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RESUMEN

Los niveles de proteinas y especificamente de caseinas de interés
en los procesos industriales de la leche especialmente en la
coagulacion y cantidad de cuajo. La caracterizacion molecular y
establecimiento de las frecuencias genotipicas, que determinan
cualidades de la leche, son por lo tanto importantes en
predeterminar el valor genético de los animales. Este experimento
se realizo con el fin de determinar la frecuencia genotipica y
establecer las posibles correlaciones entre los genotipos y
algunos fenotipos de produccion de leche. Se tomaron muestras
de sangre y leche de 54 novillas Holstein de primer parto fueron
recolectadas en diferentes fincas de la Sabana de Bogota (2000
- 3000 msnm; 12 - 18°C). Las muestras de leche fueron analizadas
para porcentaje de proteina, caseina total, grasa y lactosa,
mientras que la sangre fue usada para genotipificar los haplotipos
de la k-caseina (AA, AB y BB). También se colectaron datos del
programa de Mejoramiento Lechero Holstein de la Asociacién
Holstein de Colombia para proyectar la produccion de leche a
305 dias 2X. Con base en estos datos se determinaron las
frecuencias genotipica y alélica para la k-caseina y su correlacion
con proteina total (%), caseina total (%) y proyeccién de
produccion de leche (kg) a 305 dias 2X. La frecuencia genotipica
fue de 57.41% para el haplotipo AA, 37.04% para el haplotipo
AB y 5.55% para el haplotipo BB. La frecuencia génica fue de
75.93% para el alelo A'y 24.07% para el alelo B. Hubo una
correlacion altamente significativa entre los haplotipos y el
porcentaje de proteina en la leche (P>.975), con el haplotipo BB
superior al AB y al AA. De otro lado, aunque no hubo una
correlacion estadisticamente significativa entre estos haplotipos
y los parametros contenido de caseina total y proyeccion de
produccion de leche (kg) a 305 dias 2X, el haplotipo BB siempre
demostro mayores valores que los otros haplotipos.
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ABSTRACT

Protein levels and specifically casein are important in the industrial
processes of milk, especially in clotting and clot formation.
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Characterization of genotype frequencies is important to
determine the genetic value of the animals. This experiment was
carried out to determine the genotype frequencies and to establish the
correlation between haplotypes and production phenotypes.

Milk and blood samples were taken from 54 first parity Holstein
heifers from farms in the Sabana de Bogotd (2000-3000 meters
above sea level;12-18°C). Milk samples were analyzed for protein,
casein, fat and lactose percent, whereas the blood was used to
genotype the animals for the k-casein gene (AA, AB and BB).
Also, data was taken from the Dairy Herd Improvement Program of
the Holstein Association of Colombia for the 305 day 2X milk
production. The data were used to determine the allelic and
genotypic frequency of the k-casein gene and the correlation
between the haplotypes and protein content, casein percent and 305
day 2X milk production projection. The genotype frequency was
57.41% for haplotype AA, 37.04% for haplotype AB and 5.55%
for haplotype BB. The allelic frequency was 75.93% for allele A
and 24.07% for allele B. There was a high significant correlation
between the haplotypes and the protein percent in the milk
(R>.975) being the BB haplotype superior to the AB and AA
haplotypes. On the other hand, there was no significant
correlation between the haplotypes and the casein percent nor the
305 day 2x milk production projection, even though the BB
haplotype always showed higher valles than the others.
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INTRODUCCION

El uso de técnicas moleculares para la seleccién de animales
con caracteristicas productivas superiores ha sido preocupacion
de centros de investigacion animal en los Ultimos afios. En
cuanto a produccion de leche, se ha aplicado la seleccién
genética con el fin de obtener un producto con caracteristicas
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nutricionales superiores tanto para el consumo humano directo
como para la elaboracién de productos lacteos.

El valor de la leche como materia prima para la elaboracion
de queso depende principalmente del contenido de grasa 'y
proteina, constituyendo la caseina casi el 80% de las
proteinas, y su componente, la kappa-caseina, responsable
de coagulabilidad y formacién del cuajo (Alais, 1985).

La mayoria de los alelos del gene de la caseina han sido
identificados a nivel molecular, diferenciandose no mas que
por la sustitucion de algunas bases en su secuencia, lo
gue conlleva a la expresion final de una proteina con
caracteristicas fisicas y quimicas diferentes (Schaar, 1981).
El gene bovino de la k-caseina ha sido caracterizado a nivel
de secuencia de nucleétidos (Alexander et al, 1988), este
codifica una proteina de 169 aminoacidos con diferencias
entre los alelos mas comunes: Ay B. En el residuo 136, la
proteina del alelo A tiene el aminoacido TRP (ACC), mientras
gue la del alelo B tiene el aminoé&cido ILE (ATC). Igualmente,
existe una mutacion en el residuo 148 donde el ASP (GAT)
en el alelo A es sustituido por ALA (GCT) en el alelo B.
Estas diferencias pueden ser detectadas por técnicas
moleculares (Denicourtet al, 1990; Medrano y Aguilar, 1990)
gue se basan en el uso de PCR-RFLP's.

Muchos trabajos se han centrado en la bisqueda de
relaciones existentes entre los haplotipos (genotipo) del
gen de la k-caseina y caracteristicas de produccion de
leche, encontrando resultados variables con respecto a
produccién de leche en una o varias lactancias,
composicién de la leche y propiedades de procesamiento
de la leche (Jakob, 1994; Shaar et al, 1985).

La relacion entre estas variables podria usarse en la
seleccién de animales para los hatos comerciales,
ofreciendo una herramienta util para mejorar las
caracteristicas de la leche, siempre y cuando exista la
posibilidad en el mercado de premiar con mejor precio a
los productores que brinden leche de mejores cualidades.

Con base en lo anterior, se disefié este estudio para determinar
la frecuencia genotipica y génica de los alelos de la k-caseina
y establecer posibles correlaciones entre los haplotipos de la
k-caseina y caracteristicas de produccién de leche en vacas
Holstein de primer parto en la Sabana de Bogota.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de sangre y leche

Para el estudio fueron seleccionados 54 animales Holstein
de primer parto en la Sabana de Bogota, los cuales estaban
debidamente registrados y se encontraban en el programa
de control lechero de la Asociacion Holstein de Colombia
(AsoHolstein).

(k-CN) en la Unidad de Genética Molecular (UGM) de la
AsoHolstein (Medrano y Aguilar, 1990).

La leche se tomo del ordefio de la tarde, se agit6 la cantina
durante varios minutos y se recogié una muestra
representativa de 150 cm® para ser mantenida a 4°C hasta
su posterior analisis en el laboratorio fisico-quimico de
Alpina Productos Alimenticios S.A.

Analisis de los componentes de la leche

Sobre la leche recolectada se determinaron, el porcentaje
de proteina (P), el porcentaje de caseina (C), el porcentaje
de grasa (G), el contenido de lactosa (L), los sélidos no
grasos (SNG) y los sdlidos totales (ST).

Los componentes P, G, L, SNG y ST se analizaron con el
Milkoscan (Foss Electric), y la C se analiz6 por el método
de Kjedahl, segun el protocolo elaborado por Alpina
Productos Alimenticios S.A. (Alpina, 1997)

Proyeccién de leche a 305 dias 2X

Este valor se calcul6 teniendo en cuenta la producciéon
proyectada a 305 dias 2X del programa de Mejoramiento
Lechero Holstein de la AsoHolstein.

Genotipificacion de los animales

La extraccion del ADN se hizo a partir de linfocitos, mediante
el protocol6 estandarizado por la UGM de la AsoHolstein.
Al ADN purificado se le probd su concentracion y calidad
en geles de agarosa con tincion de bromuro de etidio, por
medio del protocolo estandarizado por la UGM de la
AsoHolstein (Asociacion Holstein, 1997).

Se sigui6 el protocolo de genatipificacion para la k-CN por
PCR-RFLP elaborado por el Saskatchewan Research Council
de Canada y estandarizado en la UGM de la AsoHolstein
(Asociacién Holstein, 1997), amplificando un producto de 530
bp ubicado entre las posiciones 10565 a 11095 del gen de la
k-CN, donde existe la mutacion A/C en la posicion 380.

La reaccion de PCR se hizo en un microtubo de 0.5 ml en
un termociclador (PTC-100, Perkin Elmer) con los siguientes
reactivos: ADN (50 ng): 1.5 pl; los primers (6) K1y K2,2.5 pl
de cada uno; dNTPs (10 mM): 2.0 pl de cada uno; 5.0 ul de
buffer 10X; 6.0 ul de MgCl,; 0.2 ul de Taq Poal | (Perkin Elmer)
y 24.3 ul de agua calidad HPLC, para un volumen total de
50.0 ul. Los pasos que constituyeron un ciclo fueron: 94°C/
30s, 51°C/30s y 72°C/40s, repitiéndose 30 veces el ciclo,
con un periodo de extension final de 5 minutos.

La restriccion enzimatica se hizo a 37°C/2h usando 10 pl
del producto de PCR, 1 ul de Hind Il (Promega), 1.6 ul de
buffer de restriccion y 5.0 ul de agua calidad HPLC.

El producto obtenido se sembré en un gel de agarosa al 2%
con TBE1X, junto a marcadores de peso molecular conocido
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La muestra de sangre y de leche se hizo el dia 150 de la
lactancia. La sangre se colectd de la vena caudal o
mamaria, en un tubo con EDTA al 13% y se mantuvo a
4°C hasta su posterior genotipificacion para la k-caseina
(DNA ladder: Promega); se tifié con bromuro de etidio y se
visualizé bajo luz UV. Los haplotipos se interpretaron de la
siguiente manera: una banda clara de ADN: haplotipo AA (530
bp), dos bandas claras: haplotipo BB (150 y 380 bp) y tres
bandas claras: haplotipo AB (530,380 y 150 bp).

Disefio experimental

Los datos sobre proteina, caseina y proyeccién de
produccién de leche a 305 dias fueron correlacionados
con los haplotipos resultantes. Los promedios obtenidos
para las diferentes variables se compararon mediante la
prueba t de Student. La frecuencia genotipica fue
sometida a la prueba de chi cuadrado para comprobar su
equilibrio Hardy-Weinberg.

RESULTADOS Y DISCUSION

Animales en estudio

Los animales en estudio tuvieron una edad promedio de
974 dias (32.5 meses) al rimer parto, con una desviacion
estandar de 168 dias. La muestra de leche y sangre fue
recolectada en promedio a los 150.5 + 3.7 dias de lactancia.

Analisis bromatologico

Los resultados del analisis de las muestras de leche se
encuentran en la Tabla 1. Los datos obtenidos en este
trabajo estan de acuerdo con lo reportado por Alpina
Productos Alimenticios S.A. para animales de la raza
Holstein en la Sabana de Bogot4, bajo condiciones de
pastoreo para el afio de 1996.

" Proteina 294022
Caseina 215+£022 |
Grasa 3.44+053 ]
Lactosa 494+0.18
Sélidos no-grasos 8.40+033
~ solidos totales 11.84+064

Tabla 1. Contenido promedio de componentes de la
leche de la poblacién en estudio.

Frecuencia génicay genotipica

La frecuencia genotipica observada fue de 57.41 % para el
haplotipo AA, 37.04% para el haplotipo AB y de 5.55%
para el haplotipo BB (Figura 1 y 2). Estas frecuencias
son similares a las reportadas anteriormente (Famula y
Medrano, 1994; Lin et al, 1988; Medrano y Aguilar, 1990;
Ng-Kwai-Hang et al, 1986) para la raza Holstein en otros
paises. La prueba de chi cuadrado mostré que la poblacion
esta en equilibrio Hardy-Weinberg.
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Figura 1. Gel de agarosa con los haplotipos de la k-caseina

La frecuencia génica fue de 75.93% para el alelo Ay de
24.07% para el alelo B (Figura 2). Estos datos se
encuentran dentro de lo esperado para la raza Holstein a
nivel mundial (Un et al, 1988; McLean et al, 1984; Sabour
et al, 1993; Schaar, 1981), aunque se observa una mayor
frecuencia del haplotipo BB, si se compara con los estudios
realizados en otros paises. Esto tal vez puede ser el
resultado del uso de semen de toros provenientes de varios
paises o el favoritismo hacia toros de cierta constitucion
genética sin tener conocimiento del genotipo de este.
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Figura 2. Frecuencia génica y genotipica de la k-caseina en
la poblacion Holstein en la Sabana de Bogota
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Correlacién entre el porcentaje de proteina y los
hapiotipos de la k-CN

Los resultados de la Tabla 3 muestran que entre los
haplotipos y el porcentaje de proteina en la leche existe
una alta correlacion (0.99) con alta significancia estadistica
(P>.975). Estos resultados estan de acuerdo con los
reportados por varios autores (Aleandri et al, 1990; Mariani
et al, 1976; NG-Kwai-Hang et al, 1990; Sacchi et al, 1993),
quienes han encontrado un mayor aporte del alelo B frente
al alelo A (BB>AB>AA) para este parametro. El haplotipo
BB tuvo un aumento de +0.28 sobre la media poblacional,
mientras que el del AB fue de +0.05 y el del AA fue de -
0.06 (Figura 3), demostrando que el alelo B seria un buen
indicador de los niveles de proteina en leche que puede
producir una vaca Holstein en la Sabana de Bogota.
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Tabla 2. Haplotipos, frecuencia genotipica y caracteristicas de produccion en la poblacién Holstein de la
Sabana de Bogota

Haplotipo Numero de Frecuencia
animales observada

AA 31 0.5741
AB 20 0.3704
BB 3 0.0555
Media
Suma 54 1.0000
r=
P>

f 3.2 3.13

w
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Figura 3. Porcentaje de proteina en leche y su relaciéon
con los haplotipos de la k- caseina

Correlaciéon entre el porcentaje de caseina y los
haplotipos de la k-CN

Aunque no se encontrd una correlacion estadisticamente
significativa entre los haplotipos y el porcentaje de caseina
en la leche; se noté un aumento considerable del haplotipo
BB con +0.14 sobre la media poblacional (Tabla 2).
También se encontré una disminucién del haplotipo AB
con -0.02 sobre la media poblacional y el haplotipo AA.
Estos resultados coinciden con otro reporte (21), aunque
no con otros estudios en los que se ha demostrado la
influencia que tiene el alelo B sobre esta caracteristica
(11,13,16,17). Esto puede ser debido a que el porcentaje
de caseina en la leche es tal vez debido a una accion
poligénica o tiene una influencia medio ambiental.

Correlaciéon entre los haplotipos de la k-CN y la
produccién total de leche proyectada a 305 dias 2X
Para este parametro tampoco se encontré una correlacion
estadisticamente significativa con los haplotipos de la k-
CN, aunque se not6 una gran diferencia entre el haplotipo
BB con +408 sobre la media poblacional y los demas
haplotipos: AA con +115 y AB con -242. Resultados
similares reportados anteriormente (9, 22), indican que
aunque este gene puede estar ligado a la produccion de
leche, son muchos los genes y factores que estan
relacionados con este pardmetro de produccion.

Proteina Caseina Proyeccion a
(%) (%) 305 dias 2X (Kg)
2.79 2.15 5377
2.92 212 5016
3.13 2.29 5670
2.85 2.15 5262
0.99 0.77 0.45
0.975 0.850 0.650

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los estudios genéticos de las variantes de la k-CN han
demostrado la influencia que estas tienen sobre las
caracteristicas de produccién de leche como el porcentaje
de proteina y caseina principalmente. El haplotipo BB de
la k-CN ha demostrado ser un indicador que puede anticipar
el rendimiento proteico de la leche.

La frecuencia genotipica y génica del alelo B de la k-CN
en la poblacion Holstein de la Sabana de Bogota ha
demostrado ser ligeramente superior a las obtenidas en
otros paises. Esto puede ser el resultado de la diversidad
genética que tiene el ganado Holstein colombiano en
nuestro pais, donde se congrega gran cantidad de material
genético proveniente de diversos paises.

Aungue no se encontré una correlacién significativa entre
los haplotipos de la k-CN y el porcentaje de caseina total,
si se observa una tendencia a mayores concentraciones
de caseina con el haplotipo BB.

Dado que ya existe gran variedad de marcadores
moleculares comercialmente disponibles, tanto para la
produccién como para sanidad animal, se debe propender
por la utilizacion de estos en programas de seleccion hacia
animales con constituciones genéticas que se adapten a
las condiciones actuales del mercado.
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