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RESUMEN

OROPEZA MONTEJO ADDI MINERVA. Relacién de los genotipos de k-
caseina con la produccién de leche, grasa y proteina de
ganado bovino Holstein (Bajo la direccién de Dr. Rail Ulloa
Arvizu y Dr. Rogelio Alejandro Alonso Morales)

En este estudio se evaludé la utilidad de los genes que
codifican la k-caseina como marcador genético, dentro de un
hato productor de leche en el altiplano de México. Se obtuvo
ADN a partir de leche de 32 vacas Holstein de 1 a 3 partos de
un hato lechero ubicado en el Estado de Querétaro, con el
objeto de evaluar la relacién de los genotipos de k-caseina
con la produccién de leche, grasa y proteina; se utilizaron
las enzimas HindIII y HaeIII para obtener los polimorfismos
de amplificados digeridos que permitieran identificar 1los
alelos A, B y E de la k-caseina, encontrando una frecuencia
alélica de 0.734, 0.125 y 0.141 respectivamente para cada uno
en esta poblacidén; la frecuencia genotipica calculada muestra
un desequilibrio de Hardy-Weinberg debido a un exceso de
homocigotos (F=0.56). Se realizé el andlisis de varianza para
la produccién de leche, grasa y proteina, observédndose que
s6lo el numero de parto influye significativamente (p<0.01)

en éstas. No se encontraron diferencias estadisticamente



significativas debido al valor tan grande del error estandar.
Se sugiere realizar un estudio de cuando menos 190 animales
para obtener una potencia estadistica de al menos 80%; asi
como incluir la tipificacién de 1los deméds genes de las

caseinas y de la beta lactoglobulina.



I. INTRODUCCION

En la 1ltima década la biotecnologia se ha desarrollado
aceleradamente, contribuyendo con la genética molecular en la
evaluacién de los caracteres hereditarios y en el desarrollo
de técnicas de andlisis molecular que se basan en diferentes
tipos de marcadores de ADN, que se usan en el mapeo gendmico
para la deteccién y manipulacién de factores genéticos
individuales de naturaleza cuantitativa en programas de
mejoramiento genético.

En la produccién animal dentro del campo de la industria
lechera se han aprovechado estas biotecnologias con las gque
se identifican los genotipos, permitiendo el monitoreo de
poblaciones animales a partir de marcadores ligados a rasgos
cuantitativos. Especificamente aquellos que codifican las
proteinas lacteas, como la k-caseina, mediante la técnica
CAPS (Sitios polimérficos de amplificados digeridos), lo que
contribuye a 1la identificacién de animales genéticamente
superiores, lograndose 1la transmisién de estos genes vy
ayudando al mejoramiento substancial de la produccién léactea.
En este estudio se evalué la utilidad de los genes que
codifican la k-caseina como marcador genético, dentro de un

hato productor de leche en el altiplano de México.



1.1 Leche

La Norma Oficial Mexicana NOM-091-SSA1-1994 define a la leche
como el producto proveniente de la secrecidén natural de las
glandulas mamarias de las vacas sanas, excluyéndose el
producto obtenido 15 dias antes del parto y 5 dias después o
cuando tenga calostro®.

El consumo de leche en todas las etapas de la vida del hombre
es importante; esto se hace patente desde que la madre la
consume, ya que le aporta nutrientes para mantener su salud y
la del producto; durante las primeras etapas de 1la vida
favorece el crecimiento y desarrollo de los huesos, y en los
adultos, el consumo diario de medio litro de leche aporta
aproximadamente el 75% del requerimiento de calcio, el 45% de
riboflavina, 20% de proteina y 10% de energia’.

El wvalor nutritivo de 1la leche es mayor gque el valor
individual de los nutrientes que la componen debido a su
balance nutricional dudnico. La composicién promedio de la
leche de vaca por cada 100 gramos es de: Agua 88 g; energia
61 kcal; proteina 3.2 g; grasa 3.4 g; lactosa 4.7 g; Yy
minerales 0.72 g’; esto implica que la leche es una mezcla
compleja constituida por una fase de emulsidén en donde la
grasa y las vitaminas solubles en grasa de la leche se
encuentran en forma de glébulos, una fase de suspensién en la

gue se encuentra dispersa la caseina (principal proteina de



la leche) como un gran nimero de particulas sdélidas tan
pequeflas que no sedimentan, al igual que otras proteinas que
estdn ligadas a sales minerales y, por uUltimo, una fase de
solucién; siendo el agua el medio general en el que se

encuentra la lactosa®.

1.2 Componentes Lacteos

La compleja composicién de la leche varia considerablemente
segin la raza, la época de parto, etapa de lactacién, régimen
alimenticio, numero de ordefio, época del afio, salud y edad
del animal®.

Agua. Es el principal constituyente de la leche y su cantidad
es regulada por la lactosa que se sintetiza en las células
secretoras de la glandula mamaria. El1 agua de la leche es
transportada a la glandula mamaria por 1la corriente
circulatoria.

Hidratos de carbono. El principal es 1la lactosa, su
concentracién es relativamente constante.

Vitaminas. Las vitaminas de la leche son: A, C, D, E y
complejo B.

Grasa. La grasa de la leche se encuentra presente en pequenos
glébulos suspendidos en agua. Cada glébulo esta rodeado de
una capa de fosfolipidos, gque evitan gque los glébulos se

aglutinen entre si repeliendo otros gldébulos de grasa vy



atrayendo agua. La mayoria de 1los glébulos de grasa se
encuentran en forma de triglicéridos formados por la unién de
glicerol con &cidos grasos.

Cenizas. Estas se componen de un gran numero de sales,
especialmente sales de calcio y fosfatos, junto con otras de
potasio, azufre, cobre, sodio, yodo, cloro, magnesio,
manganeso y hierro.

Células. Los elementos celulares de la leche provienen de los
conductos del canal del pezdn, cisterna y conductillos de la
ubre, aungque algunos pueden llegar a la leche desde 1la
superficie externa de 1la ubre y pezones; las células
somaticas en la leche no afectan la calidad nutricional en
si. Ellas son solamente importantes como indicadores de otros

procesos en el tejido mamario como la inflamacién’:®.

1.3 Proteinas Lacteas

Las proteinas estdn constituidas por blogues de aminodcidos.
El orden de los aminodcidos en una proteina, se determina por
el «c¢bédigo genético, y le otorga a la proteina una
conformacién dnica. Posteriormente, la conformacién espacial
de la proteina le otorga su funcidén especifica.

Las proteinas en general interactian con agua, sales,
lipidos, etc., Y contribuyen en las propiedades

organolépticas y cinéticas de los productos l&acteos por 1lo



tanto, mejoran los atributos de calidad como son olor,
sabor, textura y palatabilidad; ademds cumplen con los
requerimientos nutricionales de los individuos®.

De todas las proteinas, las de leche bovina son probablemente
las mejor caracterizadas quimica, fisica y genéticamente’.
Numerosas investigaciones realizadas en los dltimos treinta
afios han mostrado gque algunas variantes genéticas de las
proteinas lacteas tienen efectos importantes sobre las
propiedades tecnoldgicas de la leche para la manufacturacidén
quesera; éstas proteinas se clasifican en dos grandes grupos:
caseinas (80%) y proteinas séricas (20%), debido al proceso
de fabricacién de quesos, que consiste en la separacidén del
cuajo de las proteinas séricas luego de que la leche se ha

coagulado bajo la accién de la renina®?:10:.11-12,

1.4 Caseinas.
Son una fuente esencial de aminoacidos, fdésforo y calcio para
los lactantes, y constituye la principal proteina para la

13,1415 pstas proteinas se

fabricacién de qgquesos y yogures
encuentran en forma de grandes micelas (grdnulos densos de

proteinas) que contienen calcio y fosfato en suspensién

coloidal en la leche de ganado bovino'®. Las micelas estén
compuestas por la asl-, as2-, y P-caseina, gque interactian

con el calcio, la k-CN predomina en la superficie de las



micelas. La estructura y estabilidad fisica de las micelas
domina diversas propiedades de la leche y subproductos.

La estructura quimica de las caseinas (Caseina-P0O4-Ca’’-PO4-
Caseina) permite la formacién de las micelas, gque miden
alrededor de 140 nanémetros de didmetro. En la figura 1 se
observa la localizacién de los genes de las caseinas

localizados en el cromosoma 6q (regién 3.1-3.3) dentro de un
locus de 250 kb en el siguiente orden asl- p - as2 - x*’-1%17,

Las caseinas son codificadas por sus respectivos genes, los
cuales se expresan de manera especifica en las células
epiteliales de la gladndula mamaria durante la lactacién®®. Se
han encontrado polimorfismos de todas ellas y son tdtiles para
identificar alelos asociados con elevada produccién de

proteina o con propiedades especificas de produccién?®'+??:23,

1.5 x-caseina (kCN).

Es una proteina constituida por 169 aminocdcidos y difiere de
las restantes caseinas en el namero de grupos fosfato
fijados a la molécula y en que estd glicocilado. Comprende el
13% del total de las caseinas y su concentracién en la leche
es de 3.5 gr/1®. La kCN es esencial en la estabilidad de las
micelas de caseina en la leche en presencia de calcio. Otra
de las caracteristicas que la diferencian del resto de las

caseinas es la capacidad de ser rapidamente hidrolizada por



la proteasa quimosina (renina) entre la Phe 105 y la Met 106,
escindiendo la molécula en dos fragmentos, la para-x-caseina
(aminodcido No.105) fuertemente hidrofébica y 1la caseina
macropéptido (aminodcido  No. 106), rica en residuos

13.25  La hidrélisis destruye el

aminodcidos: &acidos y polares
poder estabilizador de la CSN; y produce la coagulacién de la
leche®®?’. La xCN que comienza la precipitacién de las otras
caseinas en presencia de calcio mantiene un papel importante
en el mantenimiento de la estabilidad micelar, debido a su
estructura anfifilica®®. Su carécter hidrofilico esta
reforzado por la glicosilacién que contribuye a incrementar
la complejidad del sistema.

Polimorfismos. Se identifican al menos nueve formas de «x-
caseina en bovinos (A, B, C, E, F, G, H, I, y A;)*?%, de las
cuales se describen dos variantes importantes k-CNA y k-CNB.

En el cuadro 1 se muestra la diferencia entre el alelo A y el

B de la k-caseina debida a la transicién de una citosina (C)
por una timina (T), provocando un cambio de aminoéacidos,
teniendo el alelo A en el codén 136 una treonina (ACC) y el B
una isoleucina (ATC). En el coddén 148 se observa una
transversién de wuna adenina (A) por wuna citocina (C),
cambiando el Aacido aspértico (GAT) del alelo A por alanina

(GCT) en el alelo B. Estas substituciones dan como resultado



sitios de restriccidén para 5 enzimas; asi por ejemplo 1la
Hinfl vy la MboII cuyos palindromos son GANTC y GAAGA
respectivamente y son empleados para caracterizar el alelo A
y Tagl (TCGA), HindIII (AAGCTT) y Alul (AGCT) para el alelo
p31:32.33.3  ogtas diferencias pueden localizarse por PCR-RFLP a
partir de muestras de semen, sangre y leche.

En 1989 Erhardt®® publica el hallazgo del alelo CSN;(E). No
obstante en muchos estudios excluyen la prueba para CSN;(E),
por lo que la informacién scobre la frecuencia de este alelo

6

es minima o nula en otras razas®®.
El cuadro 1 muestra la disparidad entre los alelos A y B con
respecto al alelo E de la x-CN que debido a la transicién de
una adenina (a) por una guanina (g), provoca un cambio de
aminodcidos, teniendo los alelos A y B una serina (AGC) y el
alelo E una glicina (GGC) en el codén 369°7. En los codones
136 y 148 se presentan las mismas transversiones vya
mencionadas para el alelo A con respecto al alelo B. Estas
substituciones dan como resultado sitios de restriccién para
algunas enzimas; por ejemplo la HaeIll y la Apal cuyos
palindromos son GGCC y GGGCCC, que se utilizan para

caracterizar al alelo E?¢:3%,

10



1.6 Genotipificacidn

La genotipificacién se puede realizar por medio de diversos
métodos como son los (Sitios Polimdérficos de Amplificados
Digeridos) también llamados PCR-RFLP's (Polimorfismos de los
Tamafios de los Fragmentos de Restriccién previamente
amplificados por la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa), los
SSCP (Polimorfismos de la Conformacién de Cadena Sencilla),
gque son demasiado laboriosos; y la secuenciacién que
determina el orden de nucleétidos que constituyen un gen®’.

El método mads empleado actualmente es la PCR-RFLP por tener
una aplicacién practica y sencilla.

PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa). Técnica utilizada
para la amplificacién de ADN en el laboratorio utilizando la
enzima ADNpolimerasa, que es una macromolécula que cataliza
la formacién y reparacién de ADN. Consiste de un proceso
biogquimico en el cual un segmento especifico de ADN es
amplificado mediante ciclos sucesivos de sintesis (20 & 30)
gque integran la reaccidn; cada ciclo de replicacidn consiste
de tres fases: Desnaturalizacién, Alineacidén y Extensidén. La
figura 2 muestra que al término de cada uno de ellos, las
cadenas formadas, son nuevamente duplicadas, con lo que se
obtiene un nimero exponencial de copias del gen o segmento

especifico de ADN®,



El fragmento amplificado es digerido por enzimas de
restriccién por lo gque se ha llamado RFLP (Polimorfismo de
Tamafios de Fragmentos de Restriccidn), técnica que revela
polimorfismos del gen. En principio, cualquier mutacidn que
destruye o© crea una diana o sitio para una enzima de
restriccidn, puede ser detectada como un RFLP. Por ejemplo,
inserciones, deleciones o substituciones de bases dentro de
una diana de restriccién alteran la secuencia de modo que la

enzima de restriccién ya no la reconocerad®’.

1.7 Polimorfismos de Restriccidn

Rogne en 1989%° logra identificar los alelos A y B de la x-CN
digiriendo un fragmento de 500 pb con las enzimas HindIII y
HinfI; un afio después Denicourt®! amplifica un fragmento 30 pb
mayor y lo digiere con las enzimas Tagl y HindIII encontrando
los mismos alelos; ese mismo afioc Medrano y Aguilar®
encuentran estos alelos digiriende con la enzima HinfI un
fragmento de 350 pb. Schlieben en 1991°7 emplea la enzima
Haelll para digerir un fragmento de 551 pb e identifica con
ésta el alelo E de la kappa-caseina; méas adelante Mao y
Bremel®® realizan las mismas digestiones gue Denicourt pero en
un fragmento de 347 pb, encontrando en éste los alelos A y B;
y por Gltimo las enzimas Hhal y Maell fueron empleadas por

Prinzenberg®® en un fragmento de 564 pb identificando los



alelos C, F y G. Esta informacién se concentra en el cuadro 2
para mejor comprensién.

Amplificando un fragmento de 530 pb que incluya el exdn IV
del gen k-CN*’, se observa en caso del alelo B un sitio de
restriccién para la enzima HindIII que como se aprecia en la
figura 3 corta el fragmento original de 530 pb en dos
segmentos de 375 y 155 pb, mientras que en presencia de los
alelos A y E no hay sitio de restriccién y queda integro el
fragmento de 530 pb. La tipificacién de éste gen se ha
realizado incluso en embriones bovinos utilizando la PCR,
partiendo de muy pequefias cantidades de ADN y digiriendo con
enzimas de restriccién. La restriccién del fragmento de 530
pb realizada con la enzima Haelll muestra tres fragmentos de
256, 145 y 129 pb para el alelo E de k-CN, y para los aielos
A y B se observan sélo dos fragmentos de 256 y 274 pb, esto

se aprecia en la figura 3.

1.8 Efectos Genéticos

Se han realizado estudios en diferentes paises acerca de la
relacién existente entre la habilidad de produccién de
proteina léctea y los diferentes alelos de la k-caseina en
diversas razas bovinas, analizandolos estadisticamente,

midiendo los efectos de cada genotipo en las siguientes



generaciones, tomando a cada proteina como un loci
individual?®:.

Van Eenennaam y Shoemaker®?® han encontrado una correlacién
positiva entre el genotipo BB de la k-CN y una mayor cantidad
de caseinas producidas, asi como un mayor namero de micelas
pequefias de k-CN con distribucién mas homogénea en la leche.
Mao*® observé en Taiwan que vacas Holstein de genotipo BB para
CSN3 tienen un porcentaje muy alto de proteinas en la leche y
gue esta leche a su vez es dptima para elaborar quesos; en
cambio Toiven®' menciona que el total de proteina y caseina
contenidas en la leche, y el rendimientoc de queso fresco son
mayores para genotipos AA, AE y EE que para genotipos AB y
BE; ademids, menciona que el contenido graso de quesos y de
materia seca es mayor en animales con genotipo AA, AE y EE,
pero la proteina contenida en los gquesos es mayor en

presencia de los genotipos AB y BE.

® y Schlieben®’ han

Auldist*?*, Bovenhuis®®, Buchberger®*, Ikonen*
encontrado que las proteinas lacteas producidas por animales
homocigotos de B para k-CN influyen de manera importante en
el rendimiento de la leche en quesos‘®, reduciendo el tiempo
de coagulacién e incrementando la consistencia del mismo,

siendo superiores estos valores a los rendimientos de las

vacas con otros genotipos, en especial el homocigoto de A%,
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Famula y Medrano en 1994°7 reportan una diferencia
significativa entre los animales con genotipos AA y AB de
CSN3 de 150 kg de leche producida. Mientras que la diferencia
entre BB y AA de CSN3 no es significativa.

El genotipo BB para «k-caseina y p-lactoglobulina esta
asociado con la proporcién de og.;-caseina y la concentracién

de PB-lactoglobulina y  a-lactoalbimina (AA>AB>BB) 2%+%8,

Damiani®!’ encontré que la leche procedente de vacas k-CN-BB
producen un coagulo mas fuerte reteniendo en mayor grado las
grasas Yy aproximadamente un 10% més de gueso Parmesano,

después de 19 meses de envejecimiento gque las vacas con

genotipos k-CN-AA.

Se ha sugerido que las diferencias entre la concentracién de
proteinas lacteas y los distintos alelos de la caseina, no se
deben a que estos alelos tengan efectos directos sobre la
produccién, sino que son debido a regiones reguladoras de
los genes o a variaciones en otros loci ligados a estos®.

6

Boichard y colaboradores®® reportan que no encontraron ninguna

relacién entre los alelos de la k-CN con las propiedades de
la leche en bovinos.

En los Estados Unidos e Israel existen antecedentes de la
utilizacién de la seleccién asistida por marcadores tomando

como criterio la calidad de la leche para la produccién de



quesos. Se conoce hoy en dia que estas variantes difieren en
dos posiciones de aminodcidos y por secuenciacidén del gen se
ha visto que estas dependen de dos substituciones de

nucleétidos®.
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II.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS

La produccién de leche grasa y proteina en el ganado lechero

esta relacionada con los genotipos de la proteina k-caseina.

2.2 OBJETIVO GENERAL

- Evaluar la relacidn de los genotipos de k-caseina con la
produccién de leche, grasa y proteina en bovinos

productores de leche.

2.3 OBJETIVO PARTICULAR
- Estimar las frecuencias alélicas y genotipicas de k-
caseina en el hato de estudio.
- Evaluar si la poblacién se encuentra en equilibrio de
Hardy-Weinberg.
- Estimar los efectos aditivos de los alelos sobre la

produccién de leche, grasa y proteina.



III. MATERIAL Y METODOS

La informacién y animales requeridos para realizar este
trabajo fueron obtenidos de registros de produccidén de ganado
Holstein pertenecientes al "“Rancho Cantabria”, ubicado en el
kilémetro 4 de 1la carretera a Atongo del municipio EI1
Marguez, Qro.; se cuenta con clima tipo BS:k
(semiseco/templado), temperatura promedio anual 18::8%E;
544mm de precipitacién pluvial total anual, y 1850 msnm de
altitud®®.

Los datos capturados y empleados de los animales en estudio
fueron: edad en afios (de 1 a 4), promedioc de produccidén de
leche (18,500 litros), grasa (3.56 %) y proteina (3.16 %) del
hato por dia y produccién en kilogramos de leche (11,993.47),
grasa (305.22) y proteina (297.64) a 305 dias de las vacas

muestreadas y nuimero de parto (ler, 2do y 3er parto).

3.1 Material Bioldgico

La coleccién de muestras se realizd en envases de pléstico
con capacidad de 100 ml, cada frasco se identificé con el
nimero de registro de cada wvaca, Yy sSe sometieron a

congelacién hasta ser procesadas.



3.2 Extraccidén de ADN

A partir de cada muestra de leche se obtuvo ADN de células
nucleadas por el método de Pinnow et al.®®, modificado en el
laboratorio de Genética Molecular del Departamento de

Genética y Bioestadistica, FMVZ-UNAM (Anexol) .

3.3 Cuantificacién

Posteriormente el ADN fue cuantificado por método estandar en
un fluordémetro DQ200-115v (Hoefer Scientific Instruments)
empleando el reactivo de Hoechest 33258 como marcador
fluorescente. Se realizaron tres lecturas de cada muestra,

promediando los resultados para finalmente ajustar el

producto de extraccién a una concentracidén de 25 ng/pl.

3.4 Electroforesis

La calidad del ADN obtenido fue evaluada por electroforesis
en minigeles de agarosa al 1%, preparados con buffer TBE 1x
(90 mM Tris-Ac. Bdérico/2 mM EDTA pH 8.0). Se cargaron 200 ng
de ADN y fueron sometidos a una corriente eléctrica de 950
volts durante 90 minutos. Se empled wuna camara de
electroforesis horizontal y buffer TBE para correr las
muestras; empleando ADN Lambda digerido con la enzima BSCtEIT
como marcador de peso molecular. Al terminar la

electroforesis, los geles se tifieron con bromuro de etidio
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(0.5 mg/ml). La valoracién de la purificacién del ADN se
realizé observando la fluorescencia de las bandas en un

transiluminador con luz ultravioleta.

3.5 Reaccidén en cadena de la Polimerasa (PCR)

Las condiciones de PCR se ajustaron a la maxima sensibilidad
para evitar amplificacién de fragmentos inespecificos. Para
realizar este método se emplearon 100 ng de ADN de cada
muestra y las condiciones de amplificacién para el
termociclador fueron las siguientes:

Desnaturalizacidén inicial 94°C durante 3 min, en un ciclo,
desnaturalizacién a 94°C, 30 seg, alineacién a 54°C, 30 seg y
extensidén a 72°C, 30seg, repetidas en 30 ciclos. Y por dltimo
la extensién final a 72°C, 3 min en un ciclo.

Cada reaccién de amplificacién se realizé en un volumen final
de 30 pl, constituidos por: 3 pl de amortiguador 10x para PCR
(20 mM MgCl,; KCl 500 mM; Tris-HCl pH 8.3 100 mM; gelatina 10
pg/ml), 3 pl de desoxinucleédtidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 2
mM c/u, 1.5 pl de iniciadores k-CN delantero y de reversa (10
mM c/u) previamente mezclados, 1.5 pl de BSA (3 mg/ml), 1.5

pl de Tritén 100x al 2%, 0.75 pl de enzima TagPolimerasa

(5U/pl), agua bidestilada estéril 14.75 pupl, y 4 upl de ADN

genémico bovino  (25ng/pl)®*%1-3%8:37:32 135  reacciones se
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realizaron en termocicladores Techne mod. FTGENE2D y HYBAID
Omn-E mod. HBTRE02HL110.

Los iniciadores empleados fueron disefiados a partir de las
siguientes secuencias: Iniciador Delantero 5¢
ATAGCCAAATATATCCCAATTCAGT 3 e Iniciador de Reversa 57

TTTATTAATAGTCCATGAATCTTG 3+3!

3.6 Electroforesis de productos de PCR
Ya amplificados los fragmentos de interés, fueron evaluados
mediante electroforesis horizontal (en las mismas condiciones

antes sefialadas).

3.7 Sitios de polimérficos amplificados digeridos (CAPS)

Con el fin de identificar los alelos de k-caseina, alicuotas
de los productos amplificados de 1la PCR se digirieron
independientemente con enzimas de restriccién HindIII®' vy
HaeI1I®’, preparando una reaccién constituida por: 10ul del
producto de PCR, 2pl del amortiguador (10x) recomendado por
el proveedor para cada enzima, 0.5pl de la enzima HindIII,
1.5¢1 de la enzima HaelIlI, 0.2pl de espermidina y 7.4pul de
agua bidestilada estéril obteniendo un volumen fina de 20pl;
Estas reacciones se incubaron durante 12hrs. a 37°C. El
andlisis de los productos digeridos se realizdé mediante

electroforesis en geles de agarosa al 3%, dando como
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resultado patrones de bandeo especificos de cada genotipo.

(Figura 3.)

3.8 Analisis estadistico
Se estimaron las frecuencias genotipicas y alélicas de cada

poblacién utilizando las siguientes férmulas®®:

Frecuencia Genotipica: f(AA) = nAA/N f (BB} = nBB/N

f (AB) = nAB/N f(BE) = nBE/N

f (AE) = nAE/N f (EE) = nEE/N
Donde: f(AA) = frecuencia genotipica de 1los individuos
homocigotos k-CN-AA; f(AB) = frecuencia genotipica de los
individuos heterocigotos K-CN-AB; f (AE) = frecuencia

genotipica de los individuos heterocigotos k-CN-AE; f(BB) =
frecuencia genotipica de los individuos homocigotos k-CN-BB;
f(BE) = frecuencia genotipica de los individuos heterocigotos
K-CN-BE; f(EE) = frecuencia genotipica de los individuos
homocigotos k-CN-EE; nAA = nlmero de individuos homocigotos
ARA; nAB = numero de individuos heterocigotos AB; nAE = nimero
de individuos heterocigotos AE; nBB = nimero de individuos
homocigotos BB; nBE = nimero de individuos heterocigotos BE;
nEE = numero de individuos homocigotos EE; y N = total de

individuos de la muestra.

Frecuencia Alélica: f(A) = A = (2(nAA)+nAB+nAE) /2*N
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f(B) = B = (2(nBB)+nBA+nBE) /2*N

f(E) = E = (2(nEE)+nEA+nEB) /2*N
Donde: f(A) = frecuencia alélica del alelo Aa; £f(B) =
frecuencia alélica del alelo B; y f(E) = frecuencia alélica

del alelo E.
Se realizé la prueba de ji-cuadrada para bondad de ajuste,
para verificar el supuesto de equilibrio de Hardy-Weinberg.
Se obtuvo el indice de fijacién (F) donde:

F = 1- (Ho/Hs)
Donde: Ho es la heterocigocidad observada, y Hs es la
heterocigocidad esperada en equilibrio de Hardy-weinberg; se
obtuvo también el wvalor de 3ji cuadrada con la siguiente
férmula®®

X’ca1 = NF’
Donde: N es el tamafio de la muestra y F?> es el cuadrado del
indice de fijacidn.
Para determinar la relacién existente entre los genotipos y
la produccidén se empled el siguiente modelo:

Yijo= U4 + C; + P; + € ijx

Donde: Yijx = porcentaje de grasa, proteina, produccién de
leche, grasa o proteina a 305 dias; p = la media general de
la poblacién; C; = i-ésimo genotipo de k-caseina (0, 1 y 2
copias de los alelos A, B 6 E); P; = nimero de parto (1, 2 y

3); ¥ eijx es el error aleatorio.
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IV. RESULTADOS

Se colectaron 160 muestras de leche, de 1las cuales se
perdieron 63 durante el almacenamiento, debido al mal
funcionamiento del equipo de congelacidén, por lo cual se
trabajaron 97 muestras que se fueron degradando en el
transcurso del método empleado para la purificacién de ADN,
quedando tan sélo 32 muestras a tratar.

En la figura 4 se observa un gel que muestra como resultado
de la digestién del fragmento de 530 pb con la enzima
HindIII bandas de 375 y 155 pb correspondientes al genotipo
BB, el genotipo AA estd representado por una banda de 530 pb,
ya que esta enzima no digiere al aleo A, en caso del genotipo
AB se observan tres fragmentos de 530, 375 y 155 pb.

La figura 5 muestra tres bandas de 256, 145 y 129 pb
correspondientes al genotipo EE, originadas de la digestién
con la enzima HaeIII, que genera en caso de los genotipos EA
y BB sdlo dos fragmentos de 256 y 274pb.

En el cuadro 3, se presentan las frecuencias genotipicas; y
las frecuencias calculadas de los alelos A, B y E son de
0.734, 0.125 y 0.141 respectivamente. El homocigoto de B es
menos frecuente en esta poblacién que los homocigotos de E y
A los cuales representan el 9 y 65% de la poblacién

respectivamente. La heterosis esperada bajo la hipétesis del
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equilibrio de Hardy-Weinberg fue de 0.4226 que es mucho mayor
a la frecuencia observada en esta poblacidén (0.186); la F
calculada fue de 0.563, y la ji-cuadrada calculada fue de
10.14; es decir que hay un desequilibrio debido a un exceso
de homocigotos. Pese a que se observé gque el heterocigoto AB
presenta una frecuencia mayor gue los heterocigotos de AE y
BE, solo el AE presentd una deficiencia notable de tal modo
que su contribucién a la ji-cuadrada fue de 3.2; por otro
lado, los homocigotos de B y E son los gque presentaron un
mayor exceso en los valores observados contribuyendo
mayoritariamente al valor de ji-cuadrada (prueba de bondad de
bondad de ajuste).

Los cuadros 4, 5 y 6 presentan el andlisis de varianza para
la produccién en kilogramos a los 305 dias de lactancia de
leche, grasa y proteina. Se observa también que el nimero de
parto influye significativamente (p<0.01) en la produccién de
grasa y proteina, no asi para la produccién de leche. Los
genotipos codificados como nimero de copias del alelo A,
alelo B o alelo E, e interacciones (NP/Genotipo) no muestran
significancia (p>0.05).

En el cuadro 7 se aprecian las medias marginales y el error
estandar de la produccién de leche, grasa y proteina a los
305 dias de lactancia con respecto al namero de parto, y como

se esperaba, las vacas de 3er parto presentaron 171 kg y 187

25



kg respectivamente mids en la produccién de grasa y proteina,
que las vacas de ler parto.

La comparacién de medias marginales (cuadro 8) para 1 copia
de los alelos A y E muestran mayor produccién de leche a los
305 dias de lactancia que para 0 y 2 copias de éstos alelos.
No obstante en presencia de 1 copia del alelo B la produccién
de leche disminuye 1120 kg con respecto a la produccidén en
presencia de 0 copias de este alelo. La produccién de grasa
con respecto al namero de copias del alelo A se ve
incrementada por 43 kg en presencia de 2 copias del alelo
comparado con la presencia de 0 copias. En el caso de los
alelos B y E la mayor produccién de grasa se observa en
presencia de 0 copias de los mismos. Respecto a la produccién
de proteina, se observa la menor produccién en presencia de 2

copias de los alelos B y E.
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V. DISCUSION

5.1 Frecuencias genotipicas y alélicas.

Este es el primer estudio que reporta la frecuencia del alelo
E (0.141) en bovinos en México. Anteriormente, Hernandez et
al.®®, reportan en ganado Holstein, frecuencias del alelo A de
0.87, sin diferenciarlo del E; y para el alelo B de 0.13 que
es similar a lo encontrado en este trabajo (0.125); estos
valores son similares a otros estudios realizados con la raza
Holstein en el mundo, para el alelo B varian de 0.1 a
0.258:23,33.36,40.61,62  poy otro lado, hay pocos estudios donde
reportan frecuencias del alelo E. Lien y col.'®, encontraron
en Holstein Finesa una frecuencia de 0.11 para el alelo E y
la gran mayoria de las razas nérdicas no presentan este
alelo; de las que mids presentan este alelo estédn la romo roja
sueca (0.196), roja y blanca sueca (0.122) y la negra Yy
blanca sueca (0.085); mientras que la raza Ayrshire Finesa,
presenta la frecuencia mds alta (0.326). De hecho, Velmala y
col.®®, mencionan que en esta raza se originé el alelo E. La

baja frecuencia del alelo B en 1la raza Holstein en

)64 )23

comparacién con la raza Suizo Pardo (0.52 o Jersey (0.86
puede explicarse por una seleccién intensiva sobre el volumen

de la produccién lechera mds que en la calidad.
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Se encontrdé que el desequilibrio de Hardy-Weinberg se debe a
un exceso del 56% de homocigosis, especialmente en el alelo
B y E. Esto probablemente se pueda explicar como resultado de
la consanguinidad. Si bien el estudioc se hizo en un hato de
alrededor 500 wvientres, se wutilizan un gran nimero de
sementales y todos los animales son registrados. La raza
Holstein es descendiente de muy pocos sementales y aungque sea
la raza lechera md&s numerosa en el mundo presenta
consanguinidad. Comparando con la base genética de 1884, el
coeficiente de consanguinidad promedio en vacas nacidas en

1990 en Estados unidos fue de 5.1%0.4 % y un parentesco de

10.240.8 %°°

Weigel®® menciona que en el afio 2000 fue de 4.6% (con base
genética a 1960). Y menciona que el tamafio efectivo de 1la
poblacién estimado para ganado Holstein es de 39 animales en
el mundo. Para el afio 2004 el coeficiente de consanguinidad

promedioc es de 4.9 %°7.

5.2 Efecto del genotipo.

No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) debido
a que el error esténdar para todas las caracteristicas fue
muy grande, mas de 20 kg para grasa y proteina y 461 kg para
leche; en otros estudios con un mayor nimero de animales

incluidos en el analisis, se encuentran diferencias
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estadisticas significativas. Por ejemplo, Van Eenennaam Yy
Medrano®®, en 1999, trabajando con 1152 animales encuentran
que el homocigoto BB de la Kappa caseina supera al AA con 296
Kg de leche y 16 Kg de proteina y con un error estdndar de
236 y 7.3 kg, respectivamente. En el presente estudio se
encontraron diferencias de 427, 51 y 62 kg de leche, grasa y
proteina respectivamente. El tamafio de la muestra resulto muy
bajo (32 muestras); la media armdénica para el nimero de
observaciones por genotipo fue de 3.8, y si consideramos un
alfa (probabilidad de cometer el error tipo I) de 0.05, con
una diferencia de medias de 50 kg y un error esténdar de 25
kg, da una potencia de 0.21 para este estudio.

Por lo que para tener una potencia del 80 %, se requiere un
tamafio de muestra de 10 animales por genotipo y dado que la
frecuencia del homocigoto BB es muy baja (6%), se requiere al
menos tipificar 90 animales dado la estructura genética de la
poblacién Holstein en México. Y si esperamos una diferencia
entre genotipos de 30 Kg, es indispensable muestrear
alrededor de 190 animales en total, para tener un B80% de
potencia.

Sin embargo, la tendencia es contraria a lo encontrado por
Van Eenennaam y Medrano®?’ ya que el homocigoto de B tiene los
menores valores en proteina y el homocigoto de E los mayores.

Por otro lado, es importante evaluar los haplotipos que forma
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el gen de la kappa caseina con las deméds caseinas asi como el
gen de la beta-lactoglobulina®, e investigar regiones
cercanas ya gque se han reportado loci para caracteristicas
cuantitativas (QTL) cercanas ( 40 centiMorgans) al gen de la

Kappa caseina®®.
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VI. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las frecuencias de los alelos A, B y E del gen de la Kappa
caseina de Holstein en México, son similares a lo encontrado
en otros paises.

Se encontré un exceso de homocigosis explicado por la
consanguinidad que en forma generalizada hay en la poblacién
de Holstein en el mundo y posiblemente por 1la falta de
atencidén en cuanto a la seleccién de los toros usados en este
hato.

No se encontraron diferencias estadisticas significativas
debido al wvalor muy grande del error estdndar. Por lo que se
sugiere hacer un estudio de cuando menos 190 vacas para
obtener una potencia estadistica de al menos 80 %; asi como,
incluir la tipificacién de los demds genes de las caseinas y

la beta-lactoglobulina.
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Cuadro 2. Enzimas de restriccién empleadas por diversos

investigadores para localizar diferentes alelos de kappa caseina

en fragmentos de diferente longitud.

Cita Tamafio de Enzima de Alelos
fragmento restriccién encontrados
Rogne et al., 1989 500pb HindIII, HinfI A, B
Denicourt et al., 530pb TagIl, HindIII A, B
1990
Medrano y Aguilar 350pb HinfI A, B
et al., 1990
Schlieben et al., 551pb HaeIII, HindIII, A, B, E
1991 HinfI
Mao y Bremel et 347pb TagI, HindIII A, B
al., 1994
Prinzenberg et S564pb HaeIII, HhaI, A, B, C, E,
al., 1996 HindIII, HinfI, R e
MaeIl
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Cuadro 3. Frecuencias genotipicas de

kappa caseina.

TO
GENOTIPOS AR AB AE BE BE EE TAL
No. Animales 21 3 2 2 1 3 32
FREC.
Genotipicas 0.656 0.0583 0.062 | 0.062 0.031 0.093 L
Esperados 17.240 5.872 6.623 0.5 1.128 0.636
Contribucién
a ji 0.819 1.404 3.227 4.5 0.014 8.782
cuadrada*

* [(observados - esperados)’]/esperados (prueba de ji cuadrada

para bondad de ajuste)
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Cuadro 4. Cuadrados medios para produccién a los 305 dias de

leche, grasa y proteina en relacidén al alelo A.
Fuente de Grados de Leche Grasa Proteina
Variacién Libertad
Nimero de
Parto 2 6171854 .782 92226.089*%* 111372.795%%
Genotipo 2 3186652.437 9899.592 14729.946
Interacci 4 2801592 .887 4913.715 3348B.178
én
Error 46 3975585.384 8857.666 8260.887

** (p < 0.01)
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Cuadro 5. Cuadrados medios para produccién a los 305 dias de

leche, grasa y proteina en relacién al alelo B.

Fuente de Grados de Produccién Produccién Produccién
Variacién Libertad de Leche de Grasa de Proteina
Nimero de
Parto 2 5313549.343 46520.194** 56156.031**
Genotipo 2 496279.946 3214.657 2811.211
Interaccidn 2 5027308.787 18764 .179 25302.467
Error 48 3812912.760 8459.,722 7700.383

** (p < 0.01)

45



Cuadro 6. Cuadrados medios para produccidén a los 305 dias de

leche, grasa y proteina en relacidén al alelo E.

Fuente de Grados de Produccién Produccién Produccidn
Variacidén Libertad de Leche de Grasa de Proteina
Nimero de
Parto 2 275678.436 53144 .596*%* 61909 .627**
Genotipo 2 1915592.801 1871.270 2304.064
Interaccidn 4 3866210.322 9681.175 8613.978
Error 46 4026710.587 8348.106 7972.249

** (p < 0.01)
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Cuadro 7. Medias marginales y error estédndar de la produccidén de

leche, grasa y proteina a los 305 dias de lactancia, con respecto

al nGmero de parto.

Variable Namero
Dependiente de n Medias Marginales y Error Esténdar
Parto
Produccién 1 22 11401 + 502
de Leche
2 23 12571 + 458
3 10 12314 + 636
Produccidn 1 22 233 + 23
de Grasa
2 23 327 &+ 21
3 10 404 + 30
Produccidén 1 22 219 + 22
de Proteina
2 23 323 + 20
3 10 406 + 29
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Cuadro 8. Comparacidén de medias marginales de los alelos A, B y E

de la kappa caseina y errores estandar para la produccién de

leche, grasa y proteina a los 305 dias de lactacién, con respecto

al nimero de copias de cada alelo.

Namero Leche (Kg) Grasa (Kg) Proteina (Kg)
Alelo de n

Copias X EE X EE X EE

A 0 13 11613 556 290 26 278 25

1 12 12635 588 341 27 342 26

2 30 12040 461 333 21 328 21

B 0 44 12306 326 331 15 326 14

1 9 11204 650 309 30 305 29

2 2 11756 1380 239 65 214 62

C 0 38| 11941 406 334 18 327 18

1 9 12831 819 319 37 317 36

2 B8 12160 747 309 34 299 33
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Cromosoma 6 de Locus de 250 kb de K-caseina
bovino caseinas bovinas 13 kb
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Figura 1. Estructura del cromosoma No. 6 de Bovino; caseinas
bovinas localizadas en un locus de 250 kilobases; estructura
de la kappa caseina medida en 13 kilobases.
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Figura 2. Reaccidén en Cadena de la Polimerasa, donde los
pasos repetidos de la desnaturalizacidén de ADN, alineacidén de
los iniciadores y la extensién de los mismos resultan en el
crecimiento exponencial del nimero de copias de la secuencia

de ADN acompafiado por iniciadores predisefiados *°.
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Fordward 5’ ATAGCCAAATATATCCCAATTCAGT 3

530 pb
: I
530 pb
HindIII
A 256 pb 274 -pb
ii HaeIII
375 pb 155pb
II HindIII
B 256 pb 274 pb
ii HaeIIl
530pb
HindIII
E 256 pb 145 pb 129 pb
|| | | HaeIlIl
I |
Reverse 5’ TTTATTAATAGTCCATGAATCTTG 3

Figura 3. Mapa de los sitios de restriccidén de las enzimas
HindIII y HaelIII para el producto amplificado por PCR. Se
muestra la posicién y los tamafios de los fragmentos
generados con las enzimas de restriccién. E1 alelo B es
cortado por HindIII, el alelo E es cortado por la enzima
HaeIll dejando intactos los alelos A y B.
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GENOTIPO

AA AB BB

Figura 4. Patrones de los fragmentos digeridos con 1la
enzima HindIII del segmento amplificado del gen de la x-

caseina bovina. Muestras de peso molecular pBR322/Mspl;

A

es el producto amplificado originalmente de 530pb; X, Yy 2

son las muestras digeridas.
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GENOTIPO

EE EA EB

Figura 5. Patrones de 1los fragmentos digeridos con la
enzima HaeIII del segmento originalmente amplificado
amplificado del gen de 1la «k-caseina bovina. Muestras
separadas en un gel de agarosa al 3% donde M es el marcador
de peso molecular pBR322/Mspl; B, C y D son las muestras
digeridas.
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T EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE LECHE

Verter 45ml de la muestra en tubos Falconer 50ml, vy
centrifugar a 14,000rpm durante 1lhr a 4°C; decantar el
sobrenadante sin tirar la grasa, dejando 5ml del producto
centrifugado; se realizan dos lavados con un 5ml de PBS 1x
estéril (para el primer lavado), se centrifuga la muestra
durante 40min a 4,000rpm, temperatura ambiente, decantar
sobrenadante dejando 3ml de la muestra; se resuspende la
pastilla en 3ml de PBS (para el segundo lavado),
centrifugar por 40min a 4,000rpm, decantar sobrenadante;
agregar 1lml de TE pH 7.8 para resuspender la pastilla vy
verter la muestra en tubos eppendorf, para centrifugar
durante 10min a 13,000rpm; decantar sobrenadante dejando
40ul de TE en el tubo y se agregan 70ul de SDS 10% y 3ul de
proteinasa K (20mg/ml), agitar con vortex e incubar a 52°C
durante 12hrs o bien se puede incubar durante lhr a 65°C.
Transcurrido el tiempo de incubacién se agregan 100ul de
NaCl SM y 80ul de solucidén CTAB/NaCl precalentada; agitar
con vortex hasta que el color del contenido se torne blanco
lechoso; incubar durante 10min a 65°C. Al término de la
incubacién se agregan de 700 a 800pul de fenol-
cloroformo/alcohol isocamilico, agitar con vortex ¥y
centrifugar a 13,000rpm durante 5min; recuperar el
sobrenadante en tubos nuevos y agregar cloroformo/alcohol
isoamilico (700-800ul), agitar con vortex y centrifugar de
nuevo a 13,000rpm durante 5min; el sobrenadante se recupera
una vez mas en tubos nuevos y se agregan 2 volumenes de
etanol absoluto o un volumen de isopropanol para precipitar
el ADN, y se incuba la muestra 12hrs a 4°C, transcurridas
las 12 hrs se lava la muestra 2 veces con un volumen de
etanol 70%, centrifugar a 13,000rpm durante 10min, desechar
sobrenadante y en el udltimo lavado se seca la muestra.
Agregamos 50pul de agua bidestilada estéril para resuspender
la pastilla y se incuba por 12hrs a 4°C.
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II. ABREVIATURAS

ADN
desoxirribonucléico

ARN

BSA

CTAB

KCN, CSN;

kb

M

Hg

pnl
ml

mm

E:

rb

PBS
rpm
SDS

Tris

Acido

Acido acido

AlblUmina sérica bovina
Cetiltrimetilamonio
kappa - caseina
Kilopares de bases
Mclar

Microgramos
Microlitros

Mililitros

Milimetros

Milimolar

Micromolar

Nanogramos

Pares de Bases

Buffer de fosfatos
Revoluciones por minuto
Dodecilsulfato de sodio
Hidroximetilaminometano

Unidades
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III. GLOSARIO

Alelo. Serie de posibles formas alternativas de un gen
dado, que se diferencia en una secuencia de ADN y que
afecta la funcién de un producto simple (ARN & proteina).
Presentacidn de determinada caracteristica en sus
diferentes formas. Si mds de dos alelos han sido
identificados en una poblacidén, se dice gue existe alelismo

miltiple.

Amplificacién. Se refiere a la produccién de copias

adicionales de una secuencia cromosdémica de ADN.

Biologia molecular. Rama de la biologia que estudia la
naturaleza quimica (molecular) del material genético: genes
y sus productos (proteinas).

Cédigo genético. Reglas de correspondencia entre la
secuencia de bases del ADN y la secuencia de aminodcidos de
una proteina. La lectura de 3 bases de ADN constituye una
secuencia de un coddén que corresponde a un aminodcido

determinado.

Cromosoma. Unidad genética constituida por una molécula
de ADN. Su tamafio y namero varia dependiendo de la especie.
En los eucariontes estan condensados y se hacen visibles en

determinadas etapas de la divisién celular.

Exon. Posicién de un gen que corresponde a secuencias de
ADN que pueden ser transcritas a ARNm y que codifican para

algin producto o funcidén celular.

Gen. Segmento de ADN que incluye todos los nucleétidos

que se han transcrito a ARNm.
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Genética molecular. Rama de la biologia que se encarga
del estudio de los procesos bioguimicos y genéticos a nivel
del ADN, asi como a la identificacidn de genes inscritos en

la molécula de ADN.

Genoma. Término utilizado para referirse a los genes que
conforman la totalidad de la informacién genética o cdédigo

genético en un determinado organismo.

Haplotipo. Es la combinacidén particular de alelos en una

regién definida de un cromosoma.

Heterocigoto. Individuo en el cual los dos genes de un

locus genético presentan diferentes alelos.

Homocigoto. Individuo que presenta alelos iguales en un

locus genético.

Intrén. Segmento de un gen en organismos superiores, que
no cedifica, interrumpiendo la secuencia de las bases que
si codifican y que se remueve en el proceso posterior a la

transcripcion.

Mapeo gendémico. Asignacién de un locus a un cromosoma
especifico y determinacién de la secuencia de genes y sus
distancias relativas de uno a otro en un cromosoma

especifico.

Marcador. Gen con una ubicacién conocida en el cromosoma
y un genotipo claramente distinguible; utilizado como punto
de referencia al mapear una mutante nueva. También existen
marcadores antigénicos gque sirven para distinguir tipos
celulares. Otros son los marcadores de ADNs, ARNs vy

proteinas, gque son fragmentos de tamafios o© propiedades
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conocidos, empleados en la calibracién de geles

electroforéticos.
Marcador genético. Es un gen cuya expresién fenotipica es
cominmente de facil distincidn, es utilizado para

identificar a un individuo o una célula que lo porta, tal

como las sondas marcadoras del nicleo, cromosomas o locus.

Oligonucledtidos (Oligos, iniciadores o primers) .
Segmentos sintéticos de ADN complementarios a los sitios de
inicio de la sintesis de ADN, donde la enzima ADNpolimerasa
reconoce estos sitios para empezar la duplicacidén. Estos
son diseflados para ser ubicados en las regiones que

flanquean el segmento que se desea amplificar.

Polimorfismo. El polimorfismo genético puede definirse
como la ocurrencia de una poblacién de variedades
discontinuas de origen genético, con una frecuencia del gen
que no puede ser explicado por la accién exclusiva de 1la
mutacidén recurrente, por ser este un evento sumamente raro.
También se puede hablar de polimorfismo genético si por lo
general denotipos heterocigotos en numerosos loci son
superiores a cualquier genotipo homocigoto. Se conocen tres
tipos de polimorfismo genético: a) Polimorfismo wvisual o
morfolégico, es aquel referido a las variantes genéticas
que se observan y afectan la morfologia del individuo, por
ejemplo la presencia o ausencia de caracteres. Es facil de
observar y cuantificar, pero la mayoria son dominantes, no
permiten diferenciar individuos homocigotos dominantes de
heterocigotos y no existe relacidén directa y cercana entre
el fenotipo observado y el genotipo. Polimorfismo
cromosémico, son cambios en juegos completos de genes
(cromosomas) ya sea de caracter numérico (ploidias,

aneuploidias o poliploidias) o estructurales (traslocacién,
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delecidn, insercidn o inversidén de segmentos cromosémicos).
Tiene como desventaja gque se estudian blogques de genes
completos, no se obtiene informacién exacta de un gen
especifico. Polimorfismo bioquimico, se trata de diferentes
tipos de una misma molécula que determinan diferentes
alelos; estas difieren en su composicidén de aminodcidos en
el caso de las proteinas, o de nucledtidos cuando se trata

de ADN.
QLT. Regién conocida en un cromosoma identificado como un

locus con efectos cuantitativos sin que se conozca su

ubicacién precisa en el gen, pero si en el cromosoma.
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