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RESUMEN
El presente trabajo se realiz6 en el ganado criollo de la raza Reyna
de la facultad ciencia animal. Esta raza ha sido importante en el
desarrollo de la ganaderia centroamericana, en principio constituy6
el hato fundador de la misma. EI ganado Reyna, es una raza
adaptada a las condiciones tropicales de Nicaragua, seleccionada
por Joaquin Reyna en el afio de 1920. La proteina k-caseina esta
relacionada con caracteristicas de producciéon y calidad de la
leche, tales como, rendimiento en queso, tiempo de coagulacion,
firmeza de micela y niveles altos de lactoferrina. La leche derivada
de animales con genotipo CASk AA tiene menor porcentaje
de «x-caseina, por el contrario, la leche de animales CASk BB
presenta mayor proporcion de k-caseina y micelas mas pequefias.
El presente estudio tuvo como objetivo determinar las frecuencias
genotipicas y alélicas del gen kappa-caseina (k-CN) en ganado de
la raza Reyna. Se recolectaron 22 muestras de sangre en hembras
reproductoras de la finca Santa Rosa de la Facultad Ciencia Animal
de la Universidad Nacional Agraria (UNA). El gen de la kappa
caseina fue amplificado mediante la técnica PCR, con los cebadores
BLKC-For 5'-ATTAGCCCATTTCGCCTTCT-3" y BLKC-Rev 5°-
ATT TATGGCCATTCCACCAA-3", obteniendo un fragmento de
351 pb. La identificacion de los alelos fue realizada mediante la
técnica PCR-FRLP, obteniendo frecuencias genotipicas de 0.090,
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ABSTRACT
The present work was carried out in the Creole cattle of the
Reyna breed of the animal science faculty. This breed has been
important in the development of Central American livestock, in
principle it was the founding herd of it. The Reyna cattle, is a
breed adapted to the tropical conditions of Nicaragua, selected by
Joaquin Reyna in the year 1920. The k-casein protein is related
to milk production and quality characteristics, such as, cheese
yield, time of coagulation, firmness of micelle and high levels of
lactoferrin. Milk derived from animals CASk AA genotype has a
lower percentage of k-casein, on the contrary, milk from CASk
BB animals has a higher proportion of k-casein and smaller
micelles. The present study aimed to determine the genotypic and
allelic frequencies of the kappa-casein gene (x-CN) in cattle of
the Reyna breed. 22 blood samples were collected in breeding
females from the Santa Rosa farm of the Animal Science Faculty
of the National Agrarian University (UNA). The kappa casein
gene was amplified by PCR technique, with primers BLKC-For
5"-ATTAGCCCATTTCGCCTTCT-3" and BLKC-Rev 5'-ATT
TATGGCCATTCCACCAA-3", obtaining a fragment of 351
bp. The alleles were identified using the PCR-FRLP technique,
obtaining genotypic frequencies of 0.090, 0.045 and 0.863 for the
AA, BB and AB genotypes, respectively. Allelic frequency was
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0.045 y 0.863 para los genotipos AA, BB y AB, respectivamente.
La frecuencia alélica fue de 0.52 y 0.48 para los alelos A y B
respectivamente, indicando mayor numero de genotipos AB y AA.
Palabras clave: gen, PCR-RFLP, cebadores, proteinas.

0.52 and 0.48 for alleles A and B respectively, indicating greater
number of AB and AA genotypes.
Keywords: Gene, PCR-RFLP, primers, protein.

I ganado criollo ha sido importante en el

desarrollo de la ganaderia en Latinoamérica,

en principio constituy6 el hato fundador de la

misma. El ganado Reyna, es una raza adaptada

a las condiciones tropicales de Nicaragua
seleccionada por Joaquin Reyna, en una finca ganadera
ubicada en San Juan del Sur en el afio de 1920. Surgié de
bovinos procedentes de Espafia durante la conquista en los
afios 1500 (Rubio, 2008).

Se caracteriza por ser eminentemente un ganado
lechero, pero puede ser utilizado como doble propdsito. En
1988 por medio de un decreto presidencial fue declarado
patrimonio nacional (Nufiez, 2005). Esta raza representa un
potencial genético de incalculable valor, sometido a mas de
500 afios de seleccion natural, por tal razén es importante
conservarlo y multiplicarlo para evitar su reduccion
poblacional o desaparicion (Hernandez, 2014).

Las caracteristicas sobresalientes de esta raza, con
relacion a indices productivos son, la reduccion que sufren
los intervalos entre partos cuando estas se cruzan con razas
europeas de alta especializacion, mejor en la precocidad
y fertilidad de las hembras y el fortalecimiento de la
productividad de los hatos (Hernandez, 2014).

La proteina «-caseina estd relacionada con
caracteristicas de produccion y calidad de la leche, tales
como, rendimiento en queso, tiempo de coagulacion, firmeza
de micela y niveles altos de lactoferrina. La leche derivada de
animales CASk AA tiene menor porcentaje de k-caseina, por
el contrario, la leche de animales CASk BB presenta mayor
proporcion de k-caseina y micelas mas pequeiias (Requena
et al., 2007).

Esta investigacion tiene por objetivo determinar la
frecuencia genotipicas y alélicas del gen de la kappa caseina
en el ganado Reyna propiedad de la Facultad de Ciencia
Animal, en la Universidad Nacional Agraria, resultados que
pueden ser de utilidad para evaluar en otras investigaciones la
factibilidad de la raza Reyna, la produccion y el rendimiento
de leche y sus derivados, asi como la seleccion de genotipos
deseados en la poblacion estudiada.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacion del area de estudio. El estudio se realizo en el
laboratorio de microbiologia de la Universidad Nacional
Agraria, ubicado en el km 12 carretera norte Managua,
Nicaragua a una altitud de 56 m.s.n.m entre las coordenadas
86°09'36" de longitud Oeste y 12°08'15" de latitud Norte.

Tipo de estudio. El tipo de estudio fue descriptivo de corte
transversal.

Toma de muestra sanguinea. La unidad de produccion
de bovinos de la Facultad de Ciencia Animal cuenta con
una poblacioén de 22 bovinos de la raza Reyna a los que se
les realizo toma de muestra sanguinea la que consistié en
localizar la vena coccigea, luego se desinfectd esta area con
alcohol al 70 % y se extrajo 3 ml de sangre total con una
jeringa de 5 ml , posteriormente se deposito la sangre en un
tubo de ensayo que contenia 50 pl del anti-coagulante acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) en concentracion de 10.8
mg. Las muestras fueron trasladadas en un recipiente térmico
a temperatura de 6-8 oC al laboratorio de microbiologia de
la facultad de agronomia. Los criterios de inclusion de los
bovinos fueron: hembras bovinas en edades entre 1-6 afos,
clinicamente sanos (no hay alteracion de la triada clinica),
hembras en produccién y libres de enfermedades como la
brucelosis y la tuberculosis.

Extraccion del ADN. Para la extraccion de ADN se utilizo
el método CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio)
descrito por Doyle y Doyle (1990) el que consiste en calentar
el buffer de extraccion CTAB por 30 minutos a 65 °C. En
vez de tejido vegetal se colocd 50ul de sangre total con
EDTA 10.8 mg en un tubo Eppendorf y se adiciono 500 pl
de CTAB 2% (buffer) y 1 pl de RNasa y se incubo 650C
por 30 minutos. Posterior a la incubacion, se adicionaron 400
pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se centrifugd
por 10 minutos a 14 000 rpm. El sobrenadante se transfirid
a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml, se agregd nuevamente
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugd por 5
minutos a 14 000 rpm. El sobrenadante fue transferido a un
nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml, se adicionaron 200 pl de
isopropanol, se incubo por 15 minutos a -20 °C, se centrifugd
a 14 000 rpm por 15 minutos y se eliminé el sobrenadante. Al
pellet resultante se le adicionaron 100 pl de etanol mezclando
por inversion, se centrifugé a 14 000 rpm por 4 minutos,
se elimind el sobrenadante y se dejo secar a temperatura
ambiente. Posteriormente, el pellet fue suspendido en 100
pl de agua calidad molecular o Tris-EDTA (TE) buffer, se
adicion6 1pl de la ribonucleasa ARN-asa y se incubd por
20 minutos a 37 °C. El ADN extraido se mantuvo a una
temperatura de -200C hasta su uso.
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Amplificacion del gen de K-caseina. La amplificacion del
gen de la Kappa caseina se realizo mediante la técnica de
PCR convencional con reacciones de 25 pl de volumen,
la que consistio en mezclar 2 pl de la muestra a estudiar
12.5 ul de Master Mix (PROMEGA), 7.5 ul de agua libre
de nucleasas y 2 pl del par de cebadores BLKC delantero
5'- ATT AGCCCATTTCGCCTTCT-3" y BLKC-reverso 5'-
ATT TATGGCCATTCCACCAA-3", respectivamente que
producen un amplicén de 351 pb (Rojas, 2009).

Desarrollo de la PCR. Se realizd en un termociclador
Eppendorfbajo las siguientes condiciones: Desnaturalizacion
inicial 94 °C durante 5 minutos, 35 ciclos a 94 °C durante 45
segundos 52.4 °C por 45 segundos seguido de 72 °C por 60
segundos y una extension final a 72 °C durante 7 minutos.
Para visualizar los fragmentos se colocaron 8 pl del producto
PCR con 1.5ul del colorante de carga 6x loading Dye en un
gel de agarosa al 1% tefiido con Gel red. El gel se coloco
en una camara de electroforesis con buffer TBE 1X. La
electroforesis se llevo a cabo por un periodo de una hora a 80
voltios y luego se procedid a visualizar en el transluminador
registrandose los resultados fotograficamente.

Genotipificacion del gen de K-caseina. La genotipificacion
se realizd mediante la técnica PCR-FRLP usando el producto
de la amplificacion de la PCR con los iniciadores BLKC
delantero y BLKC-reverso. El producto de la PCR se
sometio a digestion con la enzima Hinf I en un volumen final
de 10 pl. El procedimiento consistio en adicionar 8 pl del
producto amplificado PCR, 2 ul de la enzima de restriccion.
Posteriormente se incubo a 37 °C
por una hora en un termociclador
Eppendorf.  Después de la
incubacion se procedié a realizar la
separacion de los fragmentos en un
gel de agarosa al 1 % en solucion
de Tris-Borato-EDTA buffer 1X.
Los genotipos AA mostraron dos
fragmentos de 134/132 pb y 84
pb, los genotipos BB presentaron
dos fragmentos de 266 pb y 84
pb, mientras que los genotipos AB
presentaron tres fragmentos de 266
pb 134/132pb y 84 pb.

{=1351pb
(=) 300pb

Calculo de frecuencia genotipicas y alélicas. La frecuencia
génica o frecuencia alélica consiste en la proporcion de
cada alelo en un locus dado en una poblacion especifica. La
suma de las frecuencias alélicas en una poblacion siempre
es 1 0 100% (Griffiths et al., 1990). Se calculd la frecuencia
genotipica y alélica mediante las formulas propuestas por
Hernandez y Trejo (2014).

Frecuencia genotipica
No de genotipos
No de muestras

F (Genotipica) =

Frecuencia alélica

1 (AA) + 0.5 (AB)

p(4) = N
a(B) = 1(BR) —LU.S (AB)
Donde:

N: Numero de muestra

p(A): Frecuencia del alelo A

q(B): Frecuencia del alelo B

AB: Heterocigotos de los alelos Ay B
0.5: Constante de la mitad de cada alelo

RESULTADOS Y DISCUSION
Amplificacion y genotipificacion del gen de Ila
kappa caseina. Se amplificaron fragmentos de 351pb
correspondiente al gen de la K-caseina con el par
de cebadores especificos BLKC delantero 5'- ATT
AGCCCATTTCGCCTTCT-3" y BLKC-reverso 5'-ATT
TATGGCCATTCCACCAA-3", en veintiddos muestras

procedentes de hembras bovinos (Figura 1). Las veintidos
muestras procesadas, presentaron buena calidad del ADN
genomico, lo que significa que estaban aptas para ser
digeridas por la enzima de restriccion Hinf 1.

Figura 1. Producto PCR amplificado con los cebadores BLKC-delantero/ BLKC-reverso del gen
de la k-caseina en muestras de hembras bovinas identificadas por los numeros (1,2,3,4,5,7,8 y 9).
Con la letra M se indica el marcador molecular de 100pb.

El producto PCR de las veintidés muestras
amplificadas con los cebadores BLKC-delantero / BLKC-
reverso, para el gen de la k-caseina fueron sometidos a
digestion con la enzima de restriccion Hinf I, determinandose
patrones de bandas de 134/132 pb y 84 pb para el genotipo
homocigdtico AA en dos muestras, dos fragmentos de 266
pb y 84 pb para el genotipo homocigético dominante BB en
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una muestra y tres fragmentos de 266 pb 134/132 pb, y 84pb
correspondiente al genotipo heterocigético AB en 19 muestra
(Figura?2). Estos resultados son parecidos a los encontrados por
Cortés-Lopez et al., (2012) quienes obtuvieron 37 individuos
homocigoticos dominantes (AA), 70 heterocigdticos (AB) y
un individuo homocigético recesivo (BB).

Requena et al. (2007); Uffo et al. (2006) y Benavides,
(2003), platean que el genotipo homocigotico BB del gen de
Kappa caseina estudiada en bovinos, presenta un contenido
proteico mas alto, posee mayor estabilidad al calor y a la
congelacion, menor tiempo de coagulacién y un cuajo mas
consistente, trayendo consigo un rendimiento quesero entre el
5y el 10%, lo cual hace que la leche sea mas rentable para la
industria quesera.

Estudio realizado por Rojas (2009), indican que el
alelo A es el que prevalece en las razas Holstein, Friesian,
Ayrshire, Danés Rojo y Cebu indico, a diferencia del alelo
B que predomina en las razas Jersey, Normando y Cebu
Africano. En estudios de caracterizacion molecular de razas
bovinas, se ha observado que el alelo B presenta mayores
frecuencias en las razas Bos taurus en comparacion con las
razas Bos indicus (Golijow et al., 1999; Kemenes et al., 1999;
Tambasco, 1998 y Del Lama y Zago, 2002).

266pb
134/132pb
84pb

Figura 2. Patrones de bandas del gen de la kappa caseina obtenidos después de la digestion del
producto PCR con la enzima de restriccion Hinf'I. Con la letra M se indica el marcador molecular
de 100pb. las muestras nimeros 5,9,10,11,13 y 17 corresponden a los individuos con genotipos AB,
mientras que el nimero 7 al genotipo AA y el numero 15 al genotipo BB.

Frecuencia alélica y genotipica del gen de la Kappa
caseina. Las frecuencias genotipicas obtenidas fueron 0.090
(2/22), 0.045 (1/22) y 0.0863 (19/22) para los genotipos AA,
BB y AB, respectivamente, siendo el genotipo mas frecuente
el AB seguido del AA y el menos frecuente el BB, mientras
que la frecuencia alélica fue 0.52 y 0.48 para los alelos A
y B, respectivamente, siendo el mas frecuente el alelo A
(Cuadro 1). Estos resultados son similares a los obtenidos por
(Almeyda et al., 2016) los cuales obtuvieron una frecuencia
alélica de 0.55 para el alelo A 'y 0.44 para el alelo B.

La leche producida por bovinos con el genotipo
CAS, BB presentan propiedades de interés para la
manufactura del queso por presentar menor tiempo de renina,

cuajo mas firme y mayor contenido de proteinas y sélidos. Es
importante conocer el estatus actual de los alelos de la kappa
caseina en la raza estudiada, lo que permitira determinar los
genotipos predominantes y sus frecuencias, para realizar
seleccion de aquellos genotipos deseados en la poblacion
Eenennaam y Medrano (1991).

En este estudio los resultados obtenidos fueron
diferentes a los de Dogru y Ozdemir (2009), quien estudio
bovinos de la raza Pardo Suizo, identificando frecuencias
genotipicas de 0.1935, 0.2043 y 0.6022 para los genotipos AA,
BB y AB, respectivamente. La frecuencia alélica fue de 0.495 y
0.505 para los alelos A y B respectivamente, indicando mayor
nimero de genotipos AB y BB, mientras tanto la frecuencia de
alelos predomino el B, un factor determinante puede ser la raza
bovina estudiada.

Cuadro 1. Frecuencia alélica y genotipica para el gen de la Kappa
caseina en hembras del ganado bovino de la raza Reyna de la UNA.

Raza Proteina Frecuencias Frecuencias
alélicas genotipicas
Reyna Kappa A B AA BB AB
caseina 0.52 048 0.090 0.045 0.863

A: Alelo A, B: Alelo B, AA: Homocigotos A, BB: Homocigotos B y
AB: Heterocigotos AB.

La leche derivada de
animales CASk AA tiene menor
porcentaje de k-caseina y como
consecuencia de esto, una mayor
proporcion de micelas grandes,
por el contrario, la leche de
animales CASk BB presenta
mayor proporcion de k-caseina
y micelas mas pequenas.
Esta caracteristica explica la
formacion de un cuajo mas firme
y una mayor retencion de solidos,
lo que resulta en un rendimiento
superior durante la produccion
de queso, comparada con la leche
producida por animales con genotipo CASk AA (Requena et
al., 2007).

Eenennaam y Medrano (1991) demostraron que la
leche de los animales con genotipo CASk AB contiene una
mayor proporcion de k-CN B, esto sugiere que dicho alelo
tiene un mayor nivel de expresion con respecto a la variante
A en la glandula mamaria de los bovinos.

CONCLUSIONES
El genotipo mas frecuente en las hembras bovinas de la
raza Reyna fueron las heterocigotas AB con 0.863 (19/22),
mientras que el genotipo de mayor rendimiento quesero
BB es poco frecuente La frecuencia del alelo A predomino
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sobre el alelo B. El alelo A esta presente en un 0.52 y el alelo  resultados sugieren hacer una mejora genética para obtener
B en un 0.48 de los gametos de esta poblacion muestreada, estos resultados favorables en la produccion de leche.
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