  conocidas de DNA (ver manual de usuario del Termociclador  Light Cycler, Roche). 

 

10.6 Transformación de células competentes  E.coli  X-L Blue. 
1.- Poner 5µl (200 ng) del DNA ligado al vector de interés en 50 µl de células competentes E. coli X-L Blue  

2.- Incubar 30 minutos en hielo. 
3.- Incubar 3 minutos a 42° C. 
4.- Incubar 3 minutos en hielo. 
5.- Añadir a la reacción 500 µl de medio Luria-Broth estéril. 
6.- Incubar 30 minutos a 37° C en agitación. 
7.- Sembrar de 80 – 120 µl de medio en cajas de medio de cultivo Agar-LB con ampicilina. 
8.- Incubar a 37° C durante no más de 20 horas. 
9.- Seleccionar las clonas positivas. 

 

10.7 Clonación en Vector y Células TOPO (TOPO TA Cloning Kit for Sequencing, Invitrogen). 

Material extra no incluido en el Kit. 

• Baño maria  a 42° C. 
• Células de medio LB con 50-100µg/ml de ampicilina. 

 

Preparación. 

• Se necesita un vial de células competentes  y dos cajas de cultivo para cada transformación. 
• Equilibrar el baño maria a 42° C. 
• Poner el vial de medio SOC de la caja dos a temperatura ambiente. 
• Poner las cajas de cultivo a 37° C por 30 minutos. 
• Descongelar en hielo los viales de células competentes. 

 

Ligación. 
Preparar la siguiente reacción 

 Producto fresco de PCR   0.5 a 5 µl 

 Solución salina    1 µl 

 TOPO vector    1 µl 

 Agua estéril    cbp 5 µl 
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1.- Mezclar e incubar 5 minutos a temperatura ambiente (para productos de más de 1 kb se puede 
incrementar el tiempo hasta 30 minutos). 

2.- Poner en hielo o dejar a -20° C toda la noche. 

 

Transformación. 

1.- Colocar 2 µl de la reacción anterior en un vial de células competentes y mezclar pero no por pipeteo. 

2.- Incubar en hielo de 5 a 30 minutos. 
3.- Colocar a 42° C  por 30 segundos sin agitar. 
4.- Inmediatamente poner los tubos en hielo. 
5.- Agregar 250 µl de medio SOC  a temperatura ambiente. 
6.- Tapar el tubo y ponerlo horizontalmente para agitarlo (200 rpm) a 37° C por una hora. 

7.- Rociar 10 a 50 µl de cada transformación en una caja de cultivo e incubar a 37° C toda la noche. Se 
recomienda colocar en los medios de cultivo dos volúmenes diferentes de células transformadas  para 
asegurar que las clonas estén bien espaciadas. 

8.- Una reacción eficiente produce cientos de colonias. Tomar aproximadamente 10 colonias (blancas) para el 
análisis. 

Análisis de clonas positivas. 

1.- Tomar 10 colonias y cultivarlas toda la noche en medio LB o SOB con 50 a 100 µg/ml  de ampicilina. 

2.- Aislar el plásmido de DNA. 

3.- Digerir el plásmido con EcoR1 y proceder a secuenciar (ver mapa del vector). 

 

10.8 Digestión enzimática del DNA. 
• Se emplean enzimas de restricción que generalmente se encuentran  a 10 U µl. 
• En promedio se requiere: 3U de enzima/µg de DNA a cortar, evitando que la cantidad de 

enzima en la reacción  sea mayor del 10% del volumen final, por que contiene glicerol que 
puede inhibir la reacción. 

• Para preparar la reacción se debe colocar  los reactivos en un tubo de 500µl en el siguiente 
orden 

1.- H2O 
2.- Buffer (10x) 
3.- DNA 
4.- Enzima de restricción 

• La reacción se incuba durante dos horas  en baño maria a 37° C. 
• Al final se recomienda correr un gel, para aseguraros que la reacción se haya llevado a 

cabo completamente, descartando así digestiones parciales. 
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10.9 Ligación de DNA. 
Para optimizar la reacción de ligación es necesario hacer varias reacciones con diferentes 
relaciones molares del vector y el inserto de interés (1:6, 1:12, 2:12…) 

Nunca olvidar el control negativo, empleando el vector sin inserto. 

El volumen total es de 20 µl, se usa 1 µl de T4 ligasa por reacción (1U/µl) 

El orden para colocar los reactivos  en el vial res el siguiente: 

1. Vector 
2. Inserto 
3. Buffer 10x 
4. Agua 
5. Ligasa T4. 

La reacción debe dejarse toda la noche a 16° C si se trata de ligar extremos cohesivos, para que la 
unión sea más especifica. En cambio, si se esta ligando extremos romos, se usa a 37° C. 
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