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RESUMEN: En este estudio se presentan los resultados sobre la variabilidad genética en € locus de la
k-caseina para seis rebafios de ganado bovino del trépico mexicano, basados en analisis de ADN por
PCR-RFLP de muestras de sangre de 331 animales. Los valores estimados de frecuencias alélicas para
el aldo A de esta proteina, que resulté ser e méas abundante en 5 de las 6 poblaciones analizadas se
encontraron entre 0.511 para el suizo y 0.702 para el Holstein, con valores de heterocigosidades
observadas en todos los casos superiores a las esperadas. Basado en esta informacion se analizo el
cumplimiento de las condiciones de equilibrio, encontrandose que € rebafio Cebl es € Unico que no
muestra caracteristicas de desequilibrio para € locus analizado. La informacion obtenida en € presente
trabajo muestra una perspectiva de la composicion de este locus en los rebafios analizados y la
posibilidad de aplicacién de esta tecnologia para estrategias de seleccion, que mejoren la respuesta
genética de las razas explotadas con propositos lecheros en € trépico.
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GENETIC POLYMORPHISM IN THE KAPPA-CASEIN LOCUSIN COWS OF
DIFFERENT BREEDSAND CROSSBREEDSIN THE MEXICAN TROPIC

ABSTRACT: First results on genetic variability in the k-casein locus are reported for six bovine breeds
in the Mexican Tropic. They were based on DNA analysis by PCR-RFLP of blood samples from 331
animals. The estimated gene frequencies for A allele of this protein, that resulted to be most abundant
in 5 of the 6 populations analysed, wer e between 0.511 for Swissand 0.702 for Holstein, with heterozygosis
values observed in all the cases, superior to those expected. Based on this information, the Hardy-
Weinberg equilibrium conditions were analysed, being Zebu breed the unique not showing lack of
equilibrium in the locus studied. The information obtained in this work gives a perspective of this locus
composition in the herds analysed and it evidences possibilities of application of this technology in
selection strategiesthat improve the genetic response of breedswith milk intentionsin the tropical region.
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INTRODUCCION pues los caracteres productivos solamente pueden
ser medidos en un sexo, estan afectados por nume-
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adultos, lo cual incrementa el intervalo entre genera-
ciones y disminuye el progreso genético por afio.

La leche puede ser dividida en dos fracciones
proteicas, las séricas (a-lactoalbumina y b-
lactoglobulina) y las cuatro caseinas (asl, as2, b, k-
caseina) (10 ), cada una de las cuales exhibe al me-
nos dos variantes genéticas. Varios estudios han re-
portado que algunas de dichas variantes genéticas,
particularmente de la b-lactoglobulina y la k-caseina,
estan asociadas con el desarrollo de la lactacién y
tienen una influencia fundamental en la composicién
de la leche y sobre sus propiedades de procesamien-
to, incluyendo el rendimiento quesero (22, 26, 16, 1).

El polimorfismo de la leche ha recibido un interés
investigativo considerable debido a su uso potencial
como ayuda a la seleccion genética y a la caracteri-
zacion genética del ganado bovino (9, 14, 31, 19).

Se han descrito relaciones entre los genotipos de
las diferentes proteinas lacteas y algunas caracteris-
ticas productivas (21). De estos estudios se conoce
que el genotipo AA de la b-lactoglobulina esta asocia-
do con un elevado rendimiento de leche, mientras que
el BB se relaciona con un elevado contenido de grasa
y caseinas, por lo tanto es mas deseable para la ma-
nufactura de quesos. El alelo B de la k-caseina se
asocia con elevados rendimientos de proteina total,
el rendimiento de leche en la primera lactancia y en
multiples lactancias (27). La combinacion LGBB, CASBE
y CSN3E® es favorable para la leche destinada a la pro-
duccion de quesoy LGB*, CASB€y CSN3* (29) y para
la leche destinada al consumo como leche fluida. Esto
ha sido confirmado por Formaggioni et al. (12), quie-
nes refieren evidencias de que las leches caracteriza-
das por el alelo B de estas tres proteinas presentan un
menor contenido de nitrégeno y mejores propiedades
de coagulacion que aquellas leches tipo A, por lo tanto
favorables las primeras para la produccion de quesos,
la seleccion a favor de la CSN3® ejerce un efecto de
arrastre favorable a los alelos LGB® y CASB® y negati-
vo para el alelo CASA1° (32).

La determinacion de los genotipos de las protei-
nas lacteas, puede realizarse por electroforesis, a
partir de muestras de leche directamente, pues la
expresion de las caseinas ocurre solamente en las
células mamarias, durante la fase de lactancia, lo cual
limita su uso solamente a vacas en este estado. Con
las tecnologias de analisis de ADN, las cuales inclu-
yen los métodos de la reaccién en cadena de la
polimerasa y el polimorfismo de longitud de los frag-
mentos de restriccion (PCR-RFLP) ( 23), actualmen-
te es posible determinar los genotipos, en este caso
de la k-caseina de todos los individuos de una pobla-
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cion bajo seleccioén, independientemente del sexo, la
edad o el estado fisioldgico. Asi, es posible incluir esta
informacion en los programas de seleccion, los cua-
les pueden resultar en predicciones més exactas del
valor genético de los animales al ser seleccionados y
por lo tanto, incrementar la respuesta genética a la
seleccion.

De acuerdo a los recursos utilizados, en México,
la productividad en los sistemas de lecheria tropical,
se consideran bajos, con una tasa de produccion anual
de leche por vaca de 525 litros, se distinguen por ser
fincas con terrenos menores a 140 hectareas y con
menos de 60 vacas (7). Se forma con ganado de cru-
zas Suizo-Cebu o Holstein-Cebl y ganado Criollo y
Cebu utilizado como doble propésito. Los hatos son
pequefios y medianos, su explotacion es a base de
pastos inducidos y en menor grado mejorada, con
reproduccidn por proceso natural y en algunos casos
por inseminacion artificial. Del nimero total de gana-
do productor de leche en México, la raza Holstein es
la mas popular y ocupaba hasta 1997 el 90 %, el 10%
restante correspondia a las razas Pardo Suizo y Jersey
(25), con una tendencia de crecimiento de un 25% del
total nacional, considerando que la raza Suiza, que se
ha extendido de manera importante hacia el trépico, tanto
por su capacidad de adaptacion, como porque permite
utilizarla como doble propésito (13). Las razas cebuinas
gue se explotan en el tropico, se caracterizan por pre-
sentar bajos rendimientos productivos y una alta adap-
tacion a las condiciones de esta area (3). En cuanto a la
ganaderia criolla, esta posee un papel socioeconémico
y ecoloégico importante en diversas regiones y se asocia
a poblaciones rurales de bajos recursos econémicos (2).
Laleche producida en esta region es utilizada en mayor
proporcion para la elaboracion tanto industrial como
artesanal de derivados lacteos, laimportancia biologica
del gen de k-caseina en el rendimiento lechero y el efecto
de su polimorfismo constituyen una herramienta de se-
leccion asistida por marcadores en animales portado-
res de los alelos que favorecen una mayor concentra-
cion de sdlidos de la leche.

El objetivo del presente trabajo fue el estudio de las
frecuencias génicas en el locus de la k-caseina en seis
hatos de diversas razas de ganado bovino (Holstein,
Suizo Pardo, Criollo Lechero Tropical, Cebu, F1 Suizo
x Cebu y F1 Holstein x Cebu), explotados en el trépico
mexicano, especificamente en el estado de Veracruz.

MATERIALESY METODOS

Se trabajo un total de 331 animales provenientes
de 7 hatos del estado de Veracruz, México pertene-
cientes a la raza Holstein (42 animales), Suizo (n=92),
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Cebu (n=25), Criollo Lechero Tropical (n=92), un F1
de cruce de Holstein x Cebl (n=45) y otro de Suizo x
Ceb(n=35).

Se tomaron muestras de sangre periférica para
extraer ADN gendmico individual, el cual fue aislado
de leucocitos por tratamiento con proteinasa K, preci-
pitacion con NaCl2M y extraccion con isopropanol-
etanol 70% (28). La cuantificacion de ADN de cada
muestra se realizo por fluorometria, utilizando el co-
lorante Hoechst, 5ng/mL.

La tipificacion se realizé por el método PCR-RFLP
(23), utilizando una mezcla de reaccién que contenia
50mM KCI, 10mM Tris-HCI, pH 8.8, 0.2mM de dNTPs,
0.5uM oligonucleétidos especificos, 0.15 mg/dl BSA,
1.0% de Triton X-100, 1.5mM MgCl,, 0.125u/ml de
Taq Polimerasa, 50 ng/L de ADN muestra, en un volu-
men final de 40uL. Como resultado de la amplifica-
cion del gen CSN3 se obtuvo un fragmento de 350
pb, que incluye la secuencia correspondiente al sitio
de mutacion de interés.

El amplicén fue digerido con la endonucleasa de
restriccion Hinfl a 37°C durante 3h, La digestion con
las enzimas especificas se hizo con 10 uL de cada
uno de los productos amplificados, en un volumen fi-
nal de 20.35 uL, con 2U de enzima, 2.0 uL de buffer
especifico para cada una de ellas y se completo el
volumen con agua desionizada. Se incubaron las mez-
clas de reaccion a 37°C durante toda la noche (23),
para distinguir entre los alelos A y B. Tanto los frag-
mentos amplificados como los de restriccion fueron
separados en geles de agarosa al 2 y 3%, respectiva-
mente, tefiidos con bromuro de etidio, visualizandolos
con un documentador de geles Genecam Spectronic.

Para el estudio de la variabilidad genética en la
poblacién analizada se utiliz6 el programa Biosys-1
(30). A partir de los genotipos se obtuvieron las fre-
cuencias alélicas, el nimero medio de alelos porlocus,
la heterocigosidad estimada por conteo directo y no
sesgada, asi como el porcentaje de loci polimorficos,
cuando la frecuencia del alelo mas comuan era menor
que 0.95y se analiz6 el estado de las condiciones de
equilibrio de Hardy-Weinberg en cada poblacion.

RESULTADOSY DISCUSION

El fragmento del gen de la k-caseina amplificado
fue de 350pb ubicado entre el exon IV y el intrén IV de
dicho gen. Las variantes genéticas mas importantes
y detectadas aqui, CSN3* y CSN38, difieren en los
aminocidos en posicion 136y 148 (Linetal.,). Enla
primera posicién, Thr (ACC) se cambia por lle (GCT)
y enla segunda, Asp (GAT) se sustituye por Ala (GCT)
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para Ay B respectivamente. El cambio en la posicion
148 elimina el sitio Hinfl en la CSN3E que si esta pre-
sente en CSN3* (35). Ver Figura 1.

M 1 2 3 4 ()

FIGURA 1. Electroforésis del producto de digestion con
Hinf I, Agarosa3%. Carril M Marcador de peso molecular
pBR-322 Msp |, Carril 1 producto amplificado no digerido
de CSN3 (350ph), carril 2tipo AA (132/134y 84 pb), ca
rril 3tipo AB (266, 132/134y 84 pb), carril 4 tipo BB (266
y 84 pby carril (-) control negativo./ Electrophoresisof the
digestion product with HINF |, agarose 3% . Lane M:
molecular weight marker , pBR -322 Msp | , Lane 1
amplified product not digested from CSN3 (350 pb) , Lane
2: Type AA(132/134and 84 pb) , Lane 3: type AB ( 266,
132/ 134 and 84 pb, Lane 4 : Type BB ( 266 and 84 pb ,
Lane (-) : negative control.

Enla Tabla 1, se puede observar que en todas las
razas se encontraron tres genotipos (AA, BB y AB).
La raza Suizo Pardo posee un valor intermedio en la
frecuencia de ambos alelos, mientras que CSN3B en
SC y CLT posee valores diferentes (0.429/0.571,
p<0,05), pero mayores que en las razas H, Cy el cru-
ce HC.

Para CSN3* se encontraron frecuencias elevadas
en las poblaciones H, HC y Cebu (0.7 o mayaor) coin-
cidiendo con un reporte de Biase et al. (4), en Brasil
con valores elevados para CSN3* (0.82) en una po-
blacidn cebuina. Este resultado puede estar relacio-
nado con el origen del Cebu en la region sur de Méxi-
co, el cual fue importado en la década del 40" del pa-
sado siglo de dicho pais.

En la raza Holstein la frecuencia del alelo CSN3®
se encontrd baja (0.298). Fue encontrado en Canada
para toros de la raza Holstein, una frecuencia de
CSN3Bde 0.15 (27) , mientras que Ng-Kwai-Hang et
al. (26) en vacas Holstein Canadiense encontraron



TABLA 1. Frecuencias alélicas en € locus de la k-
caseina en seis rebafios bovinos./ Allelic frequencies at
the k-casein locus in six bovine breeds

Razas Alelos de CSN3
n A B

Holstein x Cebu 45 0.700 0.300

Holstein 47 0.702 0.298

Suizo Pardo 92 0.511 0.489

Suizo x Cebl 35 0.429 0.571

Cebu 25 0.740 0.260

Criollo Lechero 92 0.571 0.429
Tropical

para el mismo alelo una frecuencia de 0.25, lo que
explica en parte los resultados de este trabajo en la
raza Holstein y sus cruces HC, ya que la poblacion
estudiada deriva en gran medida de vacas y semen
de origen canadiense o neocelandés. En Argentina,
en una poblacion de vacas Holstein y Criollas, encon-
traron para CSN3® en Holstein una frecuencia de 0.34
y para Criolla de 0.35 (14), pero ambas poblaciones
estaban en equilibrio. La seleccidn artificial que se ha
desarrollado para el incremento de la produccion de
leche, se expresa en elevadas frecuencias del alelo
CSN3%, el cual se corresponde con leche de mejor
calidad para venta/proceso como leche fluida que para
uso en la obtencidn de quesos. La frecuencia baja del
alelo B para CSN3 se asocia a un control de
apareamientos que reduce la posibilidad de afectar
esta frecuencia en la raza Holstein (6,8,17).

La mayor frecuencia del alelo CSN3® se localiza
en el cruce SC seguido del Suizo Pardo, resultado
gue se explica por la alta presencia de este alelo re-
portado para dicha raza que la hacen particularmente
adecuada para el proceso industrial y con una com-
posicion superior en proteina y grasa (16).

En relacion a las vacas Ceb, los resultados con-
cuerdan con lo descrito por Escoda et al. (11) y Uffo
(33), quienes reportan frecuencias elevadas del alelo
A de CSNS3 en ganado cebl venezolano (0.90) y cu-
bano (0.84). En este estudio, las frecuencias son se-
mejantes a lo presentado Kemenes (18) para ganado
cebl brasilefio; esto puede asociarse a deriva
genética, dada por el origen y dispersién geografica
de la poblacion cebl analizada. Se reporta en estu-
dios de ADN mitocondrial en ganado Cebu brasilefio,
una gran proporcion de animales derivados de cru-
zas antiguas de Bos taurus importado de Espafia con
Bos indicus de la India (24) , lo que explicaria la ele-
vada frecuencia de CSN3*en cebu. La frecuencia del
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alelo A de CSN3, se ha asociado en la raza Cebu, a
una substitucion de 1le(135)?Thr y en los cruces Bos
taurus x Bos indicus a una transicién silenciosa del
tercer codon de A/G en el sitio para el aminoacido
Pro(150) (CCAACCG) y que en ambas razas se de-
nomina variante A de CSN3 (12).

Los resultados de frecuencia de CLT (CSN3#/0.571
y CSN38/0.429), difieren de forma inversa a los en-
contrados por Viana et al. (34) en la raza Rubia Ga-
llega, (CSN3”0.4703 y CSN38 0.5297). Aln con es-
tas diferencias en las frecuencias y por las caracte-
risticas de origen de CLT en América, con un com-
portamiento productivo similar a la Rubia Gallega en
cuanto a un bajo volumen de leche y rendimiento alto
de solidos, se puede asumir que el rebafio CLT anali-
zado alin conserva caracteres genotipicos de sus
ancestros europeos.

Otros autores encontraron en otras razas europeas
valores similares a los de CLT para CSN38, (15) para
la raza Normando (0.46), (20) en Ayrshire (0.40) y para
la raza Parda Alpina (0.48) (16). Este comportamien-
to fue encontrado también en un rebafio criollo de
Cuba, el cual mostré una frecuencia de CSN3® de
0.3 (33), 2003).

Desde el punto de vista de estos resultados, se
debe esperar que la leche con mas actitud para el
procesamiento industrial provenga de los animales
Suizo Pardo y el cruce SC, y los menores rendimien-
tos del Criollo, mientras que el Holstein, Cebu vy el
cruce HC son los menos favorecidos.

La Tabla 2 muestra los valores de
heterocigosidades medias observadas y esperadas
(Hobs y Hesp), el nimero medio de alelos por locus
(A) y el porcentaje de polimorfismo (P, ). Del anali-
sis de los parametros considerados como medida de
estructura genética en los rebafios, se observé ma-
yor heterogeneidad que lo esperado. Estos resulta-
dos justifican los obtenidos para el cumplimiento de
las condiciones tedricas del Equilibrio Hardy-Weinberg
(EHW), en las seis poblaciones.

Se encontrd un exceso de heterocigosis y al igual
que en la mayoria de las poblaciones especializadas,
en ninguno de los seis grupos estudiados el locus esta
en equilibrio. Esto puede deberse a la ocurrencia de
apareamientos dirigidos o controlados (no aleatorio),
individuos emparentados o migracion entre rebafios
diferentes cercanos geogréficamente. La influencia de
la seleccion artificial ejercida sobre este locus, pare-
ce estar relacionada con algun caracter productivo a
favor del cual se esta seleccionando y existe la posi-
bilidad de que no sea posible detectar ciertos alelos

Rev. Salud Anim. Vol. 29 No. 2 (2007)



82

TABLA 2. Variabilidad genéticaen el locus k-caseina en las seis poblaciones./ Genetic variability at the k-casein locus
in the six populations

Poblacion n Alelos por locus Por ciento de Locus Heterocigocidad Heterocigocidad
polimdrficos observada esperada

HC 45 2.0 100 0.633 (0.033) 0.444 (0.019)

H 47 2.0 100 0.330 (0.266) 0.243 (0.180)
Suizo 92 2.0 100 0.799 (0.038) 0.496 (0.007)
SC 35 2.0 100 0.814 (0.129) 0.502 (0.005)
Cebl 25 2.0 100 0.760 (0.240) 0.451 (0.059)
CLT 92 2.0 100 0.718 (0.142) 0.494 (0.001)

por PCR/RFLP, los que a su vez posean un efecto
poligénico que debera ser detectado con el uso de
otros marcadores moleculares.

El locus analizado resulté ser polimérfico (100%)
con igual nimero medio de alelos por loci (2), sin que
aparezcan alelos raros en todos los rebafios (Tabla
2). Esto se debe a que los métodos utilizados para la
deteccion de las variantes genéticas de dichas pro-
teinas son especificos para la diferenciacion entre dos
alelos determinados, lo que no permite la identifica-
cion de alelos raros, poco comunes en poblaciones
bajo los efectos de la seleccion artificial. De estar pre-
sente alguno de los alelos mencionados, los resulta-
dos obtenidos no se verian afectados, dada la baja
prevalencia de aparicion de los mismos.

El analisis del polimorfismo molecular de k-casei-
na en los diferentes genotipos permitira una aproxi-
macion a las caracteristicas importantes, en relacion
con la expresion productiva y composicional de la le-
che.
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