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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar las frecuencias genotipicas y alélicas
del gen kappa-caseina (k-CN) en ganado de la raza Pardo Suizo y los cruces de esta con
Cebu para determinar planes de mejoramiento genético en base al genotipo BB, el cual
favorece el rendimiento en queso. Se recolectaron 50 muestras de sangre en toros
reproductores del departamento de Boaco. A partir del material genético extraido a través
de la metodologia establecida por (Morillo et al., 2014), las muestras de ADN fueron
amplificadas utilizando los cebadores BLKC-For 5° ATT AGCCCATTTCGCCTTCT-3"
y BLKC-Rev 5° ATT TATGGCCATTCCACCAA-3", amplificando fragmentos de 351
pb mediante la utilizacién de la técnica de PCR. Las frecuencias genotipicas encontradas
fueron de 0.60, 0.38 y 0.02 para los genotipos AA, AB y BB, respectivamente, en tanto
que las frecuencias alélicas resultaron ser de 0.79 y 0.21 para los alelos A y B,
respectivamente. Finalmente, con el calculo de la extension de la Prueba Exacta de Fisher
se obtuvo una probabilidad de P,=0.000052 dando altamente significativo con un nivel de
significancia del 0.05, lo que significa que la poblacién muestreada no se encuentra en
Equilibrio Hardy-Weinberg. Se concluye que los animales evaluados presentan una baja
proporcion de individuos con el genotipo deseado BB, genotipo que favorece la

produccion de queso.

Palabras clave: Reproductores bovinos, gen kappa-caseina, PCR-RFLP
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ABSTRACT

The present study aimed to determine the genotypic and allelic frequencies of the kappa-
casein gene (k-CN) in cattle of the Swiss Brown breed and the crosses of this with Cebu to
determine genetic improvement plans based on the BB genotype. Fifty blood samples were
collected from breeding bulls of the department of Boaco. From the genetic material extracted
through the methodology established by (Morillo et al., 2014), the DNA samples were
amplified using primers BLKC-For 5 ATT AGC CCATTT CGC CTT CT-3" y BLKC-Rev
5 ATT TAT GGC CAT TCC ACC AA-3" by amplifying 351 bp fragments using the PCR
technique. The genotype frequencies found were 0.60, 0.38 and 0.02 for the AA, AB and BB
genotypes respectively, while the allele frequencies were 0.79 and 0.21 for the A and B alleles
respectively, Finally, with the calculation of the Exact Fisher Extent, a probability of Pa =
0.000052 was obtained giving highly significant with a level of significance of 0.05, which
means that the population sampled is not found in Hardy-Weinberg Equilibrium. It is
concluded that the evaluated animals present a low proportion of individuals with the desired

BB genotype, a genotype that favors cheese production.

Key words: Bovine reproducers, kappa-casein gene, PCR-RFLP
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I. INTRODUCCION

La leche es considerada como uno de los principales productos de primera necesidad en el
hogar al igual que la carne y el huevo. EIl volumen de la produccion de leche a nivel mundial
alcanzo cifras de 619 millones de toneladas (FAO, 2006).

Segun CETREX (2007) en Centroamérica, Nicaragua es el mayor productor de leche. Para el
2007, se produjo un total de 181.2 millones de galones de leche y los destinos de exportacion
de sus productos lacteos fueron principalmente El Salvador (52 %), Guatemala (24 %),
Honduras (18 %) y Estados Unidos (6 %).

Los paises de la regidn centroamericana son importadores netos de productos lacteos, siendo
Nicaragua un gran potencial de desarrollo del sector lacteo. Nicaragua se ha posicionado como
el primer exportador de quesos al mercado centroamericano. El queso fresco es la forma de
consumo de aproximadamente el 87 % de los lacteos producidos en Centroamérica. Uno de
los procesos de cambio méas generalizados en la cadena ganadera en los Gltimos diez afios, ha

sido la separacion entre la produccion de leche en finca y la transformacion quesera.

Las queserias surgieron masivamente y se han consolidado como pequefias y medianas
empresas especializadas en la produccion de queso. Hoy en dia, solo el 8 % de la leche

acopiada en las queserias proviene de los propietarios de la queseria (Nitlapan, 2004).

El sector lacteo de Nicaragua en los Gltimos afios ha demostrado un dinamismo importante,
tanto en evolucién de la produccién de leche fluida a nivel interno como un acelerado
crecimiento de las exportaciones de productos lacteos. En el 2003, las exportaciones de queso
representaron casi un 90 % del volumen total de lacteos exportados y un 44 % de la
produccion total de leche cruda. Estas exportaciones han experimentado un crecimiento
consistente, pasando de 6 millones de ddlares en 1995 a 12 millones en el 2001 (Nitlapan,
2004).



El hato ganadero en Nicaragua no es especializado en produccién de leche, mayormente es de
“Produccion de doble proposito”, que independientemente de la tendencia racial del ganado,
se practica el ordefio de vacas paridas para venta de leche fluida, y a su vez se cria el ternero

para la venta al destete o un poco més de un afio de edad (IICA, 2004).

Existe suficiente evidencia que cuanto mas alto el precio de la leche y la aparicion de los
centros de acopio, la calidad de los terneros al destete es menor. Ello ocurre porque los
productores se motivan para sacarle algo méas de leche a la vaca y dejar menos para el ternero.
Esta es una contradiccion importante, ya que hay demanda creciente de leche para el consumo,

pero también existe demanda por carne (Pomareda & Montero, 2008).

Debido a esto se hace necesario buscar nuevas alternativas de razas lecheras que mejoren la
calidad y productividad del queso a través de la comparacién de los catdlogos de los
sementales que brindan el servicio de monta natural e inseminacion artificial, determinando en
qué relacion se encuentran las proteinas como las Kappa-caseinas y beta lacto globulinas que

favorecen el rendimiento en queso ya que mejoran la coagulabilidad del mismo.

Asi mismo para la industria quesera es importante determinar el genotipo de los animales en
produccidn en base a las K-caseinas y beta lacto globulinas, para de esta manera determinar un
plan de mejoramiento genético que permita una adecuada seleccion de estos genotipos,
trayendo consigo un incremento en la calidad y rendimiento del queso. Con este proyecto de
investigacion se pretende beneficiar a los pequefios y medianos productores del pais trayendo
consigo mejora de la calidad de vida, a traves de mayores ingresos en la venta de la leche y del

queso que producen.



Il. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

» Estimar las frecuencias alélicas y genotipicas de variantes de kappa-caseinas en toros
reproductores de la raza Pardo suizo y cruces de esta con cebu, en el departamento de

Boaco-Nicaragua.

2.2. Objetivo especificos

» Determinar las frecuencias genotipicas en las razas bovinas Pardo suizo, Holstein,

Brahmén y Pardo suizo con Brahman.

» Determinar las frecuencias alélicas en las razas bovinas Pardo suizo, Holstein, Brahméan y

Pardo suizo con Brahman.

» ldentificar las variantes genotipicas de Kappa-Caseina en los toros reproductores
seleccionados a través de la utilizacion de PCR-RFLP (Restriction Fragment Length

Polymorphism).

» Determinar si la poblacion de los toros reproductores se encuentra en equilibrio Hardy-

Weinberg.



I1l. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacién del area del estudio

La presente investigacion se llevo a cabo en las fincas de pequefios y medianos productores
pertenecientes al departamento de Boaco, el cual se localiza en las coordenadas geograficas
12° 25’ ny 85° 48’ 0, donde estan ubicados los reproductores con fenotipo Pardo suizo y sus

cruces con ganado cebu en monta natural (INETER, 2014).

3.2. Disefio experimental

Se realiz6 un muestreo no probabilistico por seleccion intencionada de las fincas, donde
estaban los reproductores dobles prop6sitos pertenecientes a la raza Pardo suizo y los cruces
de esta con ganado cebu en edad reproductiva, hasta muestrear un total de 50 reproductores; El

muestreo se realizo6 entre los meses de Marzo a Agosto del 2016

A los reproductores seleccionados bajo los parametros establecidos se les tomé una muestra de
sangre de la vena coccigea previa desinfeccion del area hasta obtener la cantidad de 5 ml a las
que se le agreg6 K3EDTA (10.8 mg) para luego ser preservadas en un termo a una
temperatura de 5 grados Celsius y después obtener el plasma y conservarlo a -20 grados

Celsius en el laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Nacional Agraria (UNA).
3.2.1. Parametros de inclusion de los reproductores

Edad de los reproductores (2.5 -7.0 afios de edad)
Clinicamente sanos
Caracteristicas fenotipicas de la raza Pardo suizo y sus cruzamientos con ganado cebuino

Que no presenten patologias heredables

YV V V VYV V

Libres de Brucelosis y Tuberculosis



3.3. Estandarizacion del método

Previo a la extraccion de la muestra de ADN gendmico se realizo la respectiva estandarizacion

del método (protocolos y procedimientos) a utilizar.

3.3.1. Extraccién del ADN de muestras de sangre

Para la extraccion del ADN gendmico de las muestras de sangre obtenidas en el campo, se

utilizo la metodologia establecida por (Morillo et al., 2014) que consta de los siguientes pasos:

e Tomar 300 ul de sangre mas 430 pl de solucion SDS 20%

e Incubar por 6 minutos a 65 °C

e Agregar 300 pl de cloroformo y aplicar Vortex durante 10 segundos

e Agregar 260 pl de acetato de potasio 5 M y Vortex durante 10 segundos
e Centrifugar a 12000 rpm durante 10 minutos

e Recuperar aproximadamente 500 pl del sobrenadante

e Precipitar con isopropanol de 800 pl

e Centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos

e Realizar 2 lavados con etanol al 70 % utilizando 600 pl

e Secar y diluir en TE1X entre 20-25 pl

Se realizo la evaluacion de la calidad e integridad del ADN obtenido en un Gel de Agarosa al
0.8 % en TBE 0.5 X utilizando Gel Red como tincién. Las muestras se corrieron a 70 Volt
durante 45 minutos, usando electroforesis horizontal. Los geles se fotografiaron bajo luz
ultravioleta usando una cdmara digital. La cuantificacion de ADN se realiz6 por comparacion

de ADN con concentracion conocida del bacteriofago Lambda.



3.3.2. Amplificacién y genotipificacion

El cebador especifico de kappa caseina que se utilizé para amplificar un fragmento de 351 bp
en reproductores fue: BLKC-For 5° ATT AGCCCATTTCGCCTTCT-3" y BLKC-Rev 5
ATT TATGGCCATTCCACCAA-3'. La reaccion de amplificacion se realizé con un volumen
final de 25 pl que contenia 100 ng de ADN, 1 uM de cada cebador, un buffer de 10 X PCR,
1,5 mM de MgClz, 100 uM de dNTPs y 0,5 U de Tag ADN polimerasa. La reaccion se
sometio a 94 °C durante 5 minutos (desnaturalizacion inicial), 30 ciclos a 94 °C durante 45

segundos, 60 °C por 45 segundos seguido de 72 °C durante 7 minutos.

El producto de PCR fue digerido con una enzima de restriccion Illamada Hinf | en 20 ul de la
mezcla de reaccién separadamente. La mezcla de reaccién comprendio 15 pl de la reaccion de
PCR, 2 ul de buffer de enzima, 5 U de enzima de restriccién y 2.8 ul de H20 grado biologia
molecular. La digestion de la reaccion se incubd a 37 °C durante toda la noche, después de la
digestion, el producto digerido se resolvié en un gel de agarosa al 3 % a 45 V durante 2.5 h, el

gel se visualiz6 bajo luz ultra violeta una vez tefiido con gel rojo.

Las frecuencias alélicas de CSN3 se determinaron mediante el conteo de genes utilizando el
programa informatico de Excel, haciendo uso de las formulas establecidas para la genética de
poblaciones.

3.4 Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de la variabilidad genética se calcularon las frecuencias alélicas y
frecuencias genotipicas de los resultados obtenidos. Para establecer si la poblacion se
encontraba en equilibrio Hardy-Weinberg, se calculd la extension de la Prueba Exacta de

Fisher de 2x3 columnas con un nivel de significancia de 0.05.
3.5 Materiales y equipos

» Alcohol 70 % 2 L

» Algodon 1 Lb

» Tubos de ensayo para 8 ml con k3EDTA pag./100 unidades
» Agujas para vacutainer 20 g x 1 % caja de 100 unidades



>

3.5.1

Guantes de nitrilo talla M pag/100 unidades

Identificacion del genotipo de los reproductores seleccionados a través de la

utilizacion de PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Metodologia:

>

Gel Red Tincion para acido nucleico 0,5 ml (500 uL), 10.000 X en agua, Sustituye
EtBr. Excita a 302/312 nm

Agarosa, grado Biologia Molecular, Cristales blancos o polvo cristalino, 200 g.
BLKC-Rev; Secuencia: ATTTATGGCCATTCCACCAA; Concentracion: 50 nmol,
pureza: libre de sal; estado: Liofilizado

BLKC-For, Secuencia: ATTAGCCCATTTCGCCTTCT,; Concentracion: 50 nmol,
pureza: libre de sal; estado: Liofilizado

Enzima de restriccion Hinf [; Sitio de corte: 5'-G|A NTCCC-3" 3"-CTNATGGG-5;
Concentracion: 50 U/uL; 1000 unidades; Fuente: Haemophilus influenzae Rf; Incluye:
2 x 1 mL de 10 X Buffer Ry ImL de 10 X Buffer Tango Almacenaje: -20 °C

Mezcla dNTP, 10 mM cada uno (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 0.2 MI Almacenaje: -
20 °C

Tagq AND Polimerasa, 200 U, concentracién: 5 U/MI Almacenaje: -20 °C

Buffer de carga 5 x Para gel de agarosa Fco/5ml

Tris HCI 1M, grado biologia molecular, pH 7.00, libre de proteasa, DNasa y RNasa;
500 mL

Buffer TBE (Tris-Borato-EDTA) 10 X, libre de proteasa, DNasa y RNasa, grado
electroforesis; 1L

Acido Borico, grado electroforesis 500 g

Punta de pipeta de 10 uL, con filtro, Libre de RNAsa, DNAsa, estériles, Baja
retencion; color natural; HRS: 10 x 96; PK/96

Punta de pipeta de 20 pL, con filtro; Libres de DNasa, RNasa y pirogeno, Estériles;
Baja retencion; color natural; HRS: 10 x 96 PK/960

Punta de pipeta de 100 uL, con filtro, libre de RNAsa, DNAsa, estériles; Aerosol
Barrier; color: natural; HRS: 10 x 960; PK/960



» Punta de pipetas de 200 uL; con filtro, Estériles; Baja retencion; color: natural, HRS:
10 x 960; PK/960
IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Se determind el genotipo de los animales muestreados mediante recuento simple (conteo
directo) (ver anexo 17). Luego se procedid al calculo de las frecuencias alélicas y genotipicas
y por ultimo se determind si los animales muestreados estuvieron en equilibrio Hardy-

Weinberg, mediante la prueba exacta de Fisher 2X3.

El grafico 1 muestra las frecuencias genotipicas de los cincuenta reproductores muestreados,
encontrandose que el 38 % (19/50) pertenecieron al genotipo AB, 60 % (30/50) al genotipo
AA'Y 2 % (1/50) al genotipo BB.

Graéfico 1. Frecuencias relativas de los genotipos
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El grafico 2 muestra las frecuencias Alélicas encontradas en base a las frecuencias genotipicas
las cuales fueron de 79 % (0.79) para el alelo A 'y de 21 % (0.21) para el alelo B.

Grafico 2. Frecuencias alélicas
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Las frecuencias genotipicas y alélicas de las muestras evaluadas en la raza Holstein resultaron
similares a las encontradas en los Holstein de Colombia (Usme-Ciro et al., 2004), resultaron
superior a las frecuencias reportadas en el Holstein, Pardo suizo y Pardo suizo con Cebl de
México, pero similar en la raza Cebu (Cervantes et al., 2007).

Las frecuencias alélicas de las muestras evaluadas en Pardo suizo resultaron similares a las

reportadas en bovinos criollos colombianos (Naranjo et al., 2007).



El grafico 3 muestra las frecuencias genotipicas de las razas mas representativas
encontrandose en la raza Holstein un 36 % (5/14) del genotipo AB, 64 % (9/14) del genotipo
AA 'y 0 % (0/14) del genotipo BB, en el Pardo suizo se encontrd 55 % (6/11) del genotipo
AB, 36 % (4/11) del genotipo AA 'y 9 % (1/11) del genotipo BB, en el Pardo suizo con
Brahman se encontrd 29 % (2/7) del genotipo AB, 71 % (5/7) del genotipo AA 'y 0 % (0/7)
del genotipo BB y en la raza Brahman se encontrd 50 % (3/6) del genotipo AB, 50 % (3/6)
del genotipo AA 'y 0 % (0/6) del genotipo BB.

Gréfico 3. Frecuencias genotipicas de las principales razas
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Desde el punto de vista de estos resultados, se debe esperar que la leche con mas actitud para
el procesamiento industrial de queso provenga de los animales Pardo Suizo y los menores
rendimientos estan en el Holstein, PS/BR y Brahaman son los menos favorecidos (Cervantes
et al., 2007).
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El gréafico 4 muestra las frecuencias alélicas de las razas méas representativas encontrandose en
la raza Holstein 82 % (0.82) para el alelo Ay 18 % (0.18) para el alelo B. En el Pardo suizo 64
% (0.64) para el alelo A 'y 36 % (0.36) para el alelo B, en el Pardo suizo con Brahman 86 %
(0.86) para el alelo Ay 14 % (0.14) para el alelo B y en la raza Brahman 75 % (0.75) para el
alelo Ay 25 % (0.25) para el alelo B.

Graéfico 4. Frecuencias alélicas por raza
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En relacion a la raza Brahaman, los resultados no concuerdan con lo descrito por (Escoda et
al., 1981) y (Uffo 2003), quienes reportan frecuencias elevadas del alelo A de CSN3 en
ganado cebu venezolano (0.90) y cubano (0.84). En este estudio, las frecuencias son

semejantes a lo presentado (Kemenes et al., 1999) para ganado cebu brasilefio;
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La técnica de PCR-RFLP permitié determinar el genotipo de la x-CN en todas las muestras
(50/50), de manera similar a otros reportes (Trujillo et al., 2000; Darshan et al., 2008; Rojas et
al., 2009) donde se utilizaron diferentes cebadores, pero con resultados similares a nuestra

investigacion.

La aparente baja frecuencia del genotipo BB en los animales muestreados indicaria que la
seleccion de estos animales ha ido favoreciendo al alelo A y, por consiguiente, generando el
incremento del nimero de animales con genotipo AA, posiblemente como consecuencia de
endogamia o de seleccion de otra caracteristica relacionada al rendimiento quesero, como la

produccién de litros de leche (Trujillo et al., 2000).

Los animales muestreados no se encontraron en equilibrio Hardy-Weinberg (hay diferencia
significativa entre los valores observados) con un valor de Fisher 2x3 = 0.00005245364 con 1
grado de libertad (p<0.05) (ver Anexo 19).
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V. CONCLUSIONES

» El genotipo AA de la k-CN fue el més frecuente (60 %) y el alelo A de la x-CN el mas
elevado (79 %) en el estudio realizado.

» La técnica de PCR-RFLP permitio identificar las variantes genotipicas de la k-CN3 en

todas las muestras (50/50) encontrandose el genotipo AA en mayor proporcion que el BB.

» La poblacion de los reproductores muestreados no se encuentra en equilibrio Hardy-
Weinberg (hay diferencia significativa entre los valores observados) con un valor de
Fisher 2x3 = 0.00005245364 con 1 grado de libertad (p<0.05)

» De todos los animales muestreados en este estudio se encontré que los reproductores con

encaste Pardo Suizo son los que presentan la variante genotipica BB.

13



VI. RECOMENDACIONES

Ampliar el estudio en la raza Pardo suizo debido a que presento mayor porcentaje de
genotipo AB y BB.

Muestrear a los hijos de los reproductores que resultaron con genotipo AB para ver la

transmision del gen de la kappa caseina.

Realizar estudio en otras razas como la raza Jersey para comprobar la alta presencia de

genotipo BB reportados en estudios similares a nuestra investigacion.

Hacer investigaciones para determinar la proteina Lacto-globulina para comparar ambas

proteinas.
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Anexo 2. Mapa fisico del departamento de Boaco
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Anexo 3. Imagen de la kappa caseina
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Anexo 4. Examen de aptitud reproductiva potencial y funcional del toro




Anexo 5. Extraccion de sangre de la vena coccigea




Anexo 6. Pesaje de reactivos

Pesaje de 430 ul de SDS

Balanza electrénica

Pesaje de 430 ul de SDS

Pesaje de 260 ul de acetato de potasio
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Anexo 7. Materiales para la extraccién del ADN

Reactivos para la extraccién de ADN Sangre entera con EDTA

/ :
Sangre entera con EDTA Mescla de 300 ul de sangre y 430 de SDS
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Anexo 8. Extraccion de ADN

Centrifuga Proceso de centrifugacion a 12000 rpm

Realizacién de dos lavados con etanol al 70 %
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Anexo 9. Montaje de muestras en camara de electroforesis

Pl o
i

Electroforesis horizontal Preparacion de la cdmara de electroforesis
para ADN en geles de agarosa

Detalle de la muestra de ADN ingresando en
Mescla del ADN con GEL RED el pocillo de la cdmara de electroforesis
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Anexo 10. Lectura de las muestras en cdmara de Rayos UV

Corrida de la muestra a 70 V durante 45

Céamara de electroforesis )
minutos

Lectura de las muestras en camara de Lectura de las muestras en camara de
Rayos UV Rayos UV
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Anexo 11. Equipo electroforético

4% EQUIPO ELECTROFORETICO

fuente de
alimentacion

catodo

muestra
electrodo

electrodo
gel ‘ \

:2 anodo

cubeta

tampédn

(€. horizontal) énodo (+)

electrodo muestra

catodo

Componentes:

* Fuente de alimentacion

* Dos electrodos

catodo (-)

* Cubeta

* Tampon de electroforesis

* Soporte electroforético
(geh)

fuente de

alimentacion

(E. vertical)

29




Anexo 12. Método de electroforesis con gel de agarosa
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Anexo 13. Métodos de amplificacion genética
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Anexo 14. Ciclos del PCR
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Anexo 15. Célculo de la frecuencia genotipica

Genotipos  No. de individuos Frecuencia Genotipica

AA 30 30/50=0.6 60% D
AB 19 19/50 =0.38 38% H
BB 1 1/50 = 0.02 2% R
Total 50 1 100%

Numero de individuos de un genotipo

Frecuencias Genotipicas = - —
P Numero total de individuos

Anexo 16. Calculo de las frecuencias alélicas

No. de genes
No. De individuos

Genotipos A B
30 AA 60 0
19 AB 19 19
1 BB 0 2
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Anexo 17. Frecuencia genotipicay alélica por raza

Raza Genotipo No. de individuos Frecuencia Genotipica
AA 9 0.64 0.82
Holsteim

AB 5 0.36 0.18

TOTAL 14 1.00
AA 5 0.71 0.86

PS/BR

AB 2 0.29 0.14

TOTAL 7 1.00
AA 4 0.36 0.64
Pardo Suizo AB 6 0.55 0.36

BB 1 0.09

TOTAL 11 1.00
AA 2 0.67 0.83

BR/PS

AB 1 0.33 0.17

TOTAL 3 1.00
AA 3 0.75 0.875

BR/Gyr

AB 1 0.25 0.125

TOTAL 4 1.00

Reyna/BR AA 1 1.00

TOTAL 1 1.00
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Anexo 18. Frecuencia genotipica y alélica por raza (continuacion)

Raza Genotipo No. de individuos Frecuencia Genotipica
AA 2 0.67 0.83
ps/Holsteim
AB 1 0.33 0.17
TOTAL 3 1.00
AA 3 0.50 0.75
Brahaman
AB 3 0.50 0.25
TOTAL 6 1.00
Jersy/PS AA 1 1.00
TOTAL 1 1.00
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Anexo 19. Test exacta de Fisher 2x3

0.00005245364
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