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RESUMEN

El presente estudio identificd por la técnica de PCR-RFLP las variantes A1 y A2 en los
genotipos de la beta-caseina (CSN2) y determind sus frecuencias. Se analizaron 60 pajillas de
semen de toros lecheros Holstein, procedentes de dos empresas transnacionales (grupo A, n=
39 y B, n=7) y de explotaciones nacionales (grupo C, n=14), para la inseminacion artificial de
ganado lechero mexicano. Las frecuencias alélicas generales que se obtuvieron fueron 0.63 y
0.37 para el alelo A2 y Al, respectivamente. El genotipo predominante en el grupo A y B fue
A1A2, con valores de frecuencia de 0.51 y 0.57, y en cambio en el grupo C fue el A2A2 con una
frecuencia de 0.50. Sin embargo, no se encontré diferencia en la distribucion de las
frecuencias entre grupos y los genotipos se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg. No
se ha evidenciado una estrategia para la seleccién de una determinada variante del gen CSN2

en sistemas de produccion de ganado vacuno lechero.

Palabras clave: PCR-RFLP, toros Holstein, beta-caseina, semen congelado, polimorfismos.



1. INTRODUCCION

1.1. Perspectiva de la produccién y el consumo de leche en diferentes paises

La leche y otros productos lacteos, procedentes de vacas lecheras, proporcionan una alta
calidad de proteinas, grasas y micronutrientes esenciales como el calcio, el magnesio y el
fosforo en una amplia poblacion humana. Los paises que producen mas cantidad de leche
(toneladas/afio) son principalmente Estados Unidos, seguido de India y China. Con valores
intermedios aparecen Brasil, Rusia y Alemania (FAO 2011-12). En cambio, los paises mas
consumidores de leche (litros por cdpita) son Finlandia, luego Australia, Reino Unido e Islandia.
Con valores de consumo relativamente mas bajos hay Nueva Zelanda, Noruega y Suecia.
Posteriormente, aparece un amplio abanico de paises con cantidades muy similares, como
Dinamarca, Espafia, Canadd, Austria y Estados Unidos (International Dairy Federation and
Statistics Canada 2011-13). Es interesante observar que paises asiaticos como China y la India
son grandes productores de leche de vaca pero su consumo es considerablemente bajo.
Basicamente toda la leche que se produce se exporta en paises principalmente del norte y del
este de Europa, donde el consumo de leche excede significativamente su produccién nacional.
El abastamiento de leche, en estos u otros paises con poco caracter productivo, también es

suplido por los Estados Unidos.

1.2. La variante Al de la beta-caseina

La leche de vaca contiene principalmente seis proteinas: cuatro caseinas (alpha-si, alpha-s,,
beta- y kappa-) y dos proteinas o lactoglobulinas (alpha- y beta-) del suero. Las caseinas de la
leche representan un 80% de proteinas en la leche de vaca. La beta-caseina (B-CN) representa
un 30% del total de proteina en la leche (Fox & McSweeney, 2003; Kaminski, et al., 2007; Galik
et al., 2011).



Durante décadas, se tiene conocimiento que buena parte de las proteinas de la leche
presentan diferentes variantes génicas o polimorfismos. Las variantes génicas A1 y A2 del gen
de la beta-caseina (CSN2) son las mas comunes. El alelo A2 representa el gen original, que
codifica por la B-CN y se encuentra presente en leche de muchos mamiferos como: humanos,
ovinos, caprinos y bovinos (Bos taurus) (Lonnerdal et al.,, 1990; Ng-Kwa-Hang & Grosclaude,
2002; GenBank: X55739.1 Homo sapiens, X79703.1 Ovis aries, AJ011019.3 Capra aegagrus
hircus). El alelo Al es una mutacion exclusiva en poblaciones de bovinos europeos (Bos taurus)

(GenBank: X14711) (Ng-Kwa-Hang & Grosclaude, 2002).

La diferencia entre los alelos A1 y A2 de la B-CN se basa en un cambio de nucledtido, que
causa un cambio de aminoacido. El codon original CCT que forma el aminodcido prolina, en la
variante A2, se modifica a CAT y forma la histidina, en la variante Al, en la posiciéon 67 de la
cadena polipeptidica de la B-CN (Balteanu et al,, 2010; Olenski et al., 2012). La diferencia
estructural entre las dos variantes de la B-CN (Al y A2) conduce a distintas propiedades que se
ven reflejadas en el proceso de digestion. La variante Al de la B-CN es mas facilmente
hidrolizable, debido a la débil unidon entre histidina e isoleucina, por las enzimas
gastrointestinales, dando como resultado la liberacion de un péptido llamado beta-

casomorfina-7 (BCM7) (Jinsmaa & Yoshikawa, 1999; De Noni, 2008).

1.3. Problematica asociada al péptido del alelo A1

A la BCM7, este péptido de siete aminoacidos liberado por la mutacién Al, se le atribuye
propiedades opiodes que lo vinculan a una mayor probabilidad de padecer enfermedades
crénicas como diabetes tipo 1, problemas cardiovasculares, desdrdenes en el sistema
digestivo (Elliot et al., 1999; Mclachlan, 2001; Beales et al., 2002; Laugesen & Elliott, 2003;
Kaminski et al., 2007, Cieslinska et al., 2012) y con trastornos de la conducta, como autismo

infantil (Sun et al., 2003; Whiteley et al., 2010) y esquizofrenia (Severance et al., 2010).



Las beta-casomorfinas (BCMs) son sustancias opioides exdgenas, como la morfina y otras
drogas, que tienen la capacidad de atravesar el sistema digestivo, pasar por el torrente
sanguineo vy si llegan al celebro, afectar el funcionamiento normal de las células nerviosas (Fiat
et al., 1993; Kaminski et al., 2006a). Las BCM7 se pueden unir o acoplarse a receptores mu (J)-
opiodes que se encuentran principalmente en la superficie de células nerviosas y las del
musculo liso del intestino. El problema es que se unen en el mismo sitio receptor de los
péptidos endogenos (como las endorfinas), generando el mismo efecto de retardo en el
transito intestinal, de inhibicion del dolor y del estrés, adormecimiento y lentitud

(Jarmolowska et al., 2007; Wang & Teichtahl, 2007; Barnett et al., 2014).

Bebés y personas con intestinos permeables y que tienen una baja actividad de la enzima
dipeptidil peptinasa IV (DDP4) son los mas susceptibles a la llegada de BCM7 al celebro (Cade
et al., 2000).

Desde el afio 2000, en los supermercados de Australia y Nueva Zelanda, se puede comprar
leche exclusivamente A2, como un producto Premium o de alta calidad, fabricada por la
empresa neozelandesa A2 Milk Company. En el afio 2006, la empresa ya comercializd su leche

A2 en Asia y en el mercado de Estados Unidos (Kaminski et al., 2006a).

A pesar de la profunda literatura cientifica que existe en relacién a los efectos negativos de la
variante Al de la B-CN, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria o EFSA (por sus siglas
en inglés: European Food Safety Authority) en 2009, argumentd que no habian evidencies
sélidas que pudieran vincular el consumo de leche A1l con un mayor riesgo en contraer dichas

enfermedades.

En realidad, actualmente aun existe una gran incertidumbre y controversia acerca de los

beneficios y perjuicios entre estas dos variantes génicas de la B-CN.



Estudios recientes con animales muestran que, roedores alimentados con leche que contenia
la variante Al de la B-CN incrementaba los niveles de colesterol en suero (Tailford Ka et al.,
2003) ademas de un retardo e inflamacion considerable en el tracto intestinal (Trompette et
al., 2003; Haq et al., 2013; Barnett et al., 2014; Haq et al., 2014). Barnett y colaboradores
(2014) confirmaron que el tratamiento con naloxona, administrada en un grupo de ratas
macho Wistar que se alimentaban de leche Al, mejoraba su funcién gastrointestinal. Este
farmaco permitio revertir los efectos opiodes de las BCMs, bloqueando la actividad de la
mieloperoxidasa (MPO), enzima que se encuentra en el colén y se usa como marcador

inflamatorio, sin afectar la actividad DPP4.

En contraparte, Kaminski y sus colaboradores (2012) reportaron que el suplemento de leche
Al o A2 en cerdas jovenes hermanas no provocaba cambios significativos en su perfil lipidico
ni tampoco trastornos gastrointestinal. Sin embargo, el no posible efecto de la variante Al se

atribuyd a la gran cantidad de enzimas DDP4 activas.

En dos estudios piloto realizados en humanos encontraron en el grupo de individuos que
consumian leche Al valores altos de calprotectina en sus heces, un marcador inflamatorio
intestinal, que se correlacionaba ademas con medidas subjetivas de incomodidad digestiva.
Los pacientes que tomaban leche A2 reportaron menos problemas digestivos y heces mas

firmes (Boutrou et al., 2013; Ho et al., 2014).

Asimismo, en infantes lactantes alimentados con formulas a base de leche no caracterizada se
detecté BCM7 en su sangre. Estos resultados son esperables, daba la permeabilidad de su
sistema digestivo. Sin embargo, se ha demostrado que algunos infantes si consiguen eliminar
el péptido, a causa de una mayor actividad de la enzima DDP4. No obstante, cabe resaltar, que
otros infantes retienen la BCM7 en el torrente sanguineo, ocasionando un retraso en su

desarrollo psicomotriz (Kost et al., 2009; Wasilewska et al., 2011).



En resumen, auin no se ha establecido una validacion auténtica, fomentaba con muchos mas

estudios, de los efectos in vivo del consumo de la leche Al.

Se aconseja de mas investigacion sobre todo en aquellos grupos de riesgo, infantes y personas
con intestinos permeables y con conocida intolerancia al alelo Al (Barnett et al., 2014; Nguyen

et al, 2014; Ho et al., 2014).

1.4. La BCM7 en productos lacteos

La estabilidad de la BCM7 se ve alternada en la elaboracion de productos lacteos (Kamau et
al., 2010; Nguyen et al., 2014). La formacion, transformacién o degradacién de la BCM7 o
péptidos relacionados, en distintas variedades de quesos y yogures, puede verse influenciada
por el tratamiento térmico y/o la actividad proteolitica de las enzimas de los cultivos
iniciadores (Meltretter et al.,, 2008; Sienkiewicz-Szlapka et al., 2009; Poliwoda & Wieczorek,
2009; De Noni & Cattaneo, 2010). Se ha identificado y cuantificado BCM7 en algunos quesos
pero no en yogures comerciales (Schieber & Briickner, 2000; Sienkiewicz-Szpka et al., 2009;

De Noni & Cattaneo, 2010).

En realidad, la presencia de BCM7 en el queso no se origina a partir de la leche cruda porqué
los péptidos derivados de la leche se eliminan de la cuajada durante el drenaje del suero de Ia
leche (Jarmolowska et al., 1999, Nguyen et al., 2014). Las responsables de digerir parcialmente
las caseinas y en consecuencia, favorecer o no la formacién de BCM7 son las enzimas que
derivan de los cultivos iniciadores seleccionados, ya sean hongos (moho) y/o bacterias del

acido lactico (BAL).

En la practica, se obtuvieron mayores niveles de BCM7 en queso Brie, queso de pasta blanda,

y Rokpol, queso azul o roquefort, que en quesos semi curados (Gouda, Edamski, Kasztelan). La



supuesta razén se debe a la eleccion de los cultivos, determinadas BAL y mohos (hongos), para
la elaboracion de la variedad Brie y Rokpol (Sienkiewicz-Szpka et al., 2009; De Noni &

Cattaneo, 2010).

Por otro lado, se pueden formar nuevos péptidos, no presentes en la leche cruda, por simple
calentamiento (120°C durante 30 min). En el transcurso del tratamiento térmico, las enzimas
se inactivan y el pH de la leche se mantiene. Por lo tanto, la formacién de péptidos por
enzimas intrinsecas o de BAL se puede descartar. De modo que, los nuevos péptidos se
forman a razon de la reaccion de Maillard, reaccién que se produce entre azlcares reductores
(lactosa) con aminodcidos. Se desencadena la liberacion de radicales que pueden atacar y
separar los enlaces peptidicos en la proteina y generar nuevos péptidos (Gaucheron et al.,

1999, Gaucher et al., 2008; Meltretter et al., 2008).

También en este punto, se requiere de mads investigacion para estudiar los precursores y
factores que intervienen en el comportamiento de las BCMs en productos lacteos

fermentados (Nguyen et al., 2014).

1.5. Péptidos bioactivos extraidos de la leche

La leche también contiene componentes nutritivos y funcionales, son los péptidos bioactivos,
moléculas con una secuencia de aminoacidos, unidos entre si por enlaces peptidicos. Dentro
de las proteinas lacteas (caseinas, proteinas séricas, lactoferrina, lactoglobulina, entre otras)
se encuentran estos péptidos de forma inactiva (Clare & Swaisgood, 2000). Gracias a la accion
hidrolitica de las proteasas, por ejemplo, durante la digestion gastrointestinal de alimentos o
en el transcurso de su procesamiento (fermentacién), pueden liberarse para desempefiar
diversas funciones bioactivas. Intervienen en muchos procesos bioldgicos: funcionamiento

gastrointestinal, hormonal, neurolégico y nutricional. El aprovechamiento de sus funciones se



aplica de muchas maneras: en dietas como suplementos alimenticios, como farmacos vy

propiamente presentes en los productos lacteos fermentados (Hartmann & Meisel, 2007).

En la actualidad, en el mercado existe una amplia gama de péptidos bioactivos a razén de sus
multiples capacidades funcionales: prevencion de infecciones, tratamiento de enfermedades

cardiacas, diabetes, trombosis, hipertension, etc. (Meisel, 1997; Clare & Swaisgood, 2000).

Para la liberacion y produccion de estos péptidos, originarios de proteinas lacteas, se puede
hacer in vitro o in vivo por medio de la hidrélisis enzimatica, es decir, enzimas digestivas o
bien, durante la fermentacién de la leche, suero de leche y caseinas, por el sistema
proteolitico de microorganismos (cultivos iniciadores), especialmente bacterias del acido

lacteo (BAL) (Hernandez-Ledesma et al, 2005; Korhonen & Pihlanto, 2006).

De hecho, han demostrado en numerosos trabajos cientificos que el consumo de leche
fermentada y quesos genera efectos ventajosos para la salud, que van mas alld del valor
nutricional, atribuidos a los numerosos péptidos contenidos y liberados en el procesado de la
leche. Se confirmdé una reduccion del colesterol y de la hipertension (Parra et al.,, 2004; Rachid

et al., 2006; Foltz et al., 2007).

Existen varios péptidos bioactivos liberados de caseinas por medio de distintas enzimas
especializadas: quimosina (renina), tripsina o péptido sintético y por otro lado, a través de
proteasas bacterianas (Korhonen & Pihlanto, 2006). En la Tabla 1 se muestran algunos

ejemplos indicando su funcidn fisioldgica.



Tabla 1: Péptidos biolégicamente activos extraidos de las caseinas de la leche.

Péptido

Proteina

portadora

Proteasa liberadora

Actividad

Autores

Casecidina as1- CNy K-CN Quimosina Antimicrobiana Lahov & Regelson
1996
Casocidina-I as2- CN Péptido sintético Antimicrobiana Somkuti & Paul
2010
Isracidina as1—CN Quimosina Antimicrobianay | Lahov & Regelson,
antifungica 1996
B- Casokinina-7 B-CN Tripsina Inhibidor de ACE Gobbetti et al.,
2004
B- Casokinina-10 B-CN Péptido sintético Inhibidor de ACE y Meisel, 1998
inmunomodulador
VPPIPP B-CNyK-CN Procedente de Inhibidor de ACE FitzGerald et al.,
Lactobacillus helveticus y 2004
Sacharomyces
cerevisiae.
KVLPVLQ B-CN Procedente de Inhibidor ACE Maeno et al.,
Lactobacillus helveticus 1996
CP90
Varios fragmentos B-CNyK-CN Procedente de L. Inhibidor ACE Hernandez-
delbrueckii subsp. Ledesma et al.,
bulgaricus SS1, 2005
Lactococuss lactis subsp.
cremoris FT4
ARHPHPHLSFM K- CN Procedente de L. Antioxidante Pihlanto, 2006
delbrueckii subsp.
bulgaricus IFO13953
SKVYP B-CN Procedente de L. Inhibidor ACE Korhonen &

delbrueckii subsp.
bulgaricus

! Con menos uso el Steptococcus thermophilus + L.. lactis subsp. Lactis biovar. diacetylactis

Pihlanto, 2006



La casecidina, péptido derivado de as1— CN y K- CN, ha demostrado tener actividad en contra
varios microorganismos patogenos: Staphylococcus, Sarcina, Bacillus subtilis, Diplococcus
pneumoniae y Streptococcus pyogenes (Lahov & Regelson, 1996; Clare y Swaisgood, 2000). La
Casocidina | sélo protege de la bacteria Staphylococcus carnosus y E. Coli (Zucht et al., 1995;
Somkuti & Paul, 2010) Se comprobd que el péptido isracidina, con capacidad antimicrobiana y
antifungica, también salvaguarda las vacas y ovejas contra mastitis cuando se inyecta en la
ubre a niveles comparables con los usados con antibidticos convencionales (Lahov & Regelson,

1996).

Los péptidos inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (ACE) permiten tratar la
insuficiencia cardiaca (Ong & Shah, 2008; Pihlanto, Virtanen & Korhonen, 2010). Estos relajan
los vasos sanguineos y disminuyen la presion arterial, mejorando el flujo de sangre. En leche
fermentada o en quesos, se generan muchos péptidos inhibidores de ACE gracias a la gran
actividad proteolitica de cultivos iniciadores como Lactobacillus helveticus y Sacharomyces
cerevisiae. También se han empleado algunas variedades de Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus y Lactococcus lactis ssp cremoris para producir leches fermentadas que presenten

péptidos inhibidores de ACE (Hernandez-Ledesma et al, 2005).

Se han descubierto péptidos inhibidores incluso en las proteinas del suero, B-lactoglobulina a-

lactoalbumina (Mullally et al., 1996; Mullally et al., 1997).

La B-Casokinina-10, derivado de la hidrélisis de la B-CN, tiene una funcion inmunomoduladora.
En otras palabras, se encarga de disminuir la proliferacion de células cancerosas (Clare &

Swaisgood, 2000).

Otra funcion, de menor importancia pero muy novedosa es la aplicacion de los péptidos
combinados con fosfato de calcio (caseinofosfopéptidos o CCPs). Estos, una vez liberados por
protedlisis, a causa de la presencia de multiples residuos de fosfatos los convierten en buenos

agentes quelantes del calcio. Al ser unos péptidos que absorben el calcio se utilizan como
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ingredientes de enjuagues bucales, pasta de dientes (Prospec Ml Paste™, GC Tooth Mouse™)
0 gomas de mascar (Recaldent™, Trident™) para la remineralizaciéon del esmalte (Ruiz et al.,

2013).

1.6. Evolucién del pago de los componentes de la leche

En la actualidad, el gran productor de leche en el mundo es Estados Unidos. En los ultimos
doce afios, el pago a los productores lecheros por la cantidad de los tres componentes
principales de la leche: proteina (3%), grasa (3,5%) y otros sélidos (5,7%), ha presentado
muchas variaciones segun los informes recogidos por el Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos o USDA (por sus siglas en inglés: United States Departament of Agriculture)

(Figura 1).

Al principio del periodo, entre 2003-2007, la proteina de la leche y la grasa de la leche tenian
valores muy similares, comprendidos entre 3,00 — 4,5 S (USD o délar americano) por Kg. Los
otros sélidos de la leche no tenian ninguln valor. Actualmente, la proteina de la leche tiene un
valor dos veces superior a la grasa de la leche, alrededor de 8,4 S por Kg en el afio 2014.
También la grasa de la leche ha aumentado su valor pero de forma mas paulatina. Ademas, a
partir del afio 2010, se ha dado un poco mas de valor a los otros sélidos, alcanzando hasta 1 $

por Kg.
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Figura 1: Tendencia de la evolucién de los precios de los componentes principales de la leche

desde el 2003-2015 (Datos de USDA, Federal Milk Order).
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Esta tendencia al alza de los principales componentes se atribuye a la demanda de quesos.

Existe un gran consumo de quesos en Estados Unidos y mds recientemente, las exportaciones

de quesos también han incrementado su demanda.

Los datos de 2015 (Figura 1) son Unicamente de enero a mayo. Se representan con una linea

discontinua.

1.7. Rendimiento lechero de la raza Holstein

La raza Holstein predomina en la mayoria de los sistemas especializados en produccion de

leche. Es la mas productiva de todas las razas lecheras. Este requisito se ha logrado mediante

el proceso selectivo de varias generaciones, donde el objetivo de mejoramiento estaba

dirigido a incrementar exclusivamente el volumen por lactancia.
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Los grandes productores han podido incrementar la productividad de sus rebafios gracias a la
masiva aplicacion de la inseminacién artificial, por medio de semen congelado de toros
candidatos. De hecho, ya en el afio 1950 Rendel y Roberson demostraron que la mayor parte

del mejoramiento genético, concretamente un 76%, proviene de la seleccién de sementales.

La necesidad histérica de aumentar la productividad por vaca ha contribuido con el
detrimento de otros factores, como la calidad de la leche (Ng-Kwai-Hang et al., 1986, Aleandri
et al., 1999; Van Raden, 2004; Cecchinato et al., 2011) la fertilidad vy la longevidad (Knaus,
2009, Rodriguez-Martinez et al, 2009). Se han desarrollado algunas estrategias para

contrarrestar la degeneracidon de estos rasgos:

En Nueva Zelanda, el cruzamiento en el ganado lechero Holstein cada vez es mas utilizado ya
que permite mejorar su desempefio como unidad zootécnica y su calidad de ente bioldgico
(Camargo, 2012; Oltenacu & Broom, 2010). También en Estados Unidos estd ganando
popularidad los programas de cruzamiento de Holstein con otras razas como Jersey (Heins et
al., 2008), Montbeliard y Rojo sueco y noruego (Oltenacu & Broom, 2010). Cuando se cruzan
parentales puros, producto de un riguroso programa de seleccion, se obtiene un hato mestizo
gue goza de mejor salud, fertilidad, longevidad y produce leche mas rica en sélidos totales

(proteinay grasa) (Van Raden & Sanders, 2003; Oltenacu & Broom, 2010).

Otras medidas mas paliativas para corregir el descenso de la fertilidad, la longevidad vy la
composicion de la leche, en las vacas Holstein de alto rendimiento, se basan en el
acortamiento del intervalo entre partos: A través del suministro de suplementos alimenticios
(Maas et al., 2009) y mejoras de las instalaciones y de manejo, con el uso de equipos que
faciliten la implementacion de programas de salud preventiva, manifestaciéon y deteccion del
estro (Roelofs et al., 2010). De esta forma, se favorece una rapida reactivacién ovarica, con lo
cual reduce el tiempo de desbalance metabdlico (balance energético negativo, BEN) y su
impacto sobre el desempefio productivo en la lactancia subsiguiente (Watters et al., 2009,

Grummer et al., 2010).

13



1.8. Técnicas moleculares para el estudio de genes relacionados con el rendimiento lechero

Para conseguir una mejora genética del hato lechero no sdélo son decisivos los procesos de
seleccion, los entrecruzamientos y la inseminacion artificial sino también la implicacién de
andlisis moleculares para estudiar los efectos de aquellos genes de interés econdmico (los

llamados QTL, del inglés: Quantitative Trait Locus).

Hoy en dia, las técnicas moléculas convencionales mas aplicadas son: la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) acoplada con el andlisis de polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP), la PCR acoplada con el andlisis de polimorfismo de
conformacién de ADN de cadena unica (SSCP) y la PCR con el analisis de polimorfismo por
medio de un sistema refractario de amplificacion de mutaciones (ARMS). Estas técnicas estan

limitadas debido que el analisis es exclusivo para la identificacion de pocos genes.

Posteriormente, con los conocimientos alcanzados con las técnicas anteriormente
mencionadas se sentaron las bases técnicas y tecnoldgicas para el desarrollo de una nueva
técnica, los microarrays o microarreglos de DNA, disefiada por Michael Eisen y Patrick Brown
(1999) que podia proporcionar la secuenciacién del genoma completo (miles de genes) de un

organismo (Busquets & Agusti, 2001; Ramirez et al., 2003).

Gracias a los avances en el Proyecto Genoma Humano (1990-2003), se construyeron las
bibliotecas gendmicas, dénde se pueden disefiar y obtener los microarreglos (Womack et al.,
1997; Napoli et al., 2003). Después de la secuenciacion del Genoma Humano se facilitd la
tarea de secuenciaciéon del Genoma Bovino, que se completé en 2009 (Bovine Genome

Sequencing and Analysis Consortium et al., 2009).

Poco después en 2010, la empresa lllumina empezé a comercializar un chip de alta densidad

(BovineHD) con capacidad de analizar mas de 777,000 SNPs, pudiendo asi identificar toda la

variacion genética de cualquier raza bovina (Illumina, 2010).
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1.8.1. Caracteristicas, ventajas e inconvenientes de las técnicas moléculas

La técnica PCR-SSCP se basa en el supuesto de que los cambios sutiles del ADN afectan a la
migracién de sus fragmentos. Asi, cuando estd presente un cambio de nucledtido o un
polimorfismo de un sélo nucledtido o SNP (por sus siglas en inglés: Single Nucleotid
Polimorfism) en el ADN, su conformacién (estructura secundaria) y su movilidad
electroforética en el gel es diferente comparada con la secuencia nativa. El empleo de esta
técnica resulta ser mas econdmico respecto la RFLP, sin embargo, presenta varias dificultades

para la visualizacién de los genotipos resultantes:

La sensibilidad y la eficiencia de la SSCP puede verse reducida por el tamafio de los
fragmentos: si las secuencias son demasiado pequefias (< 100 pares de bases) son incapaces
de formar estructuras secundarias y si son de gran tamafio (>400 pares de bases) la mutacion
puntual puede no detectarse a través del patrén electroforético. La sensibilidad éptima se

obtiene en tamafios de 150-200 pares de bases (pb) (Sheffield et al., 1993).

Otro parametro es la temperatura en la que se da la electroforesis. Existen numerosos
protocolos que evallan la reproductibilidad del analisis SSCP a través de varias temperaturas
en la camara de electroforesis 20°C, 15°C, 10°C y 4°C (Riesner et al., 1989; Bastos et al., 2001).
Sugieren que se requiere realizar un gradiente de temperatura para cada SSCP y en

consecuencia, ajustar el gel a la mejor temperatura para el visualizado del genotipo.

Otras investigaciones intentan favorecer la sensibilidad de la técnica afiadiendo ciertos
aditivos. En particular, el glicerol incrementaba la resolucién de las bandas en el gel. No
obstante, los geles con glicerol retrasan el tiempo de la electroforesis. Ademas, el buffer TBE?
puede ser incompatible con el glicerol y otros alcoholes. En tal caso, sugieren que se tendria
gue optar por otros buffer menos corrientes para realizar la electroforesis (Barroso et al.,

1999; Bastos et al., 2001).

2 Disolucion tampon formada por Tris, borato y EDTA, de uso frecuente en electroforesis con gel de agarosa para
separar acidos nucleicos.
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Una ultima variable a tener en consideracién es la proporcidon de acrilamida:bisacrilamida para
la elaboracion de los geles. Existen ensayos con ratios muy diversos de 19:1 hasta 100:1
(Barroso et al, 1999). El mas wusual y recomendable estd en una razéon de
acrilamida:bisacrilamida de 49:1 (Segev  1990; Ellison et al, 1993; Taylor 1997) con
porcentajes altos de 12-17% (Eggerding, 1994; Taylor 1997) pero que depende en funcion del

tamafio de la secuencia.

Debido a todos estos puntos a revisar la SSCP requiere de mucho mas tiempo, mas de siete
horas, a diferencia de RFLP. Ademas las bandas de SSCP, de los alelos especificos, sobre el gel
de poliacrilamida necesitan ser confirmadas por secuenciacion para puntualizar qué mutacién
es y donde se encuentra. La ventaja que puede tener esta técnica seria para la deteccién de

polimorfismos aun desconocidos.

Otra técnica tradicional, PCR-ARMS se basa en el uso de cebadores especificos para la
secuencia normal y la secuencia mutada. De modo que se requieren de dos reacciones de PCR
diferentes. Las dos reacciones comparten un cebador y el otro es el cebador especifico para
cada alelo. Por lo tanto, un cebador amplifica el alelo normal y el otro el mutado. De manera
gue en cada PCR se amplifica la variante presente y asi se comprueba el determinado alelo. Se
necesita un total de cuatro cebadores. Un par de ellos son cebadores control que amplifican
otra regidon del gen problematico, cercano a la mutacion, actuando asi como control interno y

evitar falsos negativos (Newton et al., 1989; Medrano & de Oliveira, 2014).

También, para la determinacién del genotipado, se utiliza la técnica RFLP. Nuevamente, el
primer paso, es la amplificacion del fragmento de ADN que contiene la variacién o SNP. El
fragmento amplificado se digiere con la enzima o endonucleasa de restriccién apropiada, que
corta en un lugar especifico en una de las dos variantes para su diferenciacion. Los diferentes
fragmentos generados, de longitud conocida, se separan a través de electroforesis. Los
resultados de la genotipificacién se pueden visualizar directamente con un transiluminador

UV, sin necesidad de usar un secuenciador.
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En relacidén a las otras técnicas, PCR-SSCP y PCR-ARMS, no requiere tanto tiempo, ni tanta
cantidad de muestra, tiene mayor facilidad operativa y mejor sensibilidad para la identificacion

de polimorfismos (Medina et al., 2009; Solarte et al., 2012).

En consideracion al desarrollo de técnicas mas modernas, los microarreglos son un chip
donde, sobre una matriz inerte o plataforma, se depositan miles de cadenas sencillas de DNA,
de modo que sobre ellas pueden hibridar las secuencias complementarias correspondientes a
la muestra bioldgica a analizar. La hibridacién se produce en las secuencias diana de los genes
de estudio. De modo que la técnica permite analizar simultdneamente mucha cantidad de
genes. Ciertamente, los chips modernos pueden contener alrededor de 80,000 genes por cm?,
lo que hace posible que en un Unico chip se pueda estudiar casi todo el genoma de una

especie, en plataformas de 1 a 2 cm? (Barrett & Kawasaki, 2003; Hornshgj et al., 2007).

Chessa y colaboradores (2007) evaluaron diferentes técnicas moleculares para el estudio de
polimorfismos de as1 -CN, B-CN y k-CN, debido a sus efectos conocidos sobre la composicion
de la leche y la produccion de queso. Compararon una técnica de microarreglos de ADN
basada en la reaccion de deteccidn de ligacion o LDR (por las siglas en inglés: Ligase Detection
Reaction) y un arreglo universal o AU (en inglés: Universal Array) con técnicas moleculares
clasicas (PCR-RFLP y PCR-SSCP). Demostraron que ambas técnicas, modernas y cldsicas, eran
igual de validas ya que encontraron los mismos genotipos. Sin embargo, la tecnologia de los
microarreglos o especialmente la técnica LDR-UA proporcionaba mas precision en el
genotipado y hubo una variante de la k-CN que no fue identificada por medio de las técnicas

clasicas.
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1.9. La importancia del genotipo de las proteinas lacteas para el mejoramiento genético del

ganado lechero

Aunque existe esta tendencia en pagar mas la concentracién de proteina y grasa de la leche
(Figura 1) no se ha hecho suficiente hincapié en el tipo de proteina que se encuentra en la
leche, ya que no todas son iguales y no tienen las mismas funciones o caracteristicas
nutricionales. La presencia de variaciones o polimorfismos en los genes que codifican dichas
principales proteinas de la leche influyen especialmente en la composicion y produccion

lechera (Hallén et al., 2008; Molee et al., 2011; Poulsen et al., 2013; Miluchova et al., 2014).

Aunque existen muchos polimorfismos identificados en las proteinas lacteas (Caroli et al.,
2009), en la B-CN son principalmente la Al y A2 (Ng-Kwai-Hang et al., 1987; Alexander et al.,
1989; Kaminski et al., 2007), seguidas por la variante B (Caroli et al., 2009). En otras proteinas,
como la k-CN v la B-lactoglobulina (BLG) las variantes mas frecuentes en la raza Holstein son la

Ay la B (Ng-Kwai-Hang et al., 1987; Alexander et al., 1989).

De modo que, estas variantes génicas o alelos codifican por caseinas y proteinas del suero,
levemente diferenciadas por el cambio de algunos aminodcidos en su estructura primaria

(Tabla 1).

Tabla 1: Variantes alélicas mas comunes para B-, k- CN y BLG dénde se indica el cambio en el

ADN, la posicién y el cambio de aminoacido producido en funcidn de la variante.

Proteina Variante | Substitucién de Posicién Cambio en la Autores
genética nucledtido aminoacido proteina
B-CN A2 2> Al C>A 67 Pro-> His Swaisgood, 1992
K- CN A>B A>C 148 Asp—> Ala Lin et al., 1992
BLG A->B T>C 118 Val 2 Ala Alexander et al.,
1989
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A parte de su influencia en la produccidn y caracteristicas de la leche, las variantes génicas de
las caseinas y proteinas del suero también afectan a las propiedades de la leche para la

fabricacién de otros productos lacteos (Wedholm et al., 2006; Poulsen et al., 2013).

De modo que, el conocimiento del genotipo de las proteinas lacteas no sélo es efectivo en
base a la produccion o calidad de la leche sino también permite orientar a la industria lechera
hacia mejores funcionalidades o usos derivados de la leche (Wedholm et al., 2006; Poulsen et

al., 2013).

La extensa investigacion ha demostrado que las variantes génicas (A1A1, A1A2 y A2A2) de la
B-CN pueden usarse como marcadores para predecir el rendimiento y segln su composicion
en proteinas, caseinas y contenido en grasas, derivar la leche para un determinado producto

lacteo (diferentes quesos, cremas, yogures) (Hallén et al., 2007; Bonfatti et al., 2010b).

Actualmente, de forma general, las estrategias de produccién en los programas de cria han
sido orientadas hacia a un cambio en las frecuencias genotipicas, incrementando la seleccion
por genotipos A2A2 de B-CN AA de k-CN (Heck, 2009; Vallas et al,, 2012; Molee, A. et al,,
2011; Poulsen et al., 2013; Gustavsson et al., 2014).

Como ya se ha mencionado, por medio de la cria selectiva se puede modificar el genotipo de
la descendencia a fin de incrementar la produccion de leche, mejorar la cantidad de sdlidos de

la leche, etc. Sin embargo, existen otros rasgos de importancia econdmica como la fertilidad.

En las ultimas décadas, se ha observado que en los sistemas de produccién de leche que
utilizan vacas seleccionadas, manejadas y alimentadas para mantener los niveles de
produccion de leche altos tienen un decaimiento en la fertilidad (Lucy, 2001; Evans et al,,
2002; Norman et al., 2009). Esta correlacién genética negativa entre los rasgos de produccién
de lechey la fertilidad en el ganado lechero Holstein estd ampliamente aceptada (Veerkamp &

Beerda, 2007; Khatib et al., 2009).
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1.10. Efecto de los polimorfismos de CSN2 y otras caseinas sobre rasgos

econémicamente importantes

Los efectos de las variantes génicas de las caseinas en la produccién, composicion y
funcionalidad de la leche estda muy documentada (Hallén et al., 2008; Heck et al., 2009; G.

Bittante et al.,, 2012; N.A. Poulsen et al., 2013; Gustavsson et al., 2014).

Algunos estudios no mostraron diferencias o dominancia entre las diferentes variantes génicas
de la B-CN con mayor produccién de leche (Cardak et al., 2005; Manga et al., 2006; Hanusova
et al., 2010; Molee et al., 2011; Vallas et al., 2012; Duifhuis-Rivera et al., 2014). En cambio,
otros estudios si que estaban de acuerdo que la variante A2 se asociaba a un incremento en la
produccion de leche y proteina (Comin et al., 2008; Olenski et al., 2012; Miluchova et al.,
2014, Bugeac et al., 2015) mientras que el alelo Al o el genotipo A1A1 proporcionaba mayor

porcentaje de grasa en la leche (Miluchova et al., 2014).

Por otro lado, el efecto de las variantes génicas de las caseinas sobre la composicion de
proteina y las propiedades de coagulaciéon de la leche si que estaba estrechamente
correlacionado (Heck et al., 2009; Vallas et al., 2012; Molee, A. et al., 2011; Poulsen et al.,

2013; Gustavsson et al., 2014).

Determinar la composicion y el contenido de caseinas en la leche es importante para la
elaboracién de una amplia variedad de productos lacteos, especialmente quesos (Walstra et
al., 2006). Desafortunadamente, los genotipos de las caseinas mas frecuentes (A2A2 para B-
CN y AA para k-CN) son desfavorables para la elaboracién de quesos. Existe una significativa
relaciéon entre la variante A2 de la B-CN y una pobre coagulacién (Poulsen et al., 2013;
Gustavsson et al., 2014). Ademas la formacion del gel o coagulo se ve condicionada por las
otras variantes génicas de las otras caseinas, la a-CN y k-CN (Poulsen et al., 2013; Gustavsson

et al., 2014).
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La variante B, tanto por B-CN, K-CN vy B-lactoglobulina, parece ser la mas indicada para la
elaboracién de quesos ya que posee las mejores propiedades de coagulacion de la leche. Se
sugiere que proporciona mayor rendimiento de proteinas, concentracion de k-CN, un tamafio
de micelas mas reducido y mayores niveles de calcio (Kucerova et al., 2004; Micinski &
Klupczynski, 2006; Hallén et al., 2007; Heck et al., 2009; Hallén et al., 2010; Jensen et al,,
2012b). Los parametros que tuvieron en cuenta en estos estudios fueron: la tasa de firmeza

de la cuajada (CFR) y el tiempo de coagulacién de la renina en la leche (RCT).

Otra variante poco comun, es el alelo A3 que aunque se asocié a una mayor produccién de
leche no se recomendd para la elaboracién de quesos debido a sus bajos niveles de proteinas

y caseinas (Micinski & Klupczynski, 2006).

Visker y sus colaboradores (2011) detectaron otro polimorfismo, anteriormente discriminado
o no descrito, el alelo | de B-CN, en poblaciones Holstein holandesas. Dicha variante | se asocié
positivamente con un mayor porcentaje y produccién de proteina. Sin embargo, tampoco no
era eficaz para la produccion de quesos porqué presentaba una infima coagulacidn, similar a la

variante A2.

Recientemente, el estudio de Poulsen y sus colaboradores (2013) encontraron que la variante

| era mds comun, en vacas danesas Holstein, que la variante B.

Los rasgos de fertilidad también se han relacionado con la composicion de proteina y las
variantes génicas de las proteinas de la leche. Estudios recientes, no avistaron ninguna
correspondencia significativa entre la fertilidad de la vaca y las variantes génicas de las
proteinas (Ruottinen et al., 2004; Demeter et al., 2010). Como caso particular, Pefiagaricano y
Katib (2012) encontraron un vinculo significativo entre diferentes polimorfismos de los genes
de las proteinas del suero, B-lactoglobulina (LGB) y a-lactoalbumina (LALBA), con el éxito en la
fertilizacion y la tasa de blastocito, en embriones bovinos. El genotipo GG, referenciado en el
62 SNP, de la LALBA mostraba una tasa de fertilizacion de 67% en comparacion del 58.7% del
genotipo GC. También, el genotipo GG, referenciado en el 61 SNP, de la LGB era mas favorable

para incrementar la fertilidad que el GA. Otro SNP (49) encontrado en LGB, mostré que vacas
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con genotipo GA presentaban una tasa de blastocito mayor en comparacion con vacas con

genotipo GG.

De todos modos, el estudio sugirié la necesidad de mayor investigacidn, ya que todavia no
esta confirmada esta participacién directa de los genes del suero con el proceso de

fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano.

La raza es otro factor intrinseco que causa también una variacion en el perfil proteico y
diferentes capacidades de coagulacion (Heck et al., 2009; Frederiksen et al., 2011b; Jensen et
al., 2012b; Poulsen et al., 2013). Para ejemplificar, el estudio Gustavsson y colaboradores
(2014) revelaron que vacas Jersey poseian mejores propiedades de coagulacion en su leche
respecto vacas Holstein y Red suecas. Asimismo, la raza Jersey suele ser mas propensa a

presentar frecuencias superiores de la variante B.

Por otra parte, mediante ingenieria genética, con el fin de incrementar el porcentaje de grasa
y proteinas en la leche Brophy y colaboradores (2003) generaron bovinos transgénicos que
sobreexpresaban B y k-CN, los cuales producian leche con un mayor contenido de caseina y

proteinas totales sin perjudicar el perfil de acidos grasos, aminodacidos y vitaminas.

Por dltimo, se atribuye que las condiciones medioambientales tales como: la estacién de la
toma de muestras, el alimento, las condiciones fisioldgicas del rebafio y las caracteristicas de
la propia vaca, son fuentes de variaciéon en la composicion y produccion de leche (Hallén et al.,

2008; Walstra et al., 2006).
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2. OBIJETIVO

Determinar la frecuencia del alelo A2 del gen de la B-CN (CSN2), en toros lecheros de la raza

Holstein, destinados para la inseminacion artificial en hatos lecheros mexicanos.

2.1. Objetivos especificos

= |Implementar el analisis molecular (PCR-RFPL) como método de genotipificacion de los

alelos A1y A2 del gen CSN2 en muestras de pajillas de semen congelado de bovino.

= Calcular las frecuencias génicas y genotipicas, de forma global y de cada grupo, del gen

CSN2 en toros lecheros de la raza Holstein.

= Analizar las frecuencias de los tres grupos (poblaciones) de acuerdo con el principio de

equilibrio de Hardy-Weinberg.

= Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas encontradas con la distribucion de

frecuencias reportadas en otras investigaciones, en ganado lechero Holstein.

2.2. Justificacién del Proyecto

El conocimiento de la variacidn génica de las caseinas en sementales es de suma importancia
para los productores de leche por dos motivos: Por un lado, es que recurren habitualmente a
la inseminacion artificial y la evaluaciéon gendmica del semental permite seleccionar toros con
mayor mérito genético, mejorando asi la genética del rebafilo para una caracteristica
determinada. Por el otro, es que con base al genotipo se puede orientar la produccién lechera

a determinados productos lacteos.
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3. MATERIALES Y METODOS

Se analizaron 60 pajillas de semen congelado comercial importadas de empresas
transnacionales y de explotaciones nacionales, en el periodo entre 2012- 2015, utilizadas para
la inseminacion artificial del ganado lechero mexicano. El trabajo de laboratorio se efectud en
las instalaciones del Instituto de Biotecnologia Animal, del Departamento de Produccion
Animal, de la Divisidén de Ciencias Veterinarias, del Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas
y Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara, localizado en el kilémetro 7.5 de la
carretera a San Isidro Mazatepec, calle Juarez No. 104, en la poblacion de La Cofradia,

Municipio de Tlajomulco de Zufiga, Jalisco.

3.1. Obtencién de ADN y Genotipificacion
Para la extraccién de ADN de las pajillas se siguid el procedimiento del kit Quick-gDNA™
Miniprep de Zymo Research. Las muestras con el ADN purificado fueron amplificadas y
genotipadas en el locus del gen de B-CN (CSN2) mediante la técnica de reaccién en cadena de
la polimerasa acoplada con el analisis por polimorfismo en la longitud de los fragmentos de

restriccion (PCR-RFLP).

En base la secuencia del gen que codifica por la B-CN en bovinos (GenBank: X14711) se usé los

cebadores disefiados por McLachlan (2006):

Delantero 5’- CTTCTTTCCAGGATGAACTCCAGG -3’
Reverso 5'- GAGTAAGAGGAGGGATGTTTTGTGGGAGGCTCT- 3’

Para producir un fragmento de 121 pb del gen CSN2, la prueba de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) se compuso por: 0.06329 ul de cebador delantero, 0.06596 ul de cebador
reverso, cada uno en concentraciones de 5 pmol/ pl, 0.5 pl de dNTP, 1.7 ul DreamTaq buffer,

y 0.2 U de DreamTaq Polimerasa (Fermentas). Del mix de la reaccién de PCR se extrajo 13 pl
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por tubo contenidos en 5 pl DNA gendmico. Las muestras fueron amplificadas con PCR
Thermocycler Biometra bajo las siguientes condiciones: 95°C durante 5 min y 35 ciclos de:
94°C durante 30 s, 60°C durante 30 s y 72°C durante 50 s. La reaccién final era completada

con una sintesis final de 72°C durante 5 min.

Los amplicones de la PCR fueron digeridos con 5 U de la enzima de restriccion Ddel de la
marca BioLabsMR. De nuevo, se usd Thermocycler Biometra programado en 1hy 30 min a 372C
para permitir la actividad de Dde /, con una secuencia de reconocimiento: 5...C\, TNAG...3".
Después de que la enzima produjera los fragmentos de restriccion, se realizd la electroforesis
en un gel de agarosa al 4% con bromuro de etidio, como sustancia intercalante. Para su
visualizacion se utilizé un transiluminador GEL LOGIC 200 IMAGING SYSTEM (Software Kodak

MI).
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3.2. Calculo de frecuencias genotipicas y génicas

En la estimacién de frecuencias para cada genotipo vy alelo se utilizd el método de conteo

directo (Nei, 1987).

Frecuencias genotipicas:

f (A1A1) = no. de individuos de genotipo A1A1

no. Total de individuos

f (A1A2) = no. de individuos de genotipo A1A2

no. Total de individuos

f (A2A2) = no. de individuos de genotipo A2A2

no. Total de individuos

Frecuencias génicas:

f(AL)=f (A1A1) + % f (A1A2) f(A2)= 1-f (A1)

La estimacion del error estandar (SE) de las frecuencias génicas fue calculado como:

SE=V p (1-p)/2n Siendo n el tamafio de la muestra, p la frecuencia del alelo Aly

1-p la frecuencia del alelo A2.
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3.3. Analisis de frecuencias y Equilibro de Hardy-Weinberg

Se realizd un andlisis de frecuencias génicas y genotipicas segun el origen de las pajillas, los
grupos A y B, correspondientes a dos empresas transnacionales y C, de explotaciones
nacionales, por medio de la prueba de Chi-Cuadrado, X? (con 1g.l, p>0.05=3.84), para

determinar si se cumple la ley de equilibrio de H-W.

X2 (df)= X (0—E)?
E

X? = Chi-cuadrado
df = grados de libertad
O = frecuencia genotipica observada

E = frecuencia genotipica esperada (Weir, 1990)

Para el andlisis de las frecuencias se empled el programa POPGENE® version 1.32 (POPGENE,

1997).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

La prueba RFLP se realizd a través de la digestion del fragmento de 121 pb amplificado en la
reaccion de PCR. La enzima o endonucleasa de restriccion Ddel reconoce una region de corte
en el alelo A2, generando dos fragmentos de 35 pb y otro de 86 pb. El alelo A1 no es cortado y

se mantiene como un solo fragmento de 121 pb.

En toros Holstein fueron detectados todos los genotipos (Tabla 2): homocigético A1A1 (121
pb) en 8 muestras, heterocigdtico A1A2 (121 pb, 86 pb, 35 pb) en 28 muestras y homocigotico
A2A2 (86 pb, 35 pb) en 24 muestras.

En la Figura 2 se muestra un resultado obtenido del genotipado del alelo A1y A2 del Gen de la

B-CN (CSN2).

A2A2 AlA2 AlAl AlA2 AlA2 A2A2 AlA2 AIA2 A2A2

Figura 2: Resultados del genotipado del Gen CSN2 mediante la técnica PCR-RFLP. Electroforesis
en gel de agarosa al 4%. Carril 1: marcador de peso molecular de 25 pb. Carriles 2, 3y 4
controles: genotipo A2A2 (86pb, 35 pb), A1A2 (121 pb, 86 pb, 35 pb) y A1A1 (121 pb). Carril 5:
Blanco de reaccién. Carril 6, 7, 9 y 10: genotipo A1A2. Carril 8 y 11: genotipo A2A2.

Las frecuencias alélicas que se obtuvieron fueron 0.37 y 0.63, para Al y A2, respectivamente

(Tabla 2).
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Tabla 2: Frecuencias alélicas y genotipicas del gen de B-CN (CSN2) en toros lecheros de la raza
Holstein.

Genotipo CSN2 Muestra (n) Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
AlAl 8 0.1 Al A2
A1A2 28 0.5 0.37 0.63
A2A2 24 0.4

Total 60

n: numero de pajillas totales para cada genotipo

Los genotipos mas frecuentes son el A1A2 y el A2A2.

Segun el origen de las pajillas, se determind sus frecuencias génicas y genotipicas (Tabla 3).

Tabla 3: Frecuencias alélicas y genotipicas del gen de la beta-caseina (CSN2) segun la
procedencia de las pajillas de semen congelado, de importacién de empresas transnacionales
(Grupos Ay B) o de explotaciones nacionales (Grupo C).

Grupo A Grupo B Grupo C
n F. \ F. alélicas F. \ F. alélicas | n F. \ F. alélicas
genotipicas genotipicas genotipicas
AlAl 4 0.10 Al | A2 1 0.14 Al | A2 |3 0.21 Al | A2
AlA2 20 0.51 0.35/0.65| 4 0.57 0.42(0.58| 4 0.29 0.35]0.65
A2A2 15 0.39 2 0.29 7 0.5
Total 39 1 7 1 14 1

El genotipo predominante por parte de las empresas transnacionales fue el A1A2 (grupo A,
0.51 y el grupo B, 0.57) en cambio el de las exportaciones nacionales fue el A2A2 (grupo C,
0.50). El alelo A2 es mayoritario en los tres grupos. No obstante, la prueba de Chi-Cuadrado
(X?) no mostré diferencias significativas entre grupos (P>0.05) con lo cual, los grupos se
encontraban en equilibrio génico (Tabla 4). De modo que, no se puedo evidenciar un proceso

de seleccion, por parte de las empresas trasnacionales, para el alelo A2 del gen CSN2.
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Tabla 4: Equilibrio de Hardy-Weinberg de las frecuencias genotipicas

Probabilidad (P)

Procedencia | Prueba X? | Grados de
libertad (df)

Grupo A ‘ 0.402116 1 0.525998
Grupo B ‘ 0.057143 1 0.811070
Grupo C 2.447.059 1 0.117745

Valores obtenidos con el programa POPGENE® (versién 1.32)

Por otro lado, se examind la distribucién de frecuencias de los alelos Al y A2 del gen de la B-

CN (CSN2), encontradas en estudios publicados en esta uUltima década, también en la raza

Holstein, en varios paises (Tabla 5).



Tabla 5: Frecuencias de las variantes Al y A2 de CSN2 en ganado lechero Holstein

Condicion

reproductiva

Vacas

vacas y toros

Vacas

Vacas

Toros

Vacas

Vacas

Toros

Vacas

Vacas

Vacas

toros

Vacas

Vacas

Vacas

Vacas

Vacas

Eslovaquia
Eslovaquia

Alemania

Romania
Polonia
Dinamarca

Turquia

Holanda

Polonia

Holanda

Polonia
Rep.
Checa
Suecia
Italia
Meéxico

Tailandia

Frecuencia de los genotipos

AlAl

0.1379

0.13

0.059

0.18

0.122

0.067

n/d

n/d

0.12

0.08

0.11

0.20

0.13

0.13

0.17

0.056

de la B-CN

A1A2

0.4598

0.83

0.46
0.26

0.436

0.332

n/d

n/d

0.13

0.39

0.41

0.58

0.50

0.53

0.51

0.48

0.528-
0.606

A2A2

0.4023

0.04

0.409
0.26

0.452

0.377

n/d

n/d

0.14

0.49

0.50

0.31

0.29

0.34

0.36

0.35

0.268-
0.315

Frecuencia de los

alelos

Al A2

0.3678 0.6322

0.54 0.46
0.295  0.667
0.37 0.47
0.33 0.67
0.266  0.614
0.485  0.456
0.278  0.722
0.31 0.405
0.32 0.68
0.285  0.692
0.40 0.60
0.45 0.55
0.34 0.60
0.385 0.615
0.387 0.613
0.337- 0.602-
0.363  0.612

Autores

Miluchova et al.,
2014

Hanusova et al.,
2010

Cardak, 2005

Bugeac et al,
2015

Olenski et al.,
2012

Gustavsson et al.,
2014

Dinc et al.,, 2013

Dinc et al.,, 2013

Visker et al., 2011

Cieslinska etal.,
2012
Heck et al., 2009

Kaminski et al.,
2006a

Manga et al.,
2006

Hallén etal.,
2008

Comin et al.,
2008

Duifhuis Rivera et
al., 2014

Molee et al.,
2011
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Los genotipos predominantes para la mayoria de los estudios (Tabla 5) fueron el A1A2 y el
A2A2 de acuerdo con los resultados del presente estudio (Cardak, 2005; Kaminski et al.,
2006a; Manga et al., 2006; Comin et al., 2008; Hallén et al., 2008; Heck et al., 2009; Molee et
al., 2011; Visker et al., 2011; Cieslinska et al., 2012; Olenski et al., 2012; Duifhuis Rivera et al.,
2014; Gustavsson et al, 2014; Miluchova et al, 2014; Bugeac et al, 2015).
Consecuentemente, también el alelo A2 tuvo mayor frecuencia que el alelo Al. Los estudios
de Kaminski y colaboradores (2006a) y Olenski y colaboradores (2012), que analizan también

el semen de toros lecheros Holstein, presentaban frecuencias muy similares a las encontradas.

Kaminski y sus colaboradores (2006) elaboraron una tabla de frecuencias de los alelos A1, A2 y
B del gen de la B-CN (CSN2). La informacion fue reportada hace mas de dos décadas de
diferentes estudios de genotipificacion de razas de ganado bovino tipo lechero de varios
paises. Se observd, hasta principios del siglo XXI, que la raza Holstein presentaba una
frecuencia similar de Al y A2. Las frecuencias del alelo B presentaban valores muy bajos

comprendidos entre 0.1 hasta 0.05.

No obstante, considerando las frecuencias recogidas, en estos ultimos afios (Tabla 5) en la
raza lechera Holstein prevalece la frecuencia de A2. Tal y como sucede en otras razas
europeas de produccion lechera. En la Jersey se obtuvieron valores de frecuencia para el alelo

A2 de 0.71 (Zepeda-Batista et al., 2015) y 0.634 (Gustavsson et al., 2014).

También, se observaron algunas excepciones como seria con Hanusova y colaboradores
(2010) que obtuvieron una frecuencia del alelo Al ligeramente mayor. Dinc y colaboradores
(2013) encontraron frecuencias muy similares entre los dos alelos con muestras de vacas
lecheras Holstein. Sin embargo, con muestras de toros candidatos (toros jovenes

seleccionados genéticamente) Holstein predominaba ampliamente el alelo A2.

32



Presuntamente, los programas de seleccion y cruzamiento, a sabiendas de los efectos
negativos reportados en Al y el posible vinculo de A2 a un mayor rendimiento de la leche, han

fortalecido alin mas su frecuencia (Kaminski et al., 2006; Comin et al., 2008; Heck et al., 2009).

Gustavsson y colaboradores (2014) compararon las frecuencias alélicas y genotipicas en tres
trazas de bovinos europeos, Jersey danesa, Red sueca y Holstein danesa, muy estudiadas en la
literatura (Bech & Kristiansen, 1990; Lundén et al., 1997; Ojala et al., 1997). Sus resultados
evidenciaron que después de la primera y segunda década se habia producido un
decrecimiento del genotipo A1A1 (del 20% al 2% aprox.) y A1A2 (del 40% al 15% aprox.) en
vacas de raza Holstein danesa. Ademds, apuntaron un aumento muy pronunciado del
genotipo A2A2 (del 9% al 30% aprox.). Las otras dos razas, Jersey danesa y Red sueca,

mostraban la misma tendencia de prevalencia del genotipo A2A2.
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5. CONCLUSIONES

= Se logro, por medio de la técnica de PCR-RFLP, el genotipado de las variantes A1y A2

de la B-CN (CSN2) en pajillas de semen de toro congeladas.

= El genotipo predominante en las pajillas procedentes de empresas transnacionales fue
el heterocigodtico A1A2, con valores de frecuencias para el grupo A de 0.51 y el grupo B
de 0.57. En cambio, en pajillas de exportaciones nacionales (grupo C) el genotipo mas
comun fue el homocigdtico A2A2 con una frecuencia de 0.50. El alelo con mayor
frecuencia fue el A2, tanto en la distribucion global, con un valor de 0.63, como por

cada grupo (grupo A: 0.65, grupo B: 0.58 y grupo C: 0.65).

» E| andlisis estadistico de X? determiné que no habia diferencias en la distribucién de
frecuencias entre los grupos y se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg. No se
evidenciaron criterios de seleccion genotipica por parte de las empresas

trasnacionales.
= Se identifico cierta similitud entre las frecuencias de los alelos A1y A2 del gen de la B-
CN (CSN2) encontradas en este estudio con las reportadas en la literatura, en ganado

bovino Holstein.

= Se muestra, de acuerdo con las publicaciones de otros estudios, una aparente

tendencia al alza en el mantenimiento del alelo A2 en ganado bovino Holstein.
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