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RESUMEN

VARIANTES ALELICAS DEL GEN DE LA KAPPA CASEINA EN GANADO
CRIOLLO LECHERO TROPICAL
Amado Alberto Alvarez Cepeda, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2014

Las variantes A y B del gen de la k-caseina influyen en la produccién y
composicion de la leche y sus derivados. La variante B esta relacionada con un
mayor rendimiento de la cuajada. El objetivo de este estudio fue determinar las
frecuencias genotipicas y alélicas de las variantes A y B del gen de la k-caseina
en la poblacion de hembras Criollo Lechero Tropical y su relacion con la
composicién quimica de la leche. Se recolectaron muestras de sangre de la vena
coccigea de las hembras utilizando tubos Vacutainer de 5 ml adicionados con el
anticoagulante EDTA. La extracciéon de ADN y la amplificacion y digestion del gen,
se realizd bajo condiciones de laboratorio. Se utilizé la técnica de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR) para amplificar el gen de la k-caseina y la técnica
de Polimorfismos en el Tamafio de los Fragmentos de Restriccion (RFLP) para la
deteccion de fragmentos de Acido Desoxirribonucleico (ADN) de distinto peso
molecular. Las frecuencias genotipicas estimadas fueron .09, .60 y .31 para los
genotipos AA, AB y BB (p<0.05). Las frecuencias alélicas fueron .39 y .61 para los
genes A y B (p<0.05). No se encontré efecto significativo del genotipo de la k-
caseina en la produccion y composicion de la leche de vacas (CLT). La mayor
frecuencia génica de la variante B, comparada con algunas razas lecheras
europeas e indicas, sugiere realizar estudios conjuntos con genotipos de variantes
alélicas de otros genes relacionados con la composicion de la leche.

Palabras clave: Criollo Lechero Tropical, PCR, RFLP, k-caseina.



ABSTRACT
ALLELIC VARIANTS OF THE KAPPA CASEIN GENE IN CREOLE TROPICAL

DAIRY CATTLE
Amado Alberto Alvarez Cepeda, M. Sc.

Colegio de Postgraduados, 2014

Variants A and B of the k—casein gene influence the production and composition of
milk and dairy products. Variant B is associated with an increased yield of curd.
The aim of this study was to determine the genotype and allele frequencies of
variants A and B of the k—casein gene in the Tropical Milking Criollo female
population and its relation to the chemical composition of milk. Blood samples were
collected from the females” coccygeal vein using 5 ml Vacutainer tubes added with
EDTA anticoagulant. DNA extraction, amplification and digestion of the gene were
performed under laboratory conditions. The Chain Reaction Technique of
Polymerase (PCR) was used to amplify the k—casein gene and the Polymorphisms
Technique in the Size of the Restriction Fragments (RFLP ) to detect fragments of
Deoxyribonucleic Acid (DNA ) of different molecular weight . The estimated
genotype frequencies were .09, .60 and .31 for the genotypes AA, AB and BB (p <
0.05). The allele frequencies were .39 and .61 for genes A and B (p < 0.05). No
significant effect was found of the k—casein genotype on the production and
composition of milk from cows (CLT). The greater gene frequency of variant B,
compared to some European and Indic dairy breeds, suggests to perform joint
studies with genotypes of allelic variants of other genes related to the composition
of milk.

Key words: Tropical Milking Creole, PCR, RFLP, k—casein.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

El Criollo Lechero Tropical (CLT), presente en distintos hatos de paises como
Costa Rica, Venezuela, México y Republica Dominicana, comprende estirpes y
genotipos que tienen su origen en los bovinos introducidos a América por los
conquistadores durante los primeros afos de la conquista.

Esta raza cuenta con atributos que los hace ser més funcionales en los climas
calidos tropicales, que sus homologos europeos. El pelo corto, piel pigmentada y
una habilidad para caminar grandes distancias les ayudd a soportar el sol para
encontrar el forraje. Los parasitos internos y externos fueron otro factor de
adaptaciéon al medio selvatico donde se encontraban. Ademas de otras
caracteristicas de interés econémico como lo son, fertilidad y longevidad.

La calidad de la leche proveniente de vacas CLT presenta altos contenidos de
grasa y proteina, lo que la convierte idénea para la alimentacion de becerros a
edad temprana. Estas caracteristicas de produccién, son un atractivo para los
empresarios transformadores de la leche, partiendo del conocimiento previo de la
composicion quimica se logra determinar el rendimiento de la misma, tomando
este rasgo como objeto de estudio y la consideracion para la seleccién dentro de
los programas de mejoramiento genético.

La Seleccién Asistida por Marcadores (SAM) emplea las estrategias de la
bioquimica, la biologia molecular, la genética y los registros fenotipicos, con el fin
de determinar el genotipo de los individuos adultos, los fetos durante los primeros

estadios de la gestacion o los embriones antes de la implantacion; lo cual, ofrece



la posibilidad de disminuir el tiempo requerido para el cambio genético en las
poblaciones de ganado en los programas de mejoramiento animal.

El objetivo de la investigacién platea identificar el gen de la Kappa-Caseina
(proteina de la leche) y la distribucion de las variantes alélicas en la poblacion
CLT; esto a través de técnicas moleculares, utilizando la metodologia de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y el uso del marcador molecular
Polimorfismo en el Tamafio de los Fragmentos de Restriccion conocido como
RFLP. Esto complementa a los sistemas tradicionales de mejora basados en

rasgos cuantitativos, teniendo como resultado una seleccion genética integral.



CAPITULO 2. VARIANTES ALELICAS DEL GEN DE LA KAPPA CASEINA EN
GANADO CRIOLLO LECHERO TROPICAL

El ganado Criollo Lechero Tropical (CLT) de México tiene su origen en el ganado
traido por los espafoles durante, el cual tuvo un periodo de adaptacién en las
condiciones ambientales del continente Americano, (Rouse, 1977).
Recientemente, diversas investigaciones se han enfocado en caracteristicas
reproductivas y productivas del ganado CLT (Rosendo y Becerril, 2002). Sin
embargo, el estudio de los genotipos a través de la Genética Molecular ha sido
escaso (Meza et al 2012), lo que limita los esquemas de mejoramiento genético a
utilizar.

Uno de los aspectos importantes en la industria lechera, es la composicién de la
materia prima obtenida en los sistemas, ya que afecta el rendimiento y la
conformacion de los productos derivados de esta (Ballester, 2005). La leche de las
vacas CLT presenta cualidades deseables para la manufactura de derivados de la
misma, (De Alba, 1997). Las proteinas de la leche estan formadas por dos grupos:
caseinas (aS1, aS2, B y K) y séricas (a-albumina y B-lactoglobulina) que actdan
como protectoras en la precipitacion de la cuajada. Estas proteinas tienen
diferentes secuencias de pares de bases, identificables mediante técnicas de la
genética molecular, lo que hace posible visualizar las formas alélicas de cada una
de ellas (Medrano et al.1990). La k-caseina presenta 12 formas alélicas A, B, C,
D, E, F1, F2, G1, G2, H, |1 y J) de las cuales las dos primeras son las mas
frecuentes y de mayor importancia para la industria lechera, (Molina et al., 2003).
Estas variaciones de la k-caseina son debidas a eliminaciones o sustituciones de

aminoacidos en la cadena polipeptidica por lo que se consideran polimorficas en
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sus variantes alélicas (Ng—Kwai—Hang et al., 1990). Diversas investigaciones
indican la importancia del genotipo BB y su influencia en el rendimiento,
composicién y manufactura en derivados de la leche; por lo que es importante
identificar continuamente este genotipo en las vacas productoras y toros
portadores para establecer programas de mejora genética (Swaisgood, 1993;
Plowman y Creamer 1995). Otros genes relacionados con la produccion,
composicién y transformacion de la leche actian en asociacion con el gen de la k-
caseina (Marzali et al 1986; Ng—-Kwai—Hang et al., 1984; Grosclaude 1988;
Aleandri et al 1990). (Ng—Kwai—Hang et al., 1990). Proteinas identificadas
provenientes de la fraccion sérica (B-lactoglobulina), indican que algunas de sus
variantes se relacionan con la produccion de leche y su composicion quimica,
siendo el genotipo AA el que se asocia con mayor produccién de leche a 305 dias,
mientras que el genotipo BB es mas frecuente que tenga una mayor proporcion de
grasa, proteina y solidos totales (Meza, et al. 2012).

La identificacién de los genotipos de las proteinas de la leche puede obtenerse por
medio de distintas técnicas moleculares (RFLP, SSCP’s, SNP’s) que procesan el
ADN proveniente de diversas muestras.

Seleccién con base a genotipos de la k-caseina se ha realizado en Estados
Unidos, Grecia, Polonia, Turquia en ganado Holstein; la Republica Checa con el
ganado Simmental Fleckvieh; Rusia con el ganado Black Pied y Suiza con el
ganado Braunvieh.

El objetivo de este estudio fue determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de
las variantes A y B del gen de la k-caseina y su influencia en la composicion y

rendimiento de leche de vacas Criollo Lechero Tropical.
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2.1. MATERIALES Y METODOS

2.1.1. FUENTE DE DATOS

Se recolectaron muestras de sangre de 180 (hembras) ubicadas en la region
central del estado de Veracruz, México. Las muestras se obtuvieron por puncién
de la vena coccigea, utilizando tubos Vacutainer de 5 ml adicionados con EDTA
(acido etilen diamino tetra acético) como anticoagulante, almacenandolos en
contenedores a 0 °C. El clima de la regién es Aw " (w)(i")g calido subhumedo con
lluvias en verano distribuidas de mayo a octubre, precipitacion y temperatura

medias anuales de 1060 mmy 26.4 C (Garcia 1988).

2.1.2. MUESTRAS DE LECHE

Las muestras de leche se recolectaron de vacas con diferente nimero de parto y
dias en lactancia. Se colectaron 100 ml de leche en la mafiana en tubos con
bronopol como conservador (2-bromo-2-nitrol, 3 propanediol). Las muestras se
almacenaron en contenedores a 4 °C para ser transportadas y almacenadas en
laboratorio a —20 °C hasta ser analizadas. De cada muestra se tomaron 50 ml para
el analisis quimico (grasa, proteina, lactosa, solidos totales) el cual se realizd por
espectroscopia de infrarrojo y para el conteo de células somaticas se realizé por
cartometria de flujo. Los analisis se realizaron en el laboratorio de la Asociacion

Holstein de México.



2.1.3. EXTRACCION DE ADN

El ADN gendmico individual se extrajo a partir de las muestras de sangre
periférica, aislado de leucocitos, utilizando el protocolo de extraccion de sales y
alcoholes descrito por Miller (1989). La validacion del ADN fue realizada en geles
de agarosa al 1% con TBE y la tincion con bromuro de etidio. Las muestras se
corrieron a 80V durante 45 min, usando electroforesis horizontal. Los geles fueron
fotografiados bajo la luz ultravioleta de un transiluminador (UVP). La cuantificacion
del ADN se realiz6 por comparacion de ADN con el marcador molecular del

bacteriéfago lambda.

2.1.4. AMPLIFICACION DEL GEN DE LA K-CASEINA IN VITRO

La amplificacién del gen de la k-caseina se realizd con la técnica de la reaccion
de cadena de polimerasa (PCR). Para la localizacion del gen de la k-caseina se
usaron los iniciadores especificos, delantero: 5
ATAGCCAAATATATCCCAATTCAGT 3 y reversa: 5
TTTATTAATAGTCCATGAATCTTG 3, y se utilizé la mezcla de reaccion: dH20 =
29.5ul, 10x buffer= 5 ul, 30mM MgCl = 2.5 ul, 2 uM dNTP's = 5 pl, 10 uM
iniciadores = 2.5 ul, Tagpolimerasa 5Ul/ pul= 0.5 ul y ADN =5 pl. La reacciéon se
procesé en un termociclador a 30 ciclos con desnaturalizaciéon 94 °C / 30 s;
alineamiento 54 °C/ 30 s; elongacion 72 °C / 30 s y la elongacion final de 72 °C /5
min. La verificacibn de la presencia del gen de la k-caseina se realiz6 por
electroforesis en gel de agarosa al 1 %, utilizando 3 pul de ADN amplificado, 2 pl de

buffer de carga TAE 1x.



2.1.5. DIGESTION DEL PRODUCTO AMPLIFICADO

Las muestras amplificadas con el gen de la k-caseina, fueron digeridas con
enzimas de restriccion Hinf I y Hind Il utilizando la mezcla de reaccion: 20 ul de
ADN amplificado 0.2 pl de enzima de restriccion (especifico para cada enzima); 3
ul de buffer para enzima de restriccion y 6.8 ul de agua inyectable. La incubacion
se realiz6 a 37°C durante 24 h. Posterior a la digestion, se verificO en gel de
agarosa al 3% con bromuro de etidio y TAE 1X, la determinacién de los genotipos

se realizd de acuerdo patron del bandeo especifico de cada muestra digerida.

2.1.6. ANALISIS ESTADISTICO
Las variables de respuesta fueron, produccién de leche ajustada a 305 dias,

produccion de leche al dia del muestreo, grasa (%, g), proteina (%, g), lactosa (%,
g), solidos no grasos (%, g), solidos totales (%, g) y conteo de celular somaticas
(logn). Se realizé un andlisis de varianza con modelos mixtos. E el modelo
estadistico incluyd el efecto aleatorio del padre de la vaca y los factores fijos
genotipo, afio-hato-estacion de parto y namero de parto. Ademas se incluyeron
los dias en lactacion y la edad de la vaca como covariables lineales y cuadraticas.
Los analisis de los datos se realizaron utilizando el PROC MIXED del SAS (SAS

institute 2010)



3. RESULTADOS
Se obtuvo un fragmento de 350 bp con los iniciadores especificos para el gen de

la k-caseina. Los productos de digestion con enzimas de restriccion Hinf | y Hind
lll resultaron en la diferenciaciéon del polimorfismo del gen. Con la enzima de
restriccion Hinf | se encontraron diferencias en los fragmentos obtenidos, estos
correspondientes para el alelo A de 326 pb. Para el alelo B se obtuvieron
fragmentos de 458 pb. La enzima Hind Ill solo digiere al alelo B dando como

resultado fragmentos de 375 pb (Fig. 1).

Hinfl  Hind Il Hinfl  Hind Il Hinfl  Hind Il MPM
pBR 322

Figura 1. Electroforesis del producto de digestion con enzimas de restriccion
Hinf I y Hind Ill, en gel de agarosa al 3%, mostrando los genotipos del
CSN3: flancos con marcador de peso molecular pBR322, muestra 164
corresponde al genotipo AA, las muestras 161 y 163 para el genotipo
AB y la muestra 163 para el genotipo BB.

3.1. FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS
Las frecuencias genotipicas estimadas fueron 0.09, 0.61 y 0.31 para AA, AB y BB.

Aranguren (2009) en el ganado Criollo Limonero de Venezuela, estimo frecuencias

de 0.11, 0.56 y 0.33, similares a las obtenidas en el CLT. Las frecuencias alélicas



estimadas A y B fueron 0.39 y 0.61 indicando que existe mayor predominancia del
alelo B dentro de la poblacion en estudio. El alelo B es favorable para un mayor

contenido de proteina en la leche.

3.2. RELACION GENOTIPO DEL K-CASEINA CON LA PRODUCCION Y
COMPOSICION DE LA LECHE

En el Cuadro 1 se observa la produccion de leche ajustada a 305 dias fue similar
para los tres genotipos bajo estudio. Resultados similares fueron obtenidos en
vacas Holstein (Ng-Kwai-Hang et al.1984/1990) y estudios mas recientes.
(Bartonova et al., 2011; Kemal 2011 y Ng-Kwai-Hang et al., 1990). Sin embargo
Van Eenennaam y Medrano (1991) obtuvieron una mayor produccion de leche en
el genotipo AB. En el Criollo Limonero la produccion de leche fue mayor para el
genotipo AB/AA de la k-caseina/p-lactoglobulina (Aranguren et al 2011). Sin
embargo, vacas de genotipo BB tuvieron menor producciéon de leche
(Kalashnikova et al., 2009; Kucerova, 2006; Sitkowska et al (2008), con
superioridad en 4.8 % del genotipo AA.

No hubo diferencia estadistica significativa en la composicion quimica de la leche
entre los genotipos del gen de la k-caseina (Cuadro 1). Composicién quimica de la
leche entre los genotipos de la k-caseina (Cuadro 1). Mayor produccion de
proteina ha sido estimada en vacas Holstein con genotipo BB de la k-caseina (Van
Eenennaam y Medrano 1991). Boettcher et al. (2004) estim6 un mayor porcentaje
de proteina (P = 0.01) en vacas Suizo Pardo de ltalia, en haplotipos de las
caseinas as1, B y K, en presencia de la variante B de la k. El afo-estacion y

namero de parto no tuvieron efecto significativo en la produccién y composicion



guimica de la leche (p>0.05), excepto para el porcentaje de proteina y produccion

de lactosa. El contenido de proteina por afio-estacion vario de 3.41 a 3.91 %.

Cuadro 1. Medias de minimos cuadrados efecto del genotipo del gen de la k-

caseina en la produccion y composicion de la leche de vacas Criollo Lechero

Tropical.
Caracteristica Genotipo
AA AB BB

Leche a 305 d (Kg) 1128 + 103 1193 + 64 1182+ 78
Leche d de muestreo (Kg) 3.7+.60 3.9+ .40 4.1+ .50
Grasa (%) 3.8+ .50 3.6 +.50 3.7+ .50
Proteina (%) 3.7+.10 3.7+ .40 3.7+.12
Lactosa (%) 4.4+ .10 4.6 +.10 4.6 +.10
SNG (%) 8.8+ .10 9.0+.10 9.0+.13
ST (%) 12.6 + .50 12.7 + .50 12.6 + .50
Grasa (gr) 14 + .02 13+ .01 15+ .02
Proteina (gr) 13+ .02 14+ .01 15+ .01
Lactosa (gr) .16 +.02 19+ .02 .18 +.02
SNG (gr) .33+.05 .36 +.04 40 £ .05
ST (gr) A7 + .07 50 + .06 50 + .06
NUL 14.0+ .80 14.0x .70 14.7 + .90
CCS 699 + 436 771 + 347 847 + 438
L (CCS) 5.4+ .50 4.7 + .46 5.5+ .60

SNG = Sdlidos no grasos; ST = Solidos totales; NUL = Nitrégeno Ureico; CCS = conteo de

células somaéticas; L (CCS) = Logaritmo natural de conteo de células somaticas.
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Tsiaras et al (2005) indicaron que las variaciones en la composicion quimica de
alélicas de la k-caseina y los resultados de composicion de leche estan
relacionadas con el manejo de las vacas, alimentacion, tamafio de la poblacion y
la raza; asi como el nUmero de datos y de genotipos formados con otras variantes

alélicas de otras caseinas (Boettcher, et al. 2004).

4. CONCLUSIONES
La frecuencia de la variante B del gen de la k-caseina en hembras CLT fue alta, en

comparacion de algunas razas europeas templadas y cebuinas, lo que a su vez
estd relacionada con la baja frecuencia del genotipo AA. Sin embargo, no se
encontraron diferencias en rendimiento y composicién quimica de la leche entre
los tres genotipos identificados. Se sugiere estudiar el efecto de las variantes de
diferentes genes que pudieran afectar la produccion y composicion de leche de las

vacas CLT.
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