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RESUMEN

HERNANDEZ PONCE DE LEON JOSE OSCAR. "Estimacion de las frecuencias
alélicas del gen de la x-caseina en bovinos criollos mediante la técnica de la reaccion en
cadena de la polimerasa.” { Asesores Dr. Rogelio A. Alonso Morales, M. en C. RaGl Ulloa
Arvizu y Dr. Moisés Montafio Bermiidez).

El ganado Criollo presenta caracteristicas de adaptacion a los diferentes ccosistemas del pais, lo
cual lo hace un excelente candidato para ser utilizado en los sistemas de produccion pecuaria. La
x-caseina es una proteina lactea con varios alelos, dentro de los cuales ¢l A y B difieren en 2
aminodcidos. Con el método de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)} v digestion con
enzimas de restriccion, es posible identificar estos alclos. Con el fin de medir la frecuencia alélica
del gen de la k-caseina bovina, se obtuvo ADN de 201 animales de 5 poblaciones de bovinos
Criollos: Nayarit (NAY; n=38.), Guerrero (GRO; n=40)), Chihuahua (CHIH; n=44), Durango
(DGO; n=30} y Criollos Lecheros (LECH; n=49), ademas de 66 de ? de razas especializadas
Holstein (HOLS; n=44) y Hereford (HER; n=22) La frecuencia encontrada del alelo A en las
poblaciones HOLS, HER, GRO, NAY, DGO, CHIH y LECH fue de: 0.875, 0.318, 0.788, 0.684,
0.650, 0.591 v 0.480, respectivamente. Las poblaciones se encontraron en equilibrio genético de
Hardy-Weinberg excepto CHIH, donde la frecuencia genotipica de los heterocigotos fue mayor a
la esperada, posiblemente por una diferencia en el valor de seleccion de une de los alelos. En
general, la frecuencia estimada del alelo B en los Criollos fue mayor que en las razas
especializadas. HOLS presentd diferencias significativas con todas las poblaciones, excepto con
HER y GRO. HER fue diferente solo a CHIH y LECH; CHIH tuvo diferencias significativas con
GRO; LECH solo tuvo frecuencias similares con CHIH. Para evaluar las relaciones gendéticas
entre las poblaciones se construyé un dendograma a partic de los valores calculados de las
distancias Dy, las cuales sefalan diferencias entre las poblaciones. La frecuencia del alelo A
abtenida en HOLS fue similar a la reportada en otros paises. En HER la frecuencia del alelo A fue
mayor a la reportada para la raza. La frecuencia del alelo A obtenida en el ganado Criolio fue
menor a la reportada para este tipo de ganado. Las frecuencias encontradas sefialan diferencias, al
menos en este gen, entre las distintas poblaciones criollas. Sin embargn, serd tiecesario incluir
otros' marcadores moleculares para conocer con mayor exactitud el grado de diversidad y las

relaciones genéticas existentes cn las poblaciones bovinas.



I.  INTRODUCCION

En Meéxico la produccion de leche es menor a la demanda de productos lacteos. La
politica que ha seguido el gobierno de! Pais para solucionar este problema es fa de
comprar leche en el extranjero, dande como resultado que el pais se convierta desde hace
varios afios en el mayor importador de leche en polvo a nivel mundial. En 1996, del
volumen total de importaciones de productos agroindustriales, el 10% estaba constituido
por la leche en palvo, calculindose que en los 4 afios anteriores hasta ese, el pais gasid en
importaciones de leche en polvo, un promedio de 366 millones de délares americanos
(USD) por afio. Para el mes de abril de 1997 el volumen acumulado de importaciones de
leche en polvo es de 50.5 mit toneladas con un valor de 103 8 millones de USD. En 1995
la produccion estimada fue de 6,361 millones de litros de leche, lo que representa 13‘. 1%
menos que {o producido en 1994 y también en ese afio, hubo una reduccion del 1.1% con
respecto a 1993. Para 1997 la produccion nacional de leche de bovinos en el mes de julio
se calculd en 709.14 millones de litros, lo cual representd 6.6% por arriba de lo producido
en el mismo mes del afio anterior, para una produccién acumulada en dicho mes de
4,215.14 millones de litros. Lo anterior representd una disminucion del 1.2% con respecto
al mismo lapso del afic de 1996 en que se produjeron 4,267.30 millones de litros **. Con
base en estos resultados, se calcula que para el afio 2005 el déficit de leche seriz de
alrededor de 5,454,000 toneladas *.

En Meéxico, en los sistemas de produccién de leche tecnificado y semitecnificado se
obtiene en total el 72% del volumen de produccién lactea y los animales de estos sistemas
constituyen el 8 y 20% del hato nacional, respectivamente. Se calcula que el ganado de
razas especializadas en la produccion [actea, aporta cerca del 50% del total de leche
producida; predominando los animales de la raza Holstein y Suizo Pardo, esta Gitima en
menor proporcion. El porcentaje restante lo aporta el ganado no especializado en donde se

encuentran animales con una baja habilidad de produceidn de leche, animales de razas



seleccionadas para producir tanto leche como carne, cruzas de Bos faurus x B, indicus y

ganado Criollo **.

1.1 Ganado Criollo

Se define como ganado Criollo a los animales Bos taurus que pertenecen a los tipos o
“razas” de bovinos establecidos en Ameérica durante la €poca de la colonia, que se
desarrollaron y adaptaron a las condiciones ecoldgicas nativas, mediante un proceso de
seleccion natural y artificial, que ha durado varios siglos, con lo cual ¢ste ganado en la
actualidad presenta caracteristicas diferentes a las de sus ancestros Europeos. Este ganado
criollo presenta una gran variedad de colores que van desde el amarillo hasta el negro
pasando por el rojo, ademds de sus respectivas variantes como el berrendo, bragado, etc.,
son carentes de giba (caracteristica del ganado Bos indicus) v en algunas variedades, se
presenta un desarrollo prominente de los cuernos tanto en hembras como en machos 5.

E! ganado Criollo fue traido a México (antes Nva. Espaiia) por los colonizadores
espafioles en el afio de 1526 y continuaron introduciéndolo hasta el siglo XVIIL, Rouse”
menciona que los conquistadores trajeron ganado de las regiones de Extremadura ¥
Andalucia, sin embargo, Azuara et al”, sefialan que la Rubia Gallega fue la principal raza
de que se tiene conocimiento llegd a la Nueva Espafia, ademas de otras como la Asturiana,
Vasca y Navarra; también de Portugal se trajeron animales de las razas Borrosa y
Arisquesa. Con el inicio de l2 independencia de México se terminaron las importaciones de
ganado de razas Ibéricas destinadas para el abasto y solo se continué introduciendo
ganado de lidia. La principal funcién zootécnica para la cual se utilizé al Criollo, fue la de
produccion de carne; sin embargo este tipo de ganado constituyd hasta principios de este
siglo, la fuente principal de leche para la poblacién. En la actualidad la produccion lactea
de los Criollos Mexicanos se destina 2l autoconsumo y el sobrante a la elaboracidn de
quesos casi de forma artesanal; [a seleccion que se ha hecho en favor de la produccion de
leche ha sido poca °. ]

Debido a la introduccidn de razas mejoradas, el ganado Crollo estad siendo

paulatinamente sustituido por estas nuevas razas y se desconoce el nimero de cabezas



existentes de este ganado. Actualmente, los Criollos se encuentran localizados
principalmente en las regiones montafiosa y tropical seca, siendo criados en condiciones de
poco desarrollo tecnolégico. La mayoria de sus propietarios son de un nivel
socioecondmico bajo y ne cuentan con recursos suficientes para desarrollar una ganaderia
mas eficiente *.

Se han hecho algunos esfuerzos para conocer y evaluar las caracteristicas de los
Criollos, por ejemplo en el afio de 1977, la Secretaria de Agricultura y Recursos
Hidraulicos (S.A.R.H.) efabord el “Programa Nacional de Rehabilitacion de Ganado
Criocllo”, desafortunadamente el programa no continué y se desconoce mucha de la
informacién obtenida. Utilizando parte de los recursos generados por dichc programa,
Azuara et al” realizaron un estudio scbre polimorfismos bioquimicos de proteinas
sanguineas, donde mencionan que existen similitudes entre las frecuencias del alelo [, de
las transferrinas del ganado Criollo Mexicano con la raza espafiola Retinta. También en las
proteinas albumina y hemoglobina, se encontraron similitudes entre las frecuencias de los
Cricllos con las de las razas Rubia Gallega y Pirenaica.

En un estudio realizado por Sandoval ® sobre el polimorfismo genético de algunas
proteinas sanguineas tales como hemoglobina, anhidrasa carbonica eritrocitica, albimina y
transferrinas, se menciona que las fecuencias obtenidas de estas proteinas son similares
entre los Criollos del estado de Chiapas y Bovinos de lidia. Hernandez " realizé un
estudio sobre el ganado Criollo, su localizacién y comportamiento productivo para
determinadas caracteristicas, donde menciona la existencia de algunas poblaciones
Criollas, entre finales de la década de ios setentas y principios de los ochentas ubicadas en
QOaxaca, Cd. Altamirano, Gro., Jiquipilas, Chis., sur de la peninsula de Baja California v en
la region de la Huasteca de San Luis Potosi, sefialando que en algunas de estas regiones,
se tienen promedios de parametros reproductivos, tales como presentacion del primer celo
a los 277 dias con un peso de 176 kg., una tasa de concepcion del 72% al primer servicio
y 1.56 servicios por concepeion.

Aunado a lo anterior, Rivera et al."' y Vazquez et al.'?, realizaron estudios para evaluar
heterosis materna y comportamiento reproductivo de algunas caracteristicas reproductivas

del ganado Criollo, asi como, sus cruzas con ganado Guzerat, ambas sefialan que son méds



productivas las hembras Criollas y F1 (Criollo-Guzerat) que las hembras Guzerat, por lo
que pueden ser una alternativa para [a produccién de becerros para engorda en el tropico.
Existen algunos hatos de ganado Criollo Lechero localizados en los estados de
Tamaulipas y Veracruz, Méx.; los cuales se originaron de un hato base, que fue fundado
en el afio de 1965 por la Asociacion Mexicana de Produccion Animal (AMPA) en el sur
del estado de Tamaulipas; dicho hato fue establecido con animales importados de
Nicaragua y Costa Rica; J. de Alba y Kennedy *, estudiaron algunos parametros genéticos
de este hato y encontraron valores tales como lactancia ajustada a 305 dias (12244320
kg), dias de lactancia (314264 dias), servicios por lactacion {1,26+0.36 servicios), edad a
primer parto (39.3%5.8 meses) y produecidn total de leche (3466+2533 kg) para los
Criollos Lecheros puros, también analizaron el comportamienta productivo de estos,
realizando cruzas con las razas Holstein, Canadienne, Suizo Pardo (nativo de la localidad),
Jersey y Criollo Mexicano (de Oaxaca), encontrando que las cruzas de Criollo Lechero x
Holstein son méis productivos que las cruzas con Criollo Mexicano y Suizo Pardo,
teniendo las cruzas Jersey valores intermedios para estos parimetros genéticos. Si bien el
Criollo Mexicano y el Criollo Lechero tienen €l mismo origen histérico, son diferentes; ya
que los Criollos Lecheros fueron importados de Centro América, ademis de que se les ha

seleccionado por su habilidad de produccion lictea en los climas tropical hitmedo y seco.

1.2 Componentes Lacteos

La leche es de vital importancia para la supervivencia y el desarrollo de los animales

" recién nacidos. Esta constituye el unico aporte de agua, nutrimentos orginicos y

minerales; tiene un alto nivel de calorias, ademas de otros componentes no nutritivos, tales

como anticuerpos y factores bioactivos que también son importantes para los neonatos.
Existen factores genéticos, nutricionales, seproductivos y de manejo que intervienen en

la cantidad y calidad de la leche producida. Las concentraciones de algunos componentes

tacteos pueden variar entre las razas y entre los individuos de cada raza, siendo mayor la



diferencia entre individuos que entre razas, la grasa es el componente con mayor
variabilidad entre las razas, los minerales v [a lactosa presentan muy poca variacion,

Las heredabilidades para el porcentaje de grasa y proteinas son altas, teniendo valores
de 0.58 y 0.49 respectivamente, y una correlacién de 045 a 0.55 entre ambas
caracteristicas, con lo cual el progreso genético que se puede alcanzar al seleccionar por
estas caracteristicas, puede ser amplio.

El principal componente de la leche es el agua, constituye el 87% del volumen total. El
restante lo integran otros componentes como:

Lactosa (5.0%). Es un disacarido compuesto de glucosa y galactosa; producido
Onicamente en la glandula mamaria y es el mayor carbohidrato de la leche.

Grasa (3.9%). Es una mezcla compleja de lipidos, predominando principalmente los
trigicéridos y constituye una fuente de energia.

Proteinas {3.3%). Son de varios tipos, los cuales (nicamente estin presentes en [a
leche, todas estas proteinas y en pacticular las caseinas estan constituidas por aminoacidos
esenciales para el desarrollo de los animales recién nacidos. Existen otro tipo de proteinas
con funciones especificas como lo son los anticuerpos, las enzimas y las proteinas
transportadoras.

Minerales {0.7%5). El calcio y el fosforo son los minerales presentes en la leche, estos

son necesarios para la formacién de las estructuras dseas '

1.2.1 Proteinas Lacteas

El 80% de las proteinas de la leche bovina esta constituido por las caseinas x, §, a-sl,
a-52; que son codificadas por sus respectivos genes, los cuales se expresan de manera
especifica en las células epiteliales de {a glanduta mamaria durante la lactacién. Los genes
de las caseinas estan estrechamente ligados en el cromosoma 6 del bovino, en un segmento
de 200 kilobases (kb) 1*'®.

Las caseinas se encuentran en la leche en forma de micelas (granulos densos de
proteinas), su estructusa quimica (Caseina-PQ4-Ca++-PQ4-Caseina) permite la formacion

de dichas estructuras, las cuales miden aproximadamente 140 npandmetros de diametro.



Las micelas estan formadas por la o, f—y k—caseina. La a—caseina se encuentra
multifosforilada dando lugar a las diferentes variables de esta, La P—caseina es una
proteina mayor en la leche bovina. La k~caseina es un glicoproteina que esta distribuida en
la micela ¥ su funcidn es la de darle estabilidad a la misma.

Las caseinas tienen diferentes caracteristicas fisicoquimicas (Cuadro 1) y constituyen
una fuente muy importante de nutrimentos para el recién nacido, aportando aminoacidos,
calcio y fosfato '*.

Las frecuencias alélicas de la k-caseina varia entre las razas (Cuadro 2). Se han hecho
varios estudios en diferentes poblaciones bovinas, acerca de la relacién existente entre la
habilidad de produccion de proteinas lacteas y los diferentes alelos de la K-caseina,
analizandolos de forma estadistica, midiendo los efectos directos de cada genotipo a través
de familias, tomando a cada proteina de la leche como un loci individual 2. Se ha
encontrado en la mayoria de estos estudios, una correlacién positiva entre las vacas con el
genotipo homocigoto BB de la k-caseina y una mayor cantidad de proteinas lacteas
producidas, que influyen de manera importante en el rendimiento de la leche en queso,
reduciendo el tiempo de coagulacion y aumentando la consistencia del mismo; siendo
estos valores superiores a los rendimientos de las vacas con otro genotipo de la x-caseina,
en especial el homocigoto AA '“'™' Tanto el genotipo x-caseina BB, como el p-
lactoglobulina estan asociados con un alto porcentaje de caseinas en la leche, las variantes
genotipicas de k-caseina afectan la concentracion de la proteina k-caseina
{(BB>AB>AA), ia proporcion de o,.,- caseina y la concentracion de B-lactoglobulina y o-
iactoalbimina (AA>AB>BB) ».

Se ha sugerido que las diferencias entre la concentracion de proteinas lacteas y los
distintos alelos de la caseina, no se debe a que estos alelos tengan efectos directos sobre la
produccion, sino que son debido a regiones reguladoras de los genes o a variaciones en

otros loci ligados a estos 2,



1.2.2 k-Caseina

En investigaciones realizadas por Ng-Kwai-Hang et. al.”™; se encontraron diferencias
entre algunas caracteristicas lecheras, y los diferentes alelos de las caseinas, siendo la de
mayor importancia productiva la k-caseina; en la cual se detectaron 4 alelos: A, B,
CyE". También Van Eenennaam y Medrano™ sefialan, que la variacion en las proteinas
lacteas afecta la produccitn de queso, lo cual puede estar relacionado con el genotipo de
las mismas y la composicion de caseinas.

La diferencia entre ¢l alelo A y el B de la k-caseina es debido a la transicién de una
citosina ( C) por una timina (T), provocando ur cambio de aminoacidos, teniendo el alelo
A una treonina (ACC) y ¢l B una isoleucina (ATC) en el coddn 136. También en el codén
148 hay una transversion de una adenina (A) por una citosina { C), cambiando el acido
aspartico {(GAT) del alelo A por alanina (GCT) en el alelo B. Estas sustituciones dan
como resultado sitios de restriccion para 5 enzimas; asi por ejemplo la Hinfl cuyo
palindromo es GANTC, se utiliza pars caracterizar cl alelo A y HindIIl (AAGCTT) para

el alelo B 2% (Cuadro 3)
1.3 Reaccién en Cadena de Ia Polimerasa’'

Es un proceso bioquimico también conocido como PCR (polymerase chain reaction),
en el cual un segmento especifico del ADN es amplificado por la enzima ADN polimerasa,
ésto es logrado mediante los ciclos sucesivos de sintesis que integran la reaccion, los
cuales pueden ser de 20 a 30; al término de cada uno de ellos, las nuevas cadenas del
ADN formadas son de nuevo duplicadas por la misma enzima, con lo que se realizan un
niimero exponencial de copias { 2 % 10"} del gen o segmento de ADN especifico.

La amplificacidn es especifica, para esto se utilizan iniciadores o “primers” los cuales
son segmentos sintéticos de ADN u oligonucledtidos los cuales son complementarios a los

sitios de inicio de la sintesis de ADN y la enzima ADN polilmerasa reconoce estos sitios



para poder funcionas. Los iniciadores se disefian para que se ubiquen en las regiones que
flanquean et segmento que se desea amplificar.

Cada uno de los ciclos de sintesis que componen la reaccion esta constituido por tres
pasos que varian en cuanto a tiempo y temperatura a la cual el ADN es sometido y estos
son:

1) Desnaturalizacién.

Los intervalos de temperatura y tiempo de este paso varian de 92 a 98°C y de 30 a 90
segundos. El objetivo de someter el ADN a este paso es el de abrir 0 separar las 2 cadenas
que lo conforman.

2) Alineamiento.

La temperatura puede ser de 50 a 60°C, durante 30 a 60 segundos con lo cual los dos

iniciadores se¢ aparean de forma especifica con ias cadenas simples del ADN muestra

desnaturalizado.

3) Extension.

A una temperatura de 70 a 74°C por 30 a 90 segundos, la enzima ADN polimerasa
extiende los iniciadores previamente apareados al ADN, ya que va polimerizando los
desoxinucleétidos libres, lo que produce nuevas cadenas complementarias a las dos

cadenas sencillas originales.

1.4 Mejoramiento Genético

Dentro de los programas de mejoramiente genético en el ganado, la confiabilidad del
valor genético estimado de los animales jévenes es baja, debido a que los registros tanto
del animal como de su progenie no estan disponibles 0 no se cuenta con un nimero
suficiente de observaciones,

El desarrolle de las técnicas de andlisis basadas en el acido desexiribonucléico {ADN),
como la reaccidn en cadena de la polimerasa, hace posible identificar el potencial
productivo de los animales detectando si estan presentes algunos marcadores genéticos

moleculares como: la k-caseina, la B-lactoglobulina, la B—caseina, etc, indistintamente del



sexo del animal, a una edad temprana %

; con lo cual se reducen los costos de las
evaluaciones de log animales destinados a ser el futuro pie de cria.

La identificacion de las bases moleculares de los factores genéticos asociados a
produccion y su emplec en seleccion, permite desarrollar una nueva herramienta en la
produccion animal, conocida como Selzccién Asistida por Marcadores.

El estudio de las frecuencias génicas y genotipicas en una poblacion y en sus
subsecuentes generaciones, asi como, su aplicacién para determinadas caracteristicas
cualitativas es uno de los objetivos de la genética de poblaciones, en donde la ley de Hardy
- Weinberg establece que en una poblacion grande con apareamiento al azar y en ausencia
de fuerzas como mutacion, seleccion y migracion, las frecuencias génicas y genotipicas,

estas se mantendran constantes de una generacién a otra.



I, JUSTIFICACION

El presente estudio se enfoca hacia dos aspectos importantes en las ciencias
veterinarias. por un lado al conocimiento de la diversidad genética en las poblaciones de
bovinos Criollos, debido a que no se han hecho estudios confiables, en particular sobre la
frecuencia del gen de la k-caseina; ef cual afecta la concentracidn de proteinas licteas y el
rendimiente de la leche necesaria en la elaboracion de queso, siendo por lo tanto una
caracteristica econémicamente importante.

El atro aspecto 2 que se enfoca este estudio, es a la utilidad que tienen los marcadores
genéticos moleculares en los programas de seleccion, con ellos es posible disminuir el

tiempo y los costas de dichos programas,
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III. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1 Objetivos

3.1.1. Determinar las frecuencias alélicas del gen de la x-caseina en 5 poblaciones de
bovinos Criollos y en 2 poblaciones de razas comerciales.

3.1.2. Evaluar si las [recuencias alélicas en las poblaciones estudiadas estin en
equilibrio gendtico de Hardy-Weinberg,

3.13. Comparar las frecuencias alélicas entre las poblaciones Criollas v en dos
poblaciones de animales de razas especializadas, dna en la produccién de leche (Holstein)

y otra en la produccion de carne (Hereford).

3.2 Hipétesis

Debido 2 que ias poblacicnes de bovinos Criollos estin geograficamente separadas, el
intercambio de individuos entre poblaciones es limitado y ademas cada poblaciéon ha
estado sujeta a diferentes procesos de seleccién y deriva génica, esperamos que las
frecuencias alélicas sean diferentes entre las poblaciones de Criollos.

La frecuencia del alelo B sera mayor en las poblaciones de bovinos Criollos, ya que la
leche producida por animales con al menos un alelo B del gen de la k-caseina contiene mas
proteinas que las vacas con alelo A, con lo cual los becerros que se alimentan con esta
leche tienen mayores probabilidades de sobrevivir en las dificiles condiciones ambientales y

de manejo en donde se localiza el ganado Cricllo.



IV. MATERIAL Y METODO

4.1 Materia! Biolégico

Para la realizacion del presente estudio se colectaron muestras de sangre de bovinos
Criollos tanto de hembras como de machos de 5 regiones: del Centro Experimental
Pecuarioc "El Verdinefio" INIFAP-SAGAR, localizado en el municipic de Santiago
Ixcuintia, Nay. (NAY.), de la region Tierra Caliente de Guerrero (GRO.), de la Sierra
Tarahumara en Chihuahua (CHIH.), de (a sierra de Durango (DGO.) y Criollos Lecheros
localizados en el norte del estado de Veracruz y €l sur del estado de Tamaulipas, (LECH.),
ademas de bovinos de raza Holstein (HOLS.) provenientes de varios cstados de Ia
republica y de ganado Hereford (HER.) localizado en el estado de Chihuahua, De las
células sanguineas nucleadas de cada muestra colectada se obtuvo el ADN de acuerdo a
técnicas previamente descritas por Bruford et. al. *2. En el ADN purificado se evaluo su
integridad por medio de electroforesis en geles de agarosa al 1% se cuantificé en un
fluorémetro (Hoefer Scientific Instruments, modelo DQ200-115v) y se ajustd a una
concentracion de 50ng/ul.

El mimero de muestras por grupo que se procesaron fueron:

POBLACION Num. DE INDIVIDUQS
Holstein 44
Hereford 22
Guerrero 40
Nayarit ' 38
Durango 30
Chihuahua 44
Criollo Lechero 49

TOTAL 267



4.2 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la realizacién de este método se utilizaron 150ng de ADN de cada muestra. Las
condiciones de amplificacion del ADN fiteron las siguientes:

Primer paso:

Una etapa inicial de desnaturalizacién a 94 °C durante 3:00 min.

Segundo paso:

Constituido por las siguientes etapas, las cuales se repiten 30 ciclos:

Etapa Temperatura { °C ) Tiempo (seg.)
Desnaturalizacion 94 30
Alineamiento 54 30
Extension 72 30

Tercer paso;

Una fase final de 72 °C durante 3:00 min.

Se utilizaron unos "Iniciadores" cuyas secuencias son para el Iniciador Delantero: 5°
ATAGCCAAATATATCCCAATTCAGT 3° y para el Iniciador de Reversas S
TTTATTAATAGTCCATGAATCTTG 3" *. Cada una de las reacciones de amplificacion
se realizo en un volumen final de 30pul, los cuales se obtienen de la suma de los siguientes
componentes: 3pl de amortiguador 10x para PCR (20mM MgCly, KCl 500mM; Tris-HCl
pH 8.3 100mM; gelatina 101g/ml), 3pl de desoxinucledtidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

" 2mM cfu, 1.5l de los iniciadores delantero y de reversa (10mM c¢/u), 1.5ul de albiimina
sérica bovina (BSA) (3mg/ml), 1.5pl de Tritén x100 al 2%, 0.75p! de enzima
TagPolimerasa (5 U/ul), agua bidestilada estéril C.B.P. 30ul y 2-3ul de ADN gendmico
bovino {50ng/ul).



4.3 Polimorfismo en los Tamaiios de los Fragmentos de Restriccién

(RFLP, restriction fragment length polymorphism)

Con Ia finalidad de identificar los alelos A y B de la x-caseina, el producto amplificado
de la PCR se digirid independientemente con las enzimas de restriccion la Aindlil y
Hinfl V", para esto se utilizan 10p] del producto de PCR que se agregan a 10ul de una
mezcla que contiene el amortiguador recomendado por e! proveedor para cada enzima
(2x) 2ul, ademas BSA (3mg/ml) 0.3l y 10 unidades {U) de la enzima enzima. Se incubd
la reaccién durante 8 horas a 37°C. El andlisis de los productos digeridos se hizo mediante
electroforesis en geles de agarosa al 3%, dando como resultado patrones de bandeo

especificos de cada genotipo.(Figura [)
4.4 Analisis de los Resultados

Se determinaron las frecuencias genotipica y alélicas de cada poblacién mediante las

siguientes formulas ** -

Frecuencia Genotipica.
f(PP) = nPP/ N
f(Pp)=nPp/N
f{(pp)=npp/ N

Donde:

f (PP) = frecuencia genotipica de los individuos homocigotos k-CN-AA
f (PP) = frecuencia genotipica de los individuos heterocigotos k-CN-AB
f (pp) = frecuencia genotipica de los individuos homacigotos k-CN-BB

nPP = mimero de individuos homocigotos AA
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nPp = nimero de individuos heterocigotos AB
app = namero de individuos homocigotos BB

N = Total de individuos de la muestra.

Frecuencia Alélica

f (P) = £ (PP) + (1/2)f (Pp)

f (o) = £ ep) + (V2 (PpP)
Donde:

f (P) = frecuencia alélica del alelo A

f (p) = frecuencia alélica del alelo B.

Para determinar si las frecuencias alélicas estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg se
realizé una prueba de bondad de ajuste **,
2
=B
i H
r, (l -° ,4)2

En donde:

Da=Paa _P]A
pPa = frecuencia alélica de A en la poblacién P

. Paa = frecuencia genotipica del homocigoto AA

Se compararon las frecuencias alélicas entre las poblaciones v entre las razas

( 2
m 'x;' _y')
o SN

o Xh YR,

mediante una prueba de significancia **,



Donde:

n = nimero de individuos en la poblacion X
n , = numerc de individuos en la poblacién Y
x ;= frecuencia del /-esimo alelo en la poblacién X

¥ .= frecuencia del i-esimo alelo en la poblacién Y

Se construyd un dendograma con e! método de "Neighbour Joining"*® utilizando en la

matriz de relacion las distancias Dys ».

D= I_ZM
i=1



Y. RESULTADOS

Mediante PCR se amplifico un fragmento de 530 pb que corresponde al gen de la x-
caseina bovira. La identificacién de los alelos A y B se realizé por medio del polimorfismo
en los tamafios de los fragmentos de restriccion especificos, obtenidos después de digeric
el fragmento amplificado con las enzimas de restriccion HindIIl y Hinfl. La enzima
HindlIl digiere el alelo B y se obtienen fragmentos de 375 y 155 ph, el alelo A no es
cortado por esta enzima. La enzima Hinfl digiere el alelo A obteniéndose fragmentos de
326,132, 51 y 20 pb. En cambio, para ¢l alelo B se generan fragmentos de 458, 51 y 20 pb
(Figura 2).

En el cuadro 4 se muestran los resultados de las frecuencias genotipicas obtenidas y
los valores de % para evaluar el equilibrio genético en las diferentes poblaciones. Se
observd que existen diferencias en las frecuencias alélicas entre las poblaciones, siendo
mayores las frecuencias del alelo B en la poblacion de Criollo Lechero, seguida por las
poblaciones de ganado Criollo que en las poblaciones de razas comerciales (Figura 3).
Todas las poblaciones estan en equilibrio de Hardy-Weinberg con excepcién de los
Cricllos de Chihuahua, poblacion en la cual la frecuencia de individuos heterocigotos
observados fue mayor a la esperada (Figura 4).

Con base en la frecuencia genética de los alelos de la x—caseina , se evalud la
probabilidad de que las frecuencias de 2 poblaciones fueran diferentes (Cuadro 5). La raza
Holstein presento diferencias significativas (P<0.01) con todas las poblaciones, excepto
con la de raza Hereford y la de Criollo de Guerrero. La raza Hereford fue diferente solo a
las poblaciones de Chihuahua y Criollo Lechero, la poblacidn de Chihuahua tiene
diferencias significativas (P<0.01) con las 2 poblaciones de razas comerciales y con los
Criollos de Guerrero, por 0itimo, la poblacién de Criollo Lecherc tiene frecuencias
diferentes a las demas poblaciones y solo con la poblacién Criolla de Chihuahua tiene

frecuencias similares.
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Los resultados obtenidos al calcular las distancias Dy, nos sefialan que existen diferencias
entre las poblaciones (Cuadro S5}, las cuales se pueden observan en el dendograma
elaborado con la matriz de relacién de dichas distancias (Figura 5).

La topologia de este dendograma estz dada por las menores distancias genéticas
calculadas entre las poblaciones. La mayor distancia obtenida entre dos poblaciones, es
entre Holstein y Criollo Lechero (0.0805); la menor fue entre Guerrero y Hereford
{0.0008). Los Criollos que presentaron menores distancias con las dos poblaciones
especializadas, fueron los de Guerrero; ademas, estos presentaron las mayores distancias
con las otras poblaciones Criollas. La poblacion de Chihuahua fue ta mas proxima a los
Criolios Lecheros. La menor distancia entren dos poblaciones Criollas Mexicanas sc

obtuvo entre Nayarit y Durango.



VI. DISCUSION

La frecuencia del alelo A que se obtuvo en Holstein (0.875) es similar a las obtenidas para
la misma raza en paises como lIsrael (0.89)”, Estados Unidos {0.839)%, Canada (0.85)*,
(0.81)”, Reino Unido (0.80)*, Taiwar. (0.89)"', Corea (0.84)2, Espafia (0.82)”, Hungria
(0.83)* y Polonia (0.83)*. Solo se reportan en Argentina y Canada frecuencias de 017"
y (0.74)" respectivamente, las cuales rcshltan menores a las encontradas en este estudio y
a las reportadas por otros autores.

Estos resultados nos indican que en la raza Holstein existe una gran homogeneidad a nivel
mundial en cuanto a la frecuencia de este gen, lo cual puede ser debido a la dependencia
de determinadas lineas genéticas y a la masiva difusion de este germoplasma en todo el
mundo. Esta raza tiene una enorme presion de seleccion a favor de alios niveles de
produccidn lictea; esto muy probablemente, ha llevado a una seleccian negativa en contra
de aquelios factores genéticos que contribuyen a un aumento en la concentracion de
solidos en la leche, como es el alelo B de la x--caseina.

La frecuencia del alelo A de la k—caseina en la poblacion de ganado Hereford (0.818)
analizada en este estudio, fue mayor a la reportada en esta raza por Moody et al *,
quienes analizaron 3 poblaciones con diferentes niveles de consanguidad, obteniendo una
frecuencia promedio de 0.6 en la raza.

Las frecuencias alélicas en las poblaciones Criollas fueron diferentes a las de las dos razas
especializadas analizadas en este trabajo, exceptuando a la poblacién de Guerrero, la cual
no presento diferencias significativas con ambas razas.

En la mayoria de tas poblaciones criollas no se presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre si, sélo se encontraron diferencias entre [a poblacidon de Chihuahua y la
poblacion de Guerrero. La frecuencia genotipica de individuos heterocigotos en la
poblacién de Chihuahua es mas alta que la esperada, resultando ser 1a amica que no se
encuentra en equilibrio genético de Hardy-Weinberg. Este exceso de heterocigotos puede

indicar una diferencia en el valor de seleccién de uno de los genotipos; aunque no ha
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habido una aparente seleccién para determinado genotipo *® o que esta poblacién esta
siendo cruzada con otra, en la cual las frecuencias alélicas son diferentes.

En el ganado Criollo de Argentina, Poli y Antonini ** reportan una frecuencia para el alelo
A de 0.751, la cual es mayor a la obtenida en las poblaciones Criollas analizadas en este
trabajo. Es posible que la poblacién de Criollos de la Argentina sea diferente a las de este
estudio, aunque tengan el mismo origen histérico, debido a que han estado sujetas a
diferentes procesos de seleccién y cruzamiento.

Sin embargo, Osta et al.Panaliza las frecuencias de las K-caseinas en algunas razas de
ganado espafiol y francés encontrando frecuencias similares a las obtenidas en este estudio
en algunas pobiaciones de criollos (Cuadro 6).

En relacién a las frecuencias obtenidas en las diferentes poblaciones animales, se puede
observar que existen diferencias entre las distintas razas bovinas y no se reporta alguna
corelacion entre la frecuencia del gen vy el sexo; asi por ejemplo, encontramos que en la
raza Simmental se reporta una frecuencia del alelo A de 9.765 y 0.729 para hembras y
machos respectivamente, teniendo el genotipe BB, efectos significativos superiores 2 los
genotipos AB y AA sobre el contenido de proteina en la leche *,

Las poblaciones analizadas en este trabajo, deberan ser estudiadas mds a fondo,
incluyendo otros marcadores moleculares para conacer con mayor exactitud el grado de
diversidad genética de dichas poblaciones y su posible refacion con determinadas
caracteristicas productivas.

La utilizacion del ganade Criollo en los sistemas de produccion actuales, puede ser muy
valioso para aumentar {a produccién pecuaria nacional. Si bien es poco probable, que el
ganado Criollo pueda llegar a alcanzar en corto plazo los niveles de produccion que tienen
los animates de razas modernas, ya que estas tltimas han estado sujetas de manera
continua a procesos de mejoramiento genético intenso durante varios afos. Es muy
probable que este ganado posea atributos de adaptacién a los diversos ecosistermas
nacionales, en los cuales el ganado mejorado no se adapta facilmente.

Por lo anterior, antes de que este recurso desaparezca, es necesario realizar mas
investigaciones sobre el ganado Criollo Mexicano, en relacién a su desempefio y

potencialidad dentro de sistemas alternativos de produccién; principalmente en el aspecto
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genético, ya que puede ser una fuente de germoplasma itil en los sistemas de produccion
intensivo y semi-extensivo en condiciones ambientales extremas y con bajos niveles de
inversion. Esto es relevante, si consideramos que los animales de razas altamente
especializadas, requieren para producir de manera eficiente de insumos costosos y de una
gran infraestructura , y si ademas, sabemos que en zonas aridas y tropicales con pocos

recursos econdmicos, las razas especializadas no se adaptan facilmente.
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VII. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

Se encontraron diferencias en las frecuencias del gen de la x—caseina entre las distintas
poblaciones aralizadas. La inica poblacién Criolla que no presentd diferencias con las

dos poblaciones de razas especializadas fue la de Guerrero,

La poblacién de ganado Hereford fue diferente solo a las poblaciones de Chihuahua y

Criollo Lechero, las cuales presentaron mayores frecuencias del Alelo.

Las poblaciones Criollas presentaron mayores frecuencias de! afelo B {(0.213 a 0.520)
que las de razas especializadas (0.125 y 0.182). En la poblacion Holstein se observo la
menor frecuencia del alelo B (0.125) y en el Criollo Lechero se observé la mayar
(0.520).

L.as dos poblaciones de razas especializadas y cuatre de las cinco poblaciones Criollas
analizadas en este estudio, estin en equilibrio genético de Hardy-Weinberg. La (nica

que no se encontrd en equilibrio fue 1a poblacion de Chihuahua,

Al utilizar marcadores genéticos moleculares, es posible realizar estudios para conocer

el origen y la diversidad genética existente entre las poblaciones de una especie.

Se deben realizar mis investigaciones sobre los polimorfismos de los genes que
codifican para proteinas lacteas para poder determinar si existen o ne efectos sobre Ia

produccién y calidad de la leche en nuestras poblaciones bovinas.

La utilizacidn eventual de marcadores genéticos moleculares asociados a rasgos
productivos, permitird una mayor precisién en la seleccion temprana de los animales

progenitores.
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Cuadro 1. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LAS CASEINAS .

PROTEINA PESO MOLECULAR  PUNTO ISOELECTRICO
o-caseina 23 000 41
B—caseina 24 000 45
K—caseina 19 000 4.1

Cuadro 2. FRECUENCIAS ALELICAS DE LA k-CASEINA.

RAZA k—-CN A k-CN B REFERENCIA
Jersey 0.095 0.905 Medrano et al. 2
Jersey 0.14 0.86 Van Eenennaam et al.®®
Guernsey 0.73 0.27 Van Eenennaam et al.”
Suizo Pardo 0.33 0.67 Van Eenennaam et al. ™
Suizo Pardo 0.48 0.52 Osta et al.
Limousin 028 0.72 Osta et al. &
Japonés Negro 0.77 0.23 Yamamoto et.al**
Simmental Austriaco 0.7 03 Ortner et al.
Slovakian Pieds 0.509 0.49] Bankyo et al. *
Siovakian Pinzgaus 0.633 0.364 Bankyo et al %
Czech Pieds 0.514 0.414 Citek et al.”’
Meontbeliard 0.557 0.409 Nebola et al **
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Cuadro 3. SITIOS DE RESTRICCION DE LAS ENZIMAS Hinfl Y. HindIl1 ®

Codon

Secuencia de amitioacidos
Secuencia de nucledtidos
Sitios de restriccién para

Hinfl

Codon

Secuencia de aminoécidos
Secuencia de nucledtidos
Sittos de restriccion para
Haelll

x — Caseina A

136 . 148
.. ProThThrGluAla. .. .. .LeuGluAspSerPro. . .
. .CCTACCACCGAAGCA. .. .. CTAGAAGATTCTCCA ..
GAAGA......

x —- Casecina B

136 148
...ProThrlleGluAla. . . .. LeuGluAlaSerPro. . .
. .CCTACCATCGAAGCA. .. .. .CTAGAAGCTTCTCCA. ..
AAGCTT..
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Cuadro 4. FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y PRUEBA DE BONDAD DE AJUSTE

DE CADA POBLACION.
Poblacion Individuos Frecuencia Genotipica LW q¢®
AA AB BB
Holstein 44 0.75 0.25 0.00 0.898  0.0156
Hereford 22 0.681 0272 0.045 0.152 0.0330
C. Guerrero 40 0.625 0325 0.05 0.033 00452
C. Nayarit 33 0.447 0.473 0.078 0.351 0.0997
C. Durango 30 0.366 0.566 0.066 1806 0©.1225
C. Chihuahua 44 0.272 0.636 0.090 4.4003* 0.1674
C. Lechero 49 0.163 0.632 0.204 3.5041 0.2708

(A} Valores de Ji-cuadrada de 1a prueba de bondad de ajuste.
(B) Valor de ta frecuencia genotipica de los homocigotos BB esperados.
*P <0.05 22 ey = 3.84
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Cuadro 5. DISTANCIA GENETICA DE NEI Y VALORES DE PROBABILIDAD DE
LA PRUEBA DE SIGNIFICANCIA.

HOLS. | HER. | GRO, | NAY | DGO. | CHIH, | LECH.
HOLS. - 0387 042 06.0029] 0.001| 0.0000| 0.0000
HER. 0.0036 068 o0.rf] 0058{ 0.009| 00002
GRO. 0.0065 | 0.0008 0.14| 007| 00060 0.0000
NAY 00279 | 00132 |0.0068 0.67]  0.21] 0.0069
DGO. 0.0367 |0.0191 |0.0113 |0.0012 0.458| 0.0369
CHIN. 0.0548 | 0.0326 [0.0224 | 00053 |0.0018 0.1288
LECH. 0.0805 |0.0530 |0.0401 [0.0148 | 0.0087 | 0.0026 ]

NOTA. La diagonal superior muestra los valares de probabilidad de la %’ con un grado de libertad de que
dos frecuencias sean diferentes y [a diagonal inferior seflala los valores de la matriz de distancias

genéticas de Nei.

Cuadro 6. FRECUENCIAS ALELICAS DE LA «-CASE{NA EN BOVINOS DE

RAZAS ESPANOLAS®.
Raza x—CN A x-CN B
Asturiana 0.62 0.38
Rubia Gallega 0.53 047
Toro de lidia 0.47 0.53

Pirenaica 0.53 0.47
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Forward 5" ATAGCCAAATATATCCCAATTCAGT3’

| 530 pb I
I -l
530 pb
HindlI1
A 51 pb 326 pb 132pb  2ipb
e
375 pb 155 pb
— | HindIII
B 51pr 458 pb 21 pb

1 11— Hinfi

Reverse  5° TTTATTAATAGTCCATGAATCTIG 3°

Figura 1. Mapa de {os sitios de restriccidn de las enzimas HindIII y Hinfl para el
producto amplificado de PCR. Se muestra la posicién y los tamafios de los
fragmentos generados con las enzimas de restriccion. El alelo A es cortado

solo por Hinfl, el alelo B es cortado por ambas enzimas HindIII y Hinﬁ



3G

GENOTIPO

Figura 2. Patrones de los fragmentos de restriccién del segmento amplificado del gen
de la k-caseina bovina. Muestras separadas en un gel de agarosa al 3%,
donde M es el marcador de peso molecular pBR322/Msp |; A es el producto
amplificado de 530 pb; X1, Y1 y Z1 son las muestra x, y, z respectivamente,
digeridas con la enzima Hindill, y X2, Y2 y Z2 son las mismas muestras, pero

digeridas con la enzima Hinfl,
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Figura 3. Frecuencias alélicas en Fas poblaciones Criollas y comerciales.
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Figura 4. Frecuencia genotipica de 1a pobiacion Criolla de Chihuahua. En la grifica
se muestran las frecuencias genotipicas observadas (12, 28 y 4 para los
genotipos AA, AB y BB respectivamente) y esperadas (1536, 2127 y 7.36
para los genotipos AA, AB y BB respectivamente) en la poblacion Criolla de
Chihuahua.
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Figura 5. Dendograma de las poblaciones bovinas utilizando las distancias genéticas
de Nei. Las poblaciones con el mismo simbolo no presentaron diferencias

significativas entre si (P<0.05).



