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1. INTRODUCCION GENERAL

La aplicacién de técnicas moleculares como apoyo adicional para la seleccién
de animales, ha adquirido importancia al ser posible identificar genes con
efectos favorables para caracteristicas productivas, asi como de alelos

detrimentales para el comportamiento productivo de los animales portadores.

La genotipificacion es una técnica molecular con amplia difusion que permite
detectar polimorfismos genéticos para las proteinas lacteas que influyen en la
composicién y propiedades tecnologicas de la leche (Jakob y Puhan, 1992;
Caroli et al., 2009).

La identificacion de genotipos por medio de la genotipificacion, ofrece
alternativas adicionales al criador de ganado, ya que puede identificar a los
animales portadores de los genotipos deseables segun el objetivo de
produccién en las especies de interés zootécnico (Alarcon et al., 2005),

obteniendo una mejora genética en menor tiempo (Cervantes et al., 2007).

Caroli et al. (2009) reportaron que la identificacion de los alelos de las proteinas
lacteas ha sido ampliamente utilizada en diversos paises. En Meéxico la

investigacion acerca de estos genes es incipiente; hasta ahora se han
estudiado los genes de la k-caseina (Barreras et al., 2001; Cortés, 2011) y la B-
lactoglobulina (Barreras et al., 2001; Castafieda, 2009; Meza-Nieto et al., 2010)
en las razas Holstein, Suizo Americano, Cebu y Criollo Lechero Tropical, y en
las cruzas entre las tres primeras razas. En México, no se encontré algun
estudio acerca del gen de la B-caseina, el cual presenta efectos directos en las
caracteristicas productivas de los animales (Kaminski et al., 2007; Woodford,
2011). Aunado a lo anterior, las técnicas utilizadas tienen altos costos e

implican mucho tiempo para realizarse.



En el primer capitulo de esta Tesis, se aborda de manera breve y general la
importancia de la genotipificacion, su influencia en la seleccion de reproductores

y los antecedentes de la misma a nivel nacional.

En el segundo capitulo se presenta una revision de literatura de los conceptos
basicos de las proteinas y sus genes: se describen las técnicas de
genotipificacion, su uso y aplicacion en diversas especies animales, y los

beneficios econémicos que conlleva su implementacién en bovinos.

Por udltimo, en el tercer capitulo, se describe la genotipificacion para genes de
proteinas lacteas en animales de la raza Jersey pertenecientes a la Asociacion
Mexicana de Criadores de Ganado Jersey de Registro A. C. En esta
investigacion se determinaron los genotipos de proteinas lacteas de cada uno
de los animales muestreados, mediante oligonucledtidos disefiados

especificamente para tal proposito.

En los anexos se muestran las secuencias que se utilizaron para genotipificar

los animales utilizados en el segundo capitulo.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1. Seleccion asistida por marcadores (MAS)

La MAS es una herramienta auxiliar en las evaluaciones genéticas en los hatos
de bovinos ya que permite un avance genético mayor en combinacion con los

métodos convencionales (Cervantes et al., 2007).

El uso de técnicas de identificacion genética para la MAS, de animales de alta
calidad, ha adquirido importancia en la identificacion de genes relacionados con
caracteristicas productivas, asi como de genes con efectos detrimentales para

el comportamiento productivo de los animales portadores.

La MAS se utiliza en diversos paises para determinar los polimorfismos en los
alelos que conforman los genotipos de las proteinas lacteas, que tienen efectos
directos en la composicion y propiedades tecnoldgicas de la leche (Jakob y
Puhan, 1992; Caroli et al., 2009), hecho que Benavides (2003) demostré al
reportar la influencia de las caracteristicas genéticas de los animales en el

comportamiento fisico-quimico de la leche.

Mas recientemente Fernando y Grossman (1989) y Meuwissen et al. (2001)
establecieron las bases teoricas para la seleccion de animales con base en las
evaluaciones gendmicas, ganando popularidad en produccion animal. Dichas
evaluaciones se fundamentan en considerar las partes del genoma que los

animales heredaron de sus progenitores.
2.2. Proteinas lacteas

La leche bovina esta compuesta por agua, proteina, grasa, lactosa, vitaminas y

minerales en cantidades que varian con la raza. La fraccion proteinica de la



leche se clasifica en dos grupos de acuerdo con su solubilidad a pH 4.6 y a

20°C de temperatura: caseinas y lactosuero.

Farrell et al. (2004) reportaron que las caseinas presentes en la leche son: as:-
caseina, asz-caseina, B-caseina y K-caseina, y se encuentran en proporciones
relativas de 4:1:4:1. El lactosuero esta conformado por diversas proteinas
siendo mas abundantes la a-lactoalbumina y la B-lactoglobulina (Ron et al.,
1994) en proporcion 1:3; el conjunto de las seis caseinas mas abundantes, la a-
lactoalbumina y la B-lactoglobulina, representan el 90% de la proteina total en la
leche.

De las proteinas de la leche, la B- y k-caseinas, asi como la B-lactoglobulina
son importantes debido a que confieren diversas propiedades a la leche, en
aspectos como rendimiento (Russo y Mariani, 1978; Marzialli y Ng-Kwai-Hang,
1986b; Gibson y Rozzi, 1990), tiempo de coagulacion, y firmeza de la micela
formada (Formaggioni et al., 1999; Wedholm et al., 2006; Jéudo et al., 2008),

vida de anaquel y niveles de lactoferrina (Lindmark-Mansson y Akesson, 2000).
2.2.1. B-caseina

La fraccién de B-caseina constituye el 45% de las caseinas, estd compuesta de
209 aminoacidos (Farrell et al., 2004), es la mas hidrofébica de todas las
caseinas (Aoki et al., 1990), posee un peso molecular de 26.6 kilo daltones
(kDa) (Creamer y Richardson, 1984) y forma junto con las a-caseinas un nucleo

en la micela que interactua con el Ca* (Schmidt, 1982).

El gen responsable de esta proteina se ubica en el cromosoma seis y recibe el
nombre de CSN2, su estructura se muestra en la Figura 1. Este gen, posee 12
polimorfismos o alelos generados por el cambio en un codon y por tanto en un
aminoacido (Farell et al., 2004), tal y como se muestra en el Cuadro 1.

Los alelos con mayor frecuencia en bovinos (Bos taurus y Bos indicus) son: Al,
A2, A3, By C (Jann et al., 2002; Zwierzchowski, 2005; Keating et al., 2008).

Cada alelo confiere caracteristicas especificas al comportamiento quimico de la



leche; los animales con presencia de alelos A en su genotipo, en general
producen mayor porcentaje de proteina del suero (Wedholm et al., 2006) y
produccion de leche (Ng-Kwai-Hang et al., 1986; Wedholm et al., 2006; Micinski

et al., 2007) con respecto a los animales con presencia de otros alelos en sus

genotipos.
f-caseina f-actoglobulina
1T T W11 LI I 11l
8,506 pb 9 exones 24 2498 pb 4718 pb 7exones 42a185pb
8intrones 92 a 1934 pb G intrones 227 a 1127 pb
k-caseina
| | | || ||

40,045pb 6exones 33a516pb
4'intrones 2,000 a 6,000 pb

I Exdn D Intrén
Figura 1. Estructura de los genes de la B-caseina, k-caseina y B-lactoglobulina.
Fuentes: NCBI, 2012a, b, c; Requena y Aguera, 2007; Bawden y Nicholas, 1999 y Velmala et
al., 1999.

El alelo A! aumenta el porcentaje de lactoalbumina en el suero (Wedholm et al.,
2006), los alelos A?> y A% aumentan el porcentaje de proteina en suero, y en el
caso particular del alelo A?, confiere propiedades reductoras de colesterol y
triglicéridos a la leche de los animales portadores de dicho alelo (Tailford et al.,
2003; Wedholm et al., 2006).

Los alelos B y C producen un mayor porcentaje de proteina en la fraccion de
caseinas (Ng-Kwai-Hang et al., 1986; Barlowska y Litwinczuk, 2001) con

respecto a los otros alelos, pero el B produce un mejor rendimiento de leche y
grasa (Heck et al., 2009) y el C una mejor firmeza del coagulo de la leche

(Gravert et al., 1991; Jakob, 1992) de los animales portadores.
2.2.2. K-caseina

La fraccion de la k-caseina esta formada por 169 aminoacidos (Farrell et al.,

2004), representa entre 12 y 15% del total de la caseina de la leche, se



encuentra en la superficie de la micela (Schmidt, 1982), posee un peso
molecular de 19 kDa (Strange et al., 1991) y junto con la B-caseina se encarga
de la estabilidad de la molécula, ademas su hidrolisis modifica las

caracteristicas fisicoquimicas de la leche (Grosclaude, 1988).

El gen responsable de la k-caseina se ubica en el cromosoma seis y recibe el
nombre de CSN3, su estructura se muestra en la Figura 1. Ademas, posee 11
alelos generados por el cambio de un aminoacido en un codén (Farell et al.,

2004), como se muestra en el Cuadro 2.

Los alelos de la k-caseina de mayor frecuencia en los bovinos son: A, B (Schlee
y Rottmann, 1992) y E (Lunden et al., 1997). La variante A es la mas comun en
la mayoria de las razas lecheras con excepcion de Jersey (Ng-Kwai-Hang y
Grosclaude, 2003), en la que el alelo de mayor frecuencia es el B (Schlee y
Rottmann, 1992).

Cada alelo confiere caracteristicas especificas al comportamiento quimico de la
leche; el alelo A confiere una mayor produccién de leche (Micinski et al., 2007),

mayor tiempo de coagulacion (Schaar et al., 1985) y en asociacion con el alelo
B se ha reportado una menor edad al primer parto en las vaquillas que los

poseen.

El alelo B proporciona caracteristicas como mayor rendimiento en el
procesamiento de la leche, llegando a presentar rendimiento hasta 10% mayor
en leche proveniente de animales con genotipo BB, comparado con otras
combinaciones de polimorfismos (Tsiaras et al., 2005).

Ojala et al. (1997) determinaron que la leche de los animales con presencia del
alelo B en su genotipo, presenta tiempos de coagulaciéon menores y un coagulo

mas firme que los encontrados en leche de animales con otros alelos.



Cuadro 1. Codones y aminoacidos* que cambian en las variantes alélicas de la B-caseina.

CODONES Y AMINOACIDOS QUE CAMBIAN

ALELO 18 25 35 36 37 67 T2 60 95 106 122 137138 152 ?
i?- SIP R SIP E E E Q L M H S LP P Q
Al Q

B H R

G S K H

D K

E K

F L
G L

H’ G

H E

7 Desconocido.

‘Nomenclatura molecular de aminoacidos: C=cisteina, E=acido glutamico, H=histidina, |=isoleucina, K=lisina, L=leucina, M=metionina, P=prolina,
(1=glutamina, R=arginina y S=senna.

Fuente: Farrell, 2004.



Barlowska y Litwinczuk (2001) reportaron que la presencia del alelo B en
combinacion con cualquier otro alelo en el genotipo de los animales genera una
mayor concentracion de grasa y proteina en la leche. Grosclaude (1988)
determind que los alelos C y E poseen caracteristicas parecidas a las
conferidas por el B y el A respectivamente, pero con menor eficiencia.

2.2.3. B-lactoglobulina

La B-lactoglobulina constituye 50% de la proteina del suero y de 12 a 18% de la
proteina total de la leche (Fox y McSweenwey, 1998; Liu et al., 2007), esta
compuesta por 162 aminoacidos (Farrell et al., 2004), su peso molecular es
18.4 kDa (Kontopidis et al., 2004; Karimi et al., 2009); ademas Liu et al. (2007)
demostraron que presenta una menor capacidad antioxidante que la vitamina E

y el probucol.

El gen responsable de la B-lactoglobulina se ubica en el cromosoma seis y
recibe el nombre de LGB/PAEP, su estructura se muestra en la Figura 1. Este
gen explica 90% de la variacion en la concentracion de la B-lactoglobulina en la
proteina total de la leche, y presenta 11 polimorfismos generados por el cambio

de un aminoacido en un codon (Cuadro 3).

Paterson et al. (1995b) encontraron que los alelos presentes en las razas Bos
taurus son: A, B y C, este ultimo con frecuencia baja; los alelos A y B estan
presentes en las razas Holstein, Ayrshire, Jersey y Pardo Suizo, el alelo C se
presenta solo en Jersey.

Cada alelo presente en el genotipo de los animales confiere caracteristicas
especificas al comportamiento quimico de su leche; el alelo A aumenta el
contenido de proteina de la leche (Ng-Kwai-Hang et al., 1984; Heck et al., 2009)

siendo la fraccion proteinica del suero la que se eleva.



Cuadro 2. Codones y aminoacidos* que cambian en las variantes alélicas de la k-caseina.

CODONES Y AMINOACIDOS QUE CAMBIAN

ALELO

g7 104 135 136 148 155/1552

A R R S T T D S
B | A

G H

E G
F' V
F2 H | A
G G | A
G? A

H

| A

J | A R

*Nomenclatura molecular de aminoacidos: A=alanina, C=cisteina, D=acido aspartico, G=glicina, H=histidina, [=isoleucina, R=arginina, S=serina,
T=treonina y V= valina.
Fuente: Farrell, 2004.



Ng-Kwai-Hang et al. (1984) demostraron que al igual que la proteina en suero la
produccion de leche también aumenta con el alelo A; asi también el porcentaje
de grasa es menor y la estabilidad de la leche al calor es mayor que el de la

leche producida por animales con otros alelos (Bikker et al., 2000).

El alelo B confiere mayor rendimiento de la leche en su transformacion en
queso, asi como mayor porcentaje de caseinas (Aleandri et al., 1990; Lunden et
al.,, 1997; Ng-Kwai-Hang, 1998), contenido de grasa (Ng-Kwai-Hang et al.,
1984; Balcan et al., 2007), y permite la formacion de micelas mas firmes (Meza-
Nieto et al., 2010)

Cuadro 3. Codones y aminoacidos* que cambian en las variantes alélicas de la
B-lactoglobulina

CODONES Y AMINOACIDOS QUE CAMBIAN

ALELO 50 56 59 64 70 78 108 118 126 129 158
A D \Y
B E P I Q G K I E A P D E
C H
D Q
E G
F S Y? G
G M G
H D N \Y
I G
J L
w L

*Nomenclatura molecular de aminoécidos: A=alanina, D=4acido aspértico, E=acido glutamico,
G=glicina, H=histidina, I=isoleucina, K=lisina, L=leucina, M=metionina, N=asparagina, P=prolina,
Q=glutamina, S=serina, V= valina y Y2=tirosina.

Fuente: Farrell, 2004.

El alelo C ha sido poco estudiado debido a su poca relacion con las

caracteristicas de interés en la industrializacion de la leche (Paterson et al.,
1995a).

10



2.3. Técnicas para genotipificacion

Hasta mediados de la década de los sesenta, los marcadores usados en
genética y mejoramiento animal estaban controlados por genes asociados a
caracteres polimorficos, en general faciles de identificar visualmente (Ferreira 'y
Grattapaglia, 1996). Estos autores reportan que sélo un pequefio numero de
marcadores morfolégicos y caracteristicas fenotipicas de facil identificacion
visual, permitieron encontrar asociaciones significativas entre éstos vy
caracteristicas de importancia econdmica; sin embargo, por sus limitaciones
surgieron los marcadores isoenzimaticos, marcadores bioquimicos que
distinguen genotipos homocigoticos de los heterocigoticos, accesibles a un
mayor numero de especies y que brindaban mejores resultados en la

diferenciacion de individuos.

Con el advenimiento de las técnicas de biologia molecular, aparecieron diversos
métodos de deteccién de polimorfismos genéticos a nivel de ADN. Inicialmente
el descubrimiento de las enzimas de restriccion permitio el analisis de los
polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccion (Grodzicker et al.,
1974).

El desarrollo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) por Mullis y
Faloona (1987), permiti6 implementar nuevas técnicas como son la de
conformacién de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP), polimorfismos de longitud de los fragmentos amplificados (AFLP),
polimorfismo de cadena simple (SSCP; Barroso et al., 1998), microsatélites

(MST) y mas recientemente polimorfismos de nucleétido simple (SNP).

Los marcadores moleculares se definen como fragmentos de ADN con
ubicacion especifica identificable, cuya herencia es factible de rastrear a nivel
gendémico y corresponden a regiones expresadas o no del genoma (Ferreira y
Grattapaglia, 1996).
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Los dos tipos de marcadores moleculares mayormente utilizados en las
genotipificaciones son: marcadores indirectos o0 MST y los directos también
llamados marcadores ligados (ML).

Los MST son secuencias cortas de uno a cuatro nucleétidos repetidos de 10 a
50 veces a lo largo del genoma de la especie y flanqueados por regiones
altamente conservadas. Venter et al. (2001) reportan que se conocen mas de
900,000 de ellos, y poseen una confiabilidad hasta de 99.3% en razas cebuinas
y de 99.9% en razas europeas en pruebas de determinacién de paternidad
(Trujillo et al., 2000; Riojas-Valdés et al., 2006; Wiggans et al., 2009).

Los ML son loci especificos a lo largo del genoma de la especie encargados de
codificar los genes correspondientes a ciertas caracteristicas bien definidas,
Hayes et al. (2009) indican el conocimiento de cerca de tres millones de ellos y
se han validado poco mas de 700,000 en humanos y bovinos (Matukumalli et
al., 2009). Para estos marcadores, se han desarrollado variantes de la técnica

de la PCR basadas en diferentes propiedades fisico quimicas del ADN.
2.4. Técnicas basadas en marcadores ligados

El desarrollo de la secuenciacion del ADN permitié el descubrimiento de SNPs,
considerados los marcadores ligados a caracteres genotipicos aledafios entre
si, determinada en ultima instancia por el nimero de ellos que se rastrean en el
genoma de la especie en estudio. Comercialmente el chip mas ampliamente

utilizado en la genotipificacion de animales es el de 54,609 SNPs.

Las propiedades de los SNP respecto a presencia abundante en el genoma,
estabilidad genética y la alta capacidad de inclusién en analisis automatizados,
los hacen una herramienta util para la genotipificacion (Vignal et al., 2002), y
recientemente en estudios de asociacion del genoma completo (genome-wide

association study).

La caracteristica de diferenciar entre polimorfismos generados por una sola

base nitrogenada, es lo que los hace tan efectivos en la realizaciéon de
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genotipificaciones (Collins et al., 1997) y la elaboracion de patrones de herencia

genética asociados a enfermedades (Johnson y Todd, 2000; Risch, 2000).

Simianer (2007) reporta mas de dos millones de SNPs identificados en
animales, los cuales se dividen en: SNPs de posicion, que sirven para localizar
areas especificas del genoma, y SNPs individuales, que identifican las

diferencias entre los polimorfismos de un gen (Pui-Yan y Xiangning, 2003).

Ademas, los SNP estan presentes en regiones codificantes y no codificantes,
pudiendo existir al menos un SNP por cada 1,000 pares de bases, por lo que
pueden utilizarse para detectar polimorfismos en materiales pertenecientes a
diversas bibliotecas gendmicas (Stoneking, 2001; Vignal et al., 2002), presentan
la ventaja de necesitarse menor numero de SNPs para realizar analisis

genéticos complejos que con MST (Wang et al., 1998).

Los marcadores ligados pueden utilizarse para la genotipificacibn mediante las
técnicas de deteccion: hibridacion, extensién de primer, ligamiento y division
invasiva. De acuerdo con varios autores (Hsu et al., 2001; Latif et al., 2001) la
division invasiva es la mas utilizada actualmente en su modalidad de aplicaciéon
de marcadores fluorescentes, ya que se basa en la implementacién de la
deteccion de los polimorfismos por medio de la PCR, pudiendo ser

automatizada por medio de termocicladores en tiempo real.

Bonfatti et al. (2008) implementaron la técnica de cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) para la deteccién de polimorfismos de los genes, ya que
permite determinar dichos polimorfismos mediante la deteccion de las isoformas

de las proteinas correspondientes a estos genes.

La técnica de HPLC, presenta variantes relacionadas con el tipo de material
analizado, siendo la HPLC de fase reversa (RP-HPLC), la que se utiliza para
validar los resultados de las genotipificaciones realizadas por métodos
moleculares, ya que la confiabilidad para detectar las isoformas de las proteinas
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de la leche es superior a 95%, ademas de ser relativamente sencilla y barata

con respecto a otros métodos de HPLC (Bonfatti et al., 2008).

Estas técnicas han sido ampliamente utilizadas en diversas especies animales
obteniéndose resultados importantes para el desarrollo de esquemas de
cruzamiento, conservacion de razas o aplicaciéon de dichos conocimientos en la
medicina preventiva gendémica (Barendse et al., 1997; Meijerink et al., 2000;
Takeda et al., 2002).

2.5. Genotipificacion en especies domésticas

Las especies domésticas en las que se ha realizado la determinacion del
genoma son: bovino (Barendse et al., 1997; Kappes et al., 1997; Takeda et al.,
2002), ovino (Maddox, 2004), cerdo (Rohrer et al., 1994), cabra (Schibler et al.,
1998), perro (Ostrander y Wayne, 2005), pollo (NCBI, 2012d) y caballo (Penedo
et al., 2005).

Para estas especies son varios los marcadores moleculares conocidos,
constituidos por genes relacionados con defectos congénitos (Shuster et al.,
1992; Takeda et al., 2002), deficiencias 0 ausencias en la sintesis de hormonas
relacionadas con el color de la capa del animal (Joerg et al., 1996; Seitz et al.,
1999), calidad de la leche (Medrano y Aguilar-Cordova, 1990; Rincon y
Medrano, 2003), calidad de la carne (Fuji et al., 1991), consumo de alimento
(Kim et al., 2000), enfermedades (Vogeli et al., 1997; Meijerink et al., 2000),
caracteristicas reproductivas (Galloway et al., 2000; Wilson et al., 2001), de
crecimiento (Grobet et al., 1998; Freking et al., 2002), y produccién y
rendimiento en queso de la leche (Grisart et al., 2002; Blott et al., 2003).

La seleccion del método para realizar la genotipificacion depende de la
aplicacion especifica que se desea; si el objetivo es identificar el genoma o
evaluar la diversidad genética, los métodos con rango multiple de elevado o alto
volumen (por ejemplo: SSCP y SNP), son apropiados debido a que pueden ser

detectados muchos loci distribuidos al azar en el genoma, o aledafios entre si.
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Los métodos con rango multiple de elevado o alto volumen de marcadores
también son Utiles en analisis genotipicos y taxonémicos para construir mapas
genéticos y para identificar marcadores asociados a una caracteristica en
particular. Para varios aspectos de la biologia poblacional (analisis de
paternidad, flujo de genes, etc.) y mejoramiento genético, los métodos con alto
contenido de informacién son mas utiles (Boichard et al., 2002).

2.6. Genes con efectos mayores en bovinos lecheros

Los genes con efectos mayores poseen altos niveles de repercusion econdmica
por estar asociados con caracteristicas como mortalidad o disminucion de la
produccion (Meijerink et al., 2000; Grisart et al., 2002; Blott et al., 2003).

En bovinos lecheros, algunos de estos genes estan relacionados con la
produccion y calidad de la leche, como los genes de la k-caseina (gen CSN3),
B-caseina (gen CSN2) (Eigler y Butler, 1984) y B-lactoglobulina (gen LGB)
(NCBI, 2012c); estos genes regulan la consolidacion y resistencia de las
micelas formadas por las moléculas lacteas (Aleandri et al., 1990; Ng-Kwai-
Hang, 1998; Formaggioni et al., 1999), de las cuales depende el rendimiento de
la leche al transformarla en queso (Russo y Mariani, 1978; Marzialli y Ng-Kwai-
Hang, 1986a; Gibson y Rozzi, 1990) y en consecuencia el valor econdmico de

la leche.

Debido a los efectos que los alelos poseen en las caracteristicas productivas de
los animales, es importante conocer las frecuencias alélicas de estos genes en
las poblaciones de bovinos lecheros nacionales, pues representan una
herramienta adicional en la seleccion de animales orientados a una mejora

genética de la leche para la industria quesera.

Varios autores (Mariani y Summer, 1999; Di Stasio y Mariani, 2000; Wedholm et
al., 2006) sefialan que la combinacién de los alelos B de k-caseina, -caseinay
B-lactoglobulina en los genotipos de los animales, promueve la formacion de

una micela Optima para el uso en la industria quesera; sin embargo, se sabe
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gue el alelo B en la proteina B-caseina, posee propiedades dafiinas para la

salud del consumidor de la leche (Laugessen et al., 2003; Tailford et al., 2003).

El alelo B en las proteinas (-caseina, k-caseina y B-lactoglobulina, se presenta
con distinta frecuencia en cada raza, por lo que esta informacién es valiosa para
el disefio de programas de mejoramiento genético enfocados al mejoramiento

de la eficiencia de la leche en su transformacion a queso.

2.7. Inclusion de la genotipificacién en la evaluacion genética

En el campo de la genética animal se ha producido una revolucién en todas las
vertientes de la investigacion relacionadas con el mejoramiento genético de
poblaciones animales. Por una parte, se encuentra la genética cuantitativa, con
una concepcion y estudio integrales de los factores que inciden en el

mejoramiento genético.

Cuadro 4. Frecuencias de los alelos mas comunes de la k-caseina en
diferentes razas de bovinos.

FRECUENCIA DE LOS ALELOS

RAZA AUTOR
A B C

Jersey 0.29 0.71 s/d Jann et al., 2004

Holstein 0.83-0.9 0.1-0.17 s/ Van Eenennaam y Medrano, 1991;
Jann et al., 2004

Guernsey 0.71-0.73  0.27 0.02 Van Eenennaam y Medrano, 1991;
Schlee y Rottmann, 1992

PSA 0.43 0.57 s/d Cervantes et al., 2007

Ayrshire 0.61 0.39 s/d Van Eenennaam y Medrano, 1991;

Ikonen et al., 2000

s/d: dato no reportado

PSA: Pardo Suizo Americano

Las metodologias cuantitativas utilizan informacién productiva y genealdgica, el
procesamiento de esta informacion requiere de grandes capacidades de célculo
para el andlisis estadistico, los resultados de las evaluaciones cuantitativas

resultan en la estimacién de la habilidad de transmisién predicha, que es una
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medida de la superioridad/inferioridad que tendria la progenie de un animal

comparada con sus contemporaneos.

Cuadro 5. Frecuencias de los alelos mas comunes de la B-caseina en diferentes
razas de bovinos.

FRECUENCIA DE LOS ALELOS

RAZA AL A2 B AUTOR
Jersey 0.1 0.72 0.18-0.35 Van Eenennaam y Medrano, 1991,
Ehrmann et al., 1997
Holstein 0.31-0.66 0.24-0.62 s/d Swaissgood, 1992;
Van Eenennaam y Medrano, 1991
Guernsey 0.03 0.97 s/d Van Eenennaam y Medrano, 1991
PS 0.4 0.25-0.42 0.18-0.35 Ehrmann etal., 1997;
Keating et al., 2008
Normanda  0.22 0.09 0.69 Thompson et al., 1964; Keating et
al., 2008

PS: Pardo Suizo
s/d: dato no reportado

Por otro lado, Zaragoza et al. (1994) sefialan que las metodologias de biologia
molecular y genética bioquimica, basadas en el estudio del material genético,
tienen un papel imprescindible en la identificacibn genética y pruebas de
parentesco, en el diagnéstico de enfermedades hereditarias y en el aporte de
los marcadores genéticos para el apoyo a la seleccion dirigida a caracteres

cuantitativos o econdmicos.

Cuadro 6. Frecuencias de los alelos mas comunes de la B-lactoglobulina en
diferentes razas de bovinos.

FRECUENCIA DE LOS ALELOS

RAZA A B C AUTOR

Jersey 0.12 0.56 0.1-0.18 Paterson et al., 1995b; Celik,
2003

Holstein 0.51-0.58  0.41-0.42 s/d Gonzalez de Llano, 1990;
Heck et al., 2009

0.37 0.63 s/d Van Eenennaam y Medrano,

PS
1991

CLT 0.35 0.65 s/d Meza-Nieto et al., 2010

s/d: dato no reportado
PS: Pardo Suizo
CLT: Criollo Lechero Tropical

17



Van Eenennaam et al. (2007) reportan que debido a las caracteristicas de las
evaluaciones genéticas realizadas en conjunto con marcadores moleculares,
éstas utilizan muestras de tamafio pequefio, alrededor de 400 a 500 animales,
siendo una ventaja en cuanto a nimero de animales necesarios para obtener
resultados confiables, teniendo en cuenta ademas que los costos son

relativamente bajos cuando las genotipificaciones se realizan comercialmente.

La informacion de los marcadores moleculares se incluye en las evaluaciones
genéticas, por medio de un recuadro o anexo en el area de la informacién
propia del reproductor que sefala el genotipo del animal para la proteina lactea

correspondiente (Oltra, 2011).

2.7. Conclusiones generales

La genotipificacion es una herramienta auxiliar en programas de mejoramiento
genético, que puede incrementar el progreso genético al utilizarse para reducir
el periodo de tiempo necesario para obtener resultados en dichos programas,
asi como coadyuvar en la seleccion temprana de reproductores y sobre todo,
incrementar la confiabilidad de los valores genéticos de caracteres de

importancia productiva y calidad de la leche.

La aplicacion y resultados de estas metodologias moleculares estan
relacionados con las caracteristicas de manejo y funcion zootécnica del hato,
por lo que el empresario ganadero debera adoptar el nivel de inclusion de estas

tecnologias que mejor convenga a sus expectativas de produccion.

La genotipificacion no aumenta la produccion individual de leche o carne per se,
sino que la utilizacion de los datos que esta herramienta genera, en conjunto
con los datos productivos y los resultados de las evaluaciones genéticas
tradicionales, conduce al mejoramiento en las caracteristicas para las cuales se

realiza la seleccion.
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Los genotipos identificados en esta investigacion podran ser incluidos en los
resimenes de las evaluaciones genéticas de la raza Jersey, realizadas en la
Universidad Autonoma Chapingo, tal y como aparece en los catalogos de
sementales de compafiias comerciales, para su eventual utilizacion e
implementacion en los programas de mejoramiento genético de los criadores de

dicha raza.
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3. POLIMORFISMOS DE TRES GENES DE PROTEINAS LACTEAS EN
GANADO JERSEY MEXICANO

3.1. Resumen

El objetivo fue estimar las frecuencias alélicas y genotipicas, asi como la
diversidad génica e informacién polimorfica de los genes de [-caseina,
K-caseina y B-lactoglobulina en ganado Jersey. Se tomaron muestras de sangre
y semen congelado de 155 individuos Jersey pertenecientes a la Asociacion
Mexicana de Criadores de Ganado Jersey de Registro A. C. Se validé un grupo
de 28 oligos SNP especificos de la raza, identificAandose en la poblacion las
frecuencias alélicas en cada locus. El alelo B de la k-caseina presentd mayor
frecuencia (0.80), que los alelos A (0.15) y E (0.05). Para el gen de la B-
lactoglobulina, el alelo de mayor frecuencia fue B (0.76), presentdndose en la
poblacién también los alelos A y C en una menor proporcion (0.22 y 0.02,
respectivamente). En el caso de la B-caseina, el alelo con mayor frecuencia
(0.62) fue A?; sin embargo, otras tres variantes se encontraron presentes para
este locus, A! (0.18), A3 (0.09) y B (0.11). Los genotipos A'A3, AlB, A3A3, A°By
BB de la B-caseina, estan ausentes en los machos de la poblacion, de la misma
manera sucede con los genotipos AA y EE en los loci de la k-caseina. El valor
de diversidad genética promedio (He) de la poblacion fue de 0.424, con un
nimero efectivo de alelos por locus de 0.5. Los resultados indican una
diversidad alélica de genes favorables en la calidad de leche k-caseina,
B-caseina y B-lactoglobulina, representando una gama amplia para la inclusion
de progenitores en programas de mejora genética.

Palabras claves: k-caseina, B-caseina, B-lactoglobulina, polimorfismo genético.
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POLYMORPHISMS OF THREE MILK PROTEIN GENES IN MEXICAN
JERSEY CATTLE

3.2. Abstract

The main task of this assay was to estimate the allelic and the genotypic
frequencies, genetic diversity and polymorphic information content for the
B-casein, k-casein and [(-lactoglobulin genes in the Mexican Jersey cattle
population. Blood and frozen semen samples were collected in 155 Jersey cattle
individuals registered by the Asociacion Mexicana de Criadores de Ganado
Jersey de Registro A. C. A group of 28 breed specific SNP oligos was validated
for genotyping the sample population and allelic frequencies at each locus were
determined. The B allele of the k-casein had higher frequency (0.80) than the A
(0.15) and E (0.05) alleles. For B-lactoglobulin gene, the allele with the highest
frequency was B (0.76), also show up in lower frequencies the A and C alleles
(0.22 and 0.02 respectively). The B-casein allele with higher frequency was A2
(0.62); however, other three variants were reported for this locus, A! (0.18), A3
(0.09) and B (0.11). The genotypes AA3, AlB, A3A3 A3B and BB of the B-casein
protein in the male population, same as the AA and EE genotypes of k-casein,
were not identified in the sample population. The average value of genetic
diversity (He) for the population was 0.424, with a locus effective allele number
of 0.5. These results indicate a high allelic diversity of milk quality genes k-
casein, B-casein y B-lactoglobulin, suggesting a wide range of favorable genes
of candidate progenitors to be included in breeding programs for Mexican Jersey
cattle.

Key words: k-casein, B-casein, -lactoglobulin, genetic polymorphism.
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3.3. Introduccién

La genotipificacion en el ganado bovino se ha generalizado desde la publicacion
del genoma bovino (Barendse et al., 1997); para ello, el uso de marcadores
SNP (Polimorfismos de Nucleétidos Simples) ha resultado ser relativamente de
bajo costo y altamente confiable, por lo que su utilizacién en diversas especies
ha aumentado a través de los afos. Segun Illumina (2012), las caracteristicas
gue actualmente se analizan en bovinos incluyen: 1) conformacion,

2) produccién de leche y de carne, y 3) enfermedades genéticas.

En paises como Australia, Nueva Zelanda y Dinamarca, las genotipificaciones
para caracteristicas de produccion lechera incluyen a las proteinas lacteas y se
realizan de manera rutinaria, por lo que, se han determinado las frecuencias de
aS1-caseina (CSN1S1), aS2-caseina (CSN1S2), B-caseina (CSN2), k-caseina
(CSN3), a-lactoalbumina (LALBA) vy p-lactoglobulina (LGB) en algunas

poblaciones de bovinos lecheros.

Olenhski et al. (2011) reportaron las frecuencias del ganado Holstein-Friesian
Polaco para la B-caseina, encontrando presencia de dos alelos dentro de la
poblacion, A! (0.33) y A? (0.67). KuCerova et al. (2006) determinaron las
frecuencias en ganado Fleckvieh Checo para cuatro de los genes de proteinas
lacteas mayores: CSN1S1 (B: 0.89 y C: 0.11), CSN2 (A®: 0.18; A% 0.81; A% 0.4
y B: 0.6), CSN3 (A: 0.60; B: 0.38 y E: 0.02) y LGB (A: 0.51 y B: 0.49).

Jakob y Puhan (1992) y Caroli et al. (2009) concluyeron que es importante
detectar los polimorfismos genéticos de (B-caseina, k-caseina y B-lactoglobulina
en bovinos productores de leche, debido a que sus polimorfismos influyen en

caracteristicas de importancia econdémica como: rendimiento (Gibson y Rozzi,
1990), tiempo de coagulacion, firmeza de la micela formada (Wedholm et al.,
2006; Joudo et al., 2008), entre otras.

En México, la informacion publicada para genes de proteinas lacteas es escasa
(Barreras et al., 2001; Cervantes et al., 2007; Meza-Nieto et al., 2010) y esta
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disponible sélo para las razas Holstein, Suizo Americano, Cebu y Criollo
Lechero Tropical, enfocandose principalmente en los genes de las proteinas
K-caseina y B-lactoglobulina. No se encontraron publicaciones acerca de la
proteina B-caseina, la presencia de polimorfismos de genes de las proteinas en
la raza Jersey ni en la utilizacion de marcadores SNP para la obtencién de

informacion gendémica.

Ademas, la tecnologia desarrollada actualmente esta basada en una sola raza,
por lo que al aplicar dicha tecnologia en razas distintas a la raza modelo, las
imprecisiones de las predicciones causadas por diferencias a nivel del genoma
pueden ser de entre 8.3% y 54.9% (Villa-Angulo et al., 2009; Van Raden et al.,
2011), haciendo necesario el disefio de marcadores SNP representativos para

genotipificar cada raza especifica.

El objetivo de este estudio fue determinar los genotipos para [(-caseina,
K-caseina y B-lactoglobulina, estimar sus frecuencias alélicas, diversidad
génica, y contenido de informacién polimérfica en bovinos Jersey mexicanos de

registro.
3.4. Materiales y métodos
3.4.1. Toma de muestras

Las muestras para la obtencibn de ADN se obtuvieron de 155 animales con
influencias genéticas de varios paises (México, Canada, Estados Unidos,
Nueva Zelanda y Australia) pertenecientes a la Asociacion Mexicana de
Criadores de Ganado Jersey de Registro A. C. (Cuadro 7). Las hembras
seleccionadas debian tener al menos una cria, mientras que los sementales dos

0 mas, y que dichas crias se encontraran en dos o0 mas hatos distintos.

Muestreo de sangre y semen

Las muestras de sangre se extrajeron de 144 hembras (adultas y jovenes) por

venopuncion coccigea, previa limpieza y asepsia. Se tom6 una muestra de
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4 mL de sangre por individuo en un tubo con anticoagulante, se etiquet6 con el
nimero y sexo del animal, y el nombre del rancho. Se refrigeraron para su

conservacion y envio al laboratorio.

Las muestras de semen se obtuvieron de pajillas de semen congelado de 11
machos (adultos); se utilizaron dos pajillas por animal para contar con suficiente

ADN para realizar el estudio.

Cuadro 7. Numero de animales utilizados para la obtencibn de ADN en el
presente estudio.

Machos Hembras Total Rancho

5 44 49 UACH*

3 86 89 El Puente

1 11 12 La Hondonada

2 3 5 Los Flamboyanes
11 144 155 Total

* Universidad Auténoma Chapingo

3.4.2. Extraccién de ADN de sangre

En un tubo se colocaron sangre, solucién de lisis y proteinasa K, se agregd un
volumen de fenol posterior a una incubacion, se centrifugd la muestra, y el

sobrenadante se coloc6 en otro tubo.

Al sobrenadante se agregaron dos volimenes de Cloroformo-Octanol, se
centrifugé nuevamente y el sobrenadante se colocé en otro tubo; se le agregé
Isopropanol y se mezcldé por inversion hasta que el ADN se precipitd. Se coloco
en un tubo con agua grado molecular que contenia ARNasa y se incubd la

muestra.

Se precipité el ADN nuevamente con Isopropanol, se lavdé con Etanol al 70%;
posteriormente, se depositd en TE (Tris-EDTA) para su resuspension. Se
incub6 y se analizd con el espectrofotometro para determinar calidad y

concentracion de la muestra.
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3.4.3 Extraccion de ADN de semen congelado

La pajilla de semen congelado se incub0; posteriormente se lavdo con dos
volimenes de PBS (Buffer Salino Fosfato) y se centrifugd. Se recupero el
sobrenadante y se repitio el lavado con el PBS y la centrifugacion de la

muestra.

Se agregaron dos voliumenes de solucion de lisis al sobrenadante y se incubo.
Posteriormente, el sobrenadante se lavé con dos volimenes de solucion PCI
(Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico) y se centrifugd; repitiendo el lavado y
centrifugacion del sobrenadante con tres volumenes de soluciéon ClI

(Cloroformo-Alcohol Isoamilico).

Se agregd ARNasa al sobrenadante y se llevd a incubaciéon; después se
agregaron un volumen de Isopropanol y 0.1 volimenes de acetato de sodio 3M,
se incubd a -20°C durante ocho horas. Se centrifug6 la muestra, se conservo el
pellet obtenido y se lavd con Etanol al 70%. Se centrifugd nuevamente, se
decant6 el sobrenadante, y se le adicioné TE. Se incubd y se cuantifico con el

espectrofotdmetro para determinar calidad y concentracién de la muestra.

3.4.4 Seleccion de los oligonucleétidos SNPs

La realizacion de este estudio requiri6 el disefio y elaboracion de
oligonucleotidos especificos para bovinos Jersey, por lo que se seleccionaron
200 nuevos oligos para deteccion de los alelos en los genes de las proteinas
lacteas en estudio.

Los oligos utilizados fueron disefiados con el programa OligoAnalyzer 3.1®
(Integrated DNA Technologies, 2012, lowa, Estados Unidos) a partir de
secuencias reportadas en la base de datos de SNPs del GenBank (NCBI, 2012)
correspondientes a los genes de cada proteina, y se sintetizaron por la
compafiia KBioscience (Massachussetts, Estados Unidos) marcandose con
distinto fluor6foro los nucledtidos cambiantes en la posicidon del SNP para

diferenciarlos durante la identificacion de alelos.
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Ademas, con el programa OligoAnalyzer 3.1® se obtuvieron las secuencias
reversas y los complementos de las secuencias reversas, asi como los
coeficientes de creacion de rizos, autodimerizacion y creacion de
heterodimeros, asi como los porcentajes de presencia de cada base
nitrogenada y los puntos de fusion de cada secuencia, caracteristicas
necesarias para disefiar el programa de termociclaje. Los oligos utilizados, el

geny la proteina a la que corresponden, se muestran en los Anexos 1 a 3.
3.4.5. Validacién molecular de los oligonucleétidos SNPs

La validacion molecular se inici6 realizando amplificaciones de los oligos
disefiados previamente para corroborar los comportamientos obtenidos in silico.
Con las secuencias que amplificaron correctamente, se elaboraron bloques de
SNPs para corrida y verificacion de la resolucion de la curva, y asi asegurar la
correcta interpretacion. Una vez verificada la resolucion de las curvas, el
nimero de oligos escogidos para realizar la genotipificacion se redujo a 33
oligos. Las curvas sigmoides mostradas en color azul en la Figura 2,
corresponden a los oligos que presentaron el comportamiento correcto para

realizar la genotipificacion.

RFU

Figura 2. Ejemplo de validacion molecular de oligos para genotipificar bovinos

Jersey.
RFU: unidad relativa de fluorescencia.
Ciclos: ciclos de amplificacion del ADN en la PCR.
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Los 33 oligos seleccionados por amplificacion se utilizaron para realizar tres
repeticiones de PCR y comprobar la repetibilidad de sus resultados; por lo que
solamente 28 oligos presentaron una mayor resolucion de amplificacion y
repetibilidad, adecuados para genotipificar los 3 genes de la leche. Un ejemplo
de la validacion de repetibilidad de los oligos se muestra en la Figura 3, el oligo
gue indicO muestras con alelo 1 y muestras no amplificadas, no present6 la

repetibilidad requerida para realizar la genotipificacion de manera correcta.

C(t) para alelo 2 - HEX*

15 20 25 30 35

C(t) para alelo 1 - FAM**

Alelo1 A Alelo2 [ Heterocigoto § N/A*

Figura 3. Ejemplo de validacion de la repetibilidad de resultados de tres oligos

para genotipificar bovinos Jersey.
*HEX: fluoréforo marcador del alelo dos.
**EAM: fluoréforo marcador del alelo uno.
***N/A: primer no amplificado.

****C(1): umbral de ciclos

Cabe sefialar que los 28 oligos validados se pudieron identificar los alelos
frecuentes de las tres proteinas lacteas, aumentando la posibilidad de deteccién
de alelos reportados como de baja frecuencia en las poblaciones Bos taurus

(Farrell et al., 2004).
3.4.6. Genotipificacion del ADN

La genotipificacion se realizd con el siguiente protocolo: se prepararon por
duplicado diluciones de 5 ng de ADN/PL, de cada una de las muestras
obtenidas; se rotularon los tubos con los nimeros de muestra y se congelaron

para su conservacion a -20 °C. Posteriormente, se llenaron 95 pozos de una
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placa para PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) de 96 pozos, con 4 uL

por muestra en cada pozo; los blancos y las muestras se distribuyeron en la
placa como lo muestra la Figura 4.

g 9 10 1112

5 6 7
0000000

I o mmo © @ F
00000000
00000000
00000000

Q Control Megativo . Solucidn de reaccidn + ADN

Figura 4. Ubicacion del control negativo y las muestras de los animales en una
placa de 96 pozos para realizar la genotipificacion del ganado Jersey.

El control negativo utilizado fue una mezcla de 4 puL de agua grado molecular y
4.11 pL de solucion de reaccion (master mix comercial y el oligo); para analizar
las muestras, se utilizaron 4.11 pL de la solucion de reacciébn y 4 uL de la
dilucion de ADN de cada muestra.

La reaccion en cadena de polimera con oligos selectivos SNPs se hizo en un
termociclador de tiempo real (CFX 96, Bio-Rad, California, Estados Unidos). El
programa de termociclaje fue: un ciclo de 94 °C durante 15 minutos, 10 ciclos
de 94 °C durante 20 segundos y 65 °C durante un minuto, aplicando un
decremento de 0.8 °C por ciclo en el segundo paso y 35 ciclos de 94 °C durante
20 segundos, seguido de 57 °C por 20 segundos, incluyendo el reporte de la

fluorescencia de cada ciclo en este ultimo paso.

Los polimorfismos se identificaron con el lector UV-Vis del termociclador
durante la realizacibn de la PCR, por medio de la deteccibn de las

fluorescencias que presentaron los oligos utilizados, los cuales marcaron la
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base nitrogenada cambiante de la secuencia, indicando asi los alelos presentes

en la muestra.

3.4.7. Andlisis de los datos

Para el monitoreo de bandas polimérficas se considerd la heterocigosidad de
fragmentos amplificados, y se incluyeron en la matriz de datos, los cuales se

procesaron para realizar diversidad génica y numero efectivo de alelos.

Por medio del software Popgen32 (Yeh et al.,, 1999) se analizaron las
frecuencias alélicas y genotipicas, asi como también la frecuencia de

heterocigoticos de la muestra.

3.5. Resultados y discusion

3.5.1. Genotipificacion para tres proteinas lacteas
Frecuencias alélicas y genotipicas de B-caseina

Los alelos encontrados en la poblacion Jersey en estudio para 3-caseina fueron

cuatro y sus frecuencias, se muestran en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Frecuencias alélicas del gen [(-caseina (CSN2) en bovinos Jersey
mexicanos.

Alelos Frecuencia de los alelos
Machos Hembras Total
Al 0.13 0.18 0.18
A? 0.73 0.61 0.62
A3 0.05 0.10 0.09
B 0.09 0.11 0.11

Los alelos presentes en la muestra de animales fueron Al, A2, A3, y B; siendo el
alelo A% el mads comiln con una frecuencia de 0.62. La alta frecuencia del alelo
A? encontrada en este estudio fue similar a las detectadas en otras poblaciones
Jersey. Bech et al. (1990), Winkelman y Wickham (1997) y Micinski et al. (2007)
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genotipificaron alelos para B-caseina en poblaciones Jersey de Dinamarca,
Nueva Zelanda y Polonia, estimando frecuencias alélicas del alelo AZ entre 0.58
y 0.65. La frecuencia similar para este alelo en varias poblaciones sugiere una
ausencia de seleccién para este alelo en la raza Jersey (incluyendo a la
poblacibn mexicana). Al respecto, algunos investigadores han mostrado que la
presencia del alelo A? en bovinos produce leche de alta calidad asociada con
efectos benéficos (disminucion de colesterol y triglicéridos) para la salud de los
humanos que la consumen (Tailford et al., 2003; Kaminski et al., 2007) y en
algunos paises la leche proveniente de vacas con este alelo reciben un
sobreprecio (Keating et al., 2008). El hecho de que en las vacas de poblaciones
Jersey se encuentre el alelo A2 en alta frecuencia es un aspecto importante y
distintivo de la raza, que podria ser aprovechado por los productores para

mejorar sus margenes de utilidades en la comercializacion de la leche.

La frecuencia obtenida del alelo Al en este estudio, fue similar a la reportada
por Van Eenennaam y Medrano (1991) en la poblacion de Pardo Suizo de
Estados Unidos, con frecuencia de 0.18, coincidiendo con las frecuencias de
dicho alelo reportadas en otras razas de bovinos (Guernsey y Jersey) con
elevadas producciones de solidos totales en leche (Swaisgood, 1992;
Winkelman y Wickham, 1997). Por el contrario, en la raza de bovinos mas
difundida en el mundo (Holstein), se han reportado frecuencias altas (49-95%)
de este alelo en sus poblaciones (Miluchova et al., 2009; Smiltina et al., 2010;
Kemal, 2011).

Con respecto a la frecuencia obtenida para el A3, ésta fue baja y similar a la
reportada para varias poblaciones de razas bovinas. Ng-Kwai-Hang vy
Grosclaude (2003), encontraron que la presencia de dicho alelo en las
poblaciones Holstein Friesian y Pardo Suizo estadounidenses fue cercana a
0.04. Similarmente, el alelo B presenté frecuencias bajas en la poblacién Jersey
en estudio, y similar a lo reportado en otras poblaciones bovinas Jersey en
Alemania y Estados Unidos, asi como para Pardo Suizo de Estados Unidos

(Van Eenennaam y Medrano, 1991; Swaisgood, 1992; Erhmann et al., 1997). La
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poca variabilidad en las frecuencias antes mencionadas de ambos alelos en
este estudio y en otros considerando otras razas bovinas lecheras, sugiere que
dichos polimorfismos tienen poca importancia en diferencias raciales de ganado

lechero.

Los genotipos encontrados en la muestra poblacional Jersey en estudio para

B-caseina fueron diez y sus frecuencias, se muestran en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Frecuencias genotipicas de una poblacion de muestreo de bovinos
Jersey del gen de la B-caseina (CSN2).

Genotipos Frecuencia de los genotipos

Machos Hembras Total

AlAL 0.09 0.10 0.10
AlA? 0.09 0.09 0.09
AA3 NP 0.04 0.04
A'B NP 0.03 0.03
AZA? 0.55 0.49 0.49
AZA3 0.09 0.06 0.06
A’B 0.18 0.09 0.10
A3A3 NP 0.04 0.04
AB NP 0.01 0.01
BB NP 0.05 0.04

NP: genotipo no presente en individuos muestreados.

El genotipo mas comun para el locus de B-caseina en el presente estudio fue el
A2A? con una frecuencia del 49%. Estos resultados difieren de lo reportado por
Cardak (2005) en ganado Holstein Friesian de Turquia, donde el genotipo mas
comun fue el A'A? con una frecuencia de 0.46. Ademas, en el presente estudio
se encontraron los genotipos AA3 y A3B, con frecuencia bajas (<0.05), lo que
fue similar a lo reportado por varios autores (Swaisgood, 1992; Winkelman y
Wickham, 1997) en poblaciones de bovinos Holstein, Pardo Suizo y Ayrshire de

otros paises (0.01 a 0.06), como Nueva Zelanda, Dinamarca y Estados Unidos.
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Las frecuencias de los genotipos presentes en la poblacion total y la poblacion
de hembras en el presente estudio, fueron similares, no asi en la poblacion de
machos, en donde algunos genotipos reportados para la poblacion general
estan ausentes. Hanusova et al. (2010) encontraron de manera similar que en
el ganado Holstein de Eslovaquia los machos no presentaban uno de los
genotipos reportados para la poblacion general. La ausencia de ciertos alelos y
genotipos en los machos del presente estudio, podrian ser consecuencia del
reducido nimero de machos en la muestra (11 individuos), el origen de dichos
machos es diverso a través de hatos, y que los alelos ausentes presentaron
frecuencias bajas en la poblacién total (<0.10), disminuyendo aun mas la

probabilidad de ser detectados.
Frecuencias alélicas y genotipicas de k-caseina

El nimero de los alelos encontrados en la poblacion de muestreo Jersey en
estudio para k-caseina fueron tres y sus frecuencias se muestran en el Cuadro
10.

Cuadro 10. Frecuencias alélicas del gen de la k-caseina (CSN3) en bovinos
Jersey mexicanos.

Alelos Frecuencia de los alelos
Machos Hembras Total
A 0.09 0.15 0.15
0.73 0.80 0.80
0.18 0.05 0.05

Los alelos presentes en la muestra de animales fueron A, B, y E; siendo el alelo
B el mas comun con una frecuencia del 80%. La alta frecuencia del alelo B
reportada en este estudio fue similar a las detectadas por Trujillo et al. (2000),
Jann et al. (2004), y Ren et al. (2011), quienes reportaron alelos para k-caseina
en poblaciones Jersey de Colombia, Alemania y China, estimando frecuencias
alélicas del alelo B entre 0.71 y 0.89. La frecuencia similar para este alelo en

varias poblaciones del mundo sugiere una seleccion indirecta para este alelo en
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la raza Jersey por parte de los criadores a nivel mundial (incluyendo la
poblacion mexicana). Al respecto, algunos investigadores han mostrado que la
presencia del alelo B en bovinos confiere a la leche caracteristicas que mejoran
su rendimiento y calidad, como son mayor porcentaje de caseina en leche y
menor porciento de proteina en suero (Wedholm et al., 2006; Jéudo et al.,
2008). El hecho de que en los animales de raza Jersey se encuentre el alelo B
en alta frecuencia es un aspecto importante, que podria ser aprovechado por
los productores para mejorar sus margenes de utilidades en la comercializacion

de subproductos derivados de la leche.

La frecuencia obtenida del alelo A en este estudio, fue similar a la reportada por
Trujillo et al. (2000) y Ren et al. (2011) en las poblaciones Jersey de Colombia y
China, con una frecuencia de 0.11 para ambas poblaciones, asi como en las
razas bovinas de Normanda y Guernsey (Trujillo et al., 2000), sugiriendo un
acervo genético similar de las tres razas. Por el contrario, en la raza de mayor
difusion en el mundo (Holstein), se han reportado frecuencias altas (68.0-
88.5%) de este alelo en sus poblaciones (Tsiaras et al., 2005; Kemal, 2011).

Con respecto a la frecuencia obtenida para el alelo E, fue mayor que la del alelo
A y similar a la reportada para varias poblaciones de razas bovinas. Jann et al.
(2004) y Boetcher et al. (2004), reportaron frecuencias para el alelo E en
ganado Ayrshire y en Holstein, de 0.08 y de 0.32 respectivamente, en Alemania
e ltalia. La frecuencias antes mencionadas de ambos alelos en este estudio
entre otros considerando otras razas bovinas lecheras, posiblemente responda
al objetivo de seleccion de animales (produccién de sélidos totales) comudn
entre la mayoria de los criadores de ganado Jersey, ya que al presentar
influencia positiva hacia la produccion de leche y desfavorable para la
produccion de sélidos totales en leche, estos alelos han sido indirecta y
sistematicamente reducidos del pool genético de la poblacion Jersey.

Los genotipos encontrados en la poblacion Jersey en estudio para k-caseina

fueron cinco y sus frecuencias, se muestran en el Cuadro 11.
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Cuadro 11. . Frecuencias genotipicas de una poblacion de muestreo de
bovinos Jersey del gen de la k-caseina (CSN3).

Genotipos Frecuencia de los genotipos
Machos Hembras Total
AA NP 0.01 0.01
AB 0.18 0.28 0.27
BB 0.46 0.63 0.62
BE 0.36 0.06 0.08
EE NP 0.02 0.02

NP: genotipo no presente en animales muestreados.

El genotipo mas comun para el locus de k-caseina en el presente estudio fue el
BB, con una frecuencia del 62%. Estos resultados difieren de lo reportado por
Hernandez et al. (2006) y Cervantes et al. (2007) en poblaciones de Holstein y
Criollo Lechero Tropical de México, donde el genotipo mas comun fue el AA con
una frecuencia que oscilé entre 0.57 y 0.62. Ademas, en el presente estudio se
encontraron lo genotipos BE y EE, con frecuencias bajas (<0.1), lo que fue
similar a lo reportado por Boetcher et al. (2004) en una poblacién Holstein (0.08)

de Italia.
Frecuencias alélicas y genotipicas de B-lactoglobulina

Los resultados de frecuencias alélicas en la poblacion de muestreo de Jersey

para B-lactoglobulina, se reportan en el siguiente cuadro.

Cuadro 12. Frecuencias alélicas del gen de la B-lactoglobulina (LGB-PAEP) en
bovinos Jersey mexicanos.

Alelos Frecuencia de los alelos
Machos Hembras Total
A 0.22 0.22 0.22
B 0.78 0.76 0.76
C NP 0.02 0.02

NP: alelo no presente
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Los alelos detectados en la poblacion de muestreo de ganado Jersey fueron A,
B, y C; siendo el alelo B el mas comudn con una frecuencia de 76%. La alta
frecuencia del alelo B en este estudio fue superior a las detectadas en otras
poblaciones de ganado bovino en el mundo. Varios autores (Cardak, 2005;
Micinski et al., 2007; Meza-Nieto et al., 2010; Ren et al., 2011) genotipificaron
alelos para el locus de B-lactoglobulina en poblaciones de Holstein, Suizo,
Jersey, y Criollo Lechero Tropical de varios paises (Turquia, Polonia, y México),
estimando frecuencias alélicas del alelo B entre 0.31 y 0.65. Debido a que el
alelo B de la B-lactoglobulina esta relacionado con una mayor produccion de
sblidos totales, y a la relativamente escasa y reciente informacién de los
polimorfismos de este locus, las diferencias entre las frecuencias para este alelo
en varias poblaciones alrededor del mundo sugieren la presencia de seleccion
indirecta de este alelo, mediante la seleccion del alelo B de la k-caseina en
bovinos lecheros. El hecho de que en las vacas Jersey mexicanas se encuentre
el alelo B en alta frecuencia es un aspecto importante y distintivo de la raza.

La frecuencia obtenida del alelo A en este estudio, presentd cierta similitud solo
con la frecuencia reportada por Ren et al. (2011) en la poblacién de Jersey de
China, con una frecuencia de 0.32, lo que sugiere un comportamiento particular

de la poblaciébn mexicana en este locus.

Con respecto a la frecuencia obtenida para el alelo C, ésta fue baja (<0.05) y
similar a la reportada por Berry et al. (2010) en un hato Neozelandés de
animales F1 Holstein x Jersey, con una frecuencia de 0.01, lo que pudiera
obedecer a la presencia de hembras de origen Neozelandés en la poblacion de

este estudio.

Los genotipos encontrados en la poblacion Jersey en estudio para
B-lactoglobulina fueron diez y sus frecuencias, se muestran en el Cuadro 13. El
genotipo mas comun para -lactoglobulina en el presente estudio fue el BB, con
una frecuencia de 0.61. Lo que era de esperarse, dado que el alelo mas comun
fue B. Este resultado es similar a lo reportado por Meza-Nieto et al. (2010) para

esta fraccion proteica en ganado Criollo Lechero Tropical, donde la frecuencia
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del genotipo BB fue de 53%. Caso contrario el de la raza Holstein, donde varios
autores (Tsiaras et al., 2005; Meza-Nieto et al., 2010; Kemal, 2011) reportaron

frecuencias entre 0.24 y 0.38, en poblaciones de Turquia y México.

Cuadro 13. Frecuencias genotipicas de una poblacion de muestreo de bovinos
Jersey del gen de la B-lactoglobulina (LGB/PAEP).

Genotipos Frecuencia de los genotipos
Machos Hembras Total
AA NP 0.09 0.09
AB 0.45 0.26 0.27
BB 0.55 0.62 0.61
BC NP 0.03 0.03

NP: genotipo no presente en animales muestreados.

El genotipo mas comun para B-lactoglobulina en el presente estudio fue el BB,
con una frecuencia de 0.61. Este resultado es similar a lo reportado por Meza-
Nieto et al. (2010) para esta fraccion proteica en ganado Criollo Lechero

Tropical, donde la frecuencia del genotipo BB fue de 53%. Caso contrario el de
la raza Holstein, donde varios autores (Tsiaras et al., 2005; Meza-Nieto et al.,

2010; Kemal, 2011) reportaron frecuencias entre 0.24 y 0.38, en poblaciones de

Turguia y México.

El genotipo BC presenta una frecuencia relativamente baja y al igual que el
genotipo AA, muestran cierta similitud a lo reportado por Berry et al. (2010) en

ganado F1 Holstein x Jersey Neozelandés destinado a produccién de leche con

alto porcentaje de sélidos totales.
3.5.2 Estadisticos descriptivos de la poblacion de muestreo
Diversidad genética

Los loci analizados presentaron un comportamiento 100% polimérfico, similar a

lo reportado por Rosero et al. (2009) para poblaciones Colombianas de bovinos
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criollos, Brahman y Holstein, y por Cervantes et al. (2007) para poblaciones
mexicanas de Holstein, Suizo, Cebu y Criollo Lechero Tropical, lo que suponer
gue el comportamiento de dichos loci es constante sin importar la raza o el

origen de la poblacion.

El locus mas polimérfico fue el de la B-caseina (CSN2) con un total de cuatro
isoformas, resultado similar al reportado por Rosero et al. (2009) para la
poblacién colombiana de ganado Brahman. Seguido de los loci de k-caseina
(CSN3) y B-lactoglobulina (LGB) con tres alelos presentes, considerando la
poblacion completa.

Al comparar el promedio de alelos observados con el promedio de alelos
efectivos (que indica el nimero de alelos que pueden estar en una poblacion;
alelos esperados) en los tres loci, se observa una diferencia de hasta 30%
menos alelos efectivos en comparacion con los alelos observados (Figura 5), lo
que sugiere que la poblacion no esta4 en equilibrio Hardy-Weinberg en ningun
loci.

mA
m Ae

# de alelos
o = N w I

CSN2 CSN3 LGB
Proteinas lacteas

Figura 5. Alelos observados (A) y alelos efectivos (Ae) para los loci de las tres
proteinas lacteas en toda la poblacion.

Heterocigosidad y equilibrio Hardy-Weinberg

De acuerdo con las estimaciones de heterocigosidad (observada y esperada)

mostradas en el Cuadro 14, la poblacion de este estudio presenta
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heterocigosidades observadas (Ho) para los tres loci analizados que difieren de
las heterocigosidades esperadas (He). Estos resultados son similares a los
reportados por Ding (2009) para poblaciones bovinas turcas, donde la Ho fue
hasta del doble que la He en las razas con mayor manejo reproductivo y

aplicacion de programas de mejoramiento genético.

Cuadro 14. Valores estimados de heterocigosidad observada (Ho) vy
heterocigosidad esperada (He) para los loci CSN2, CSN3, y LGB en la
poblacion de bovinos Jersey mexicanos

Locus Ho He X2
CSN2 0.600 0.563
CSNS3 0.400 0.335
0.014
LGB 0.500 0.374
Poblacién 0.500 0.424

La diferencia en los resultados obtenidos para la Ho y la He poblacional, y el valor
de X? (P<0.05), confirman la ausencia de equilibrio Hardy-Weinberg en los loci
para los genes de las tres proteinas lacteas, lo que es similar a lo reportado por
varios autores (Hernandez et al., 2006; Rosero et al.,, 2009; Ren et al., 2011) en
poblaciones mexicanas y extranjeras de Holstein, Brahman, Suizo y Jersey, siendo
considerado comun entre las razas especializadas, ya que en ellas se presentan
los apareamientos controlados, los cuales son influenciados por la seleccion

artificial relacionada con algun caracter productivo.

3.6. Conclusiones

La poblacién representativa de ganado Jersey de registro de México, presentd
un gran acervo genético, en el cual los alelos mas comunes fueron A? para B-
caseina (CSN2) y B para k-caseina (CSN3) y B-lactoglobulina (LGB), que son
los de mayor importancia econdémica. Ademas, la muestra utilizada en este
estudio presentd alelos con frecuencias moderadas como el Al y el B (CSN2) y
el A (CSN3 y LGB), frecuencias que representan menos de la mitad de las
mostradas por los alelos mas comunes. Los alelos de baja frecuencia obtenidos
en el presente estudio fueron el A3 (CSN2), el E (CSN3) y el C (LGB), por lo que
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seria necesario el aumento en el tamafio de la muestra para constatar si

realmente son raros en la poblacion.

Los genotipos de mayor frecuencia son el A2A? (CSN2) y el BB (CSN3 y LGB),
y son los de mayor potencial econdmico en cuanto a aumento de utilidades de
los productores se refiere. Los otros genotipos presentes en el estudio muestran
valores menores a la mitad de las frecuencias de los genotipos mas comunes
para cada locus, incidiendo en menor grado en el comportamiento productivo de

la poblacion.

Los resultados obtenidos para los genes de las tres proteinas, muestran que la
poblacibn mexicana de ganado Jersey posee el potencial para ser incluida en
programas de seleccion y mejoramiento genético extensivos, orientados a un
mejoramiento de las propiedades fisico-quimicas de la leche de importancia

econdmica.
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3.8. Anexos
Anexo 1. Oligos* para identificacion de alelos en el gen de la B-caseina.

PRIMER GEN
CCCCTTTGCCCAGACACAGTCTCTAGTCTATCCCTTCCCTGGGCCCATCC[A/CITAACAGCCTCCCAC CSN2
AAAACATCCCTCCTCTTACTCAAACCCCTGTGGTGG
CTCTTACTCAAACCCCTGTGGTGGTGCCGCCTTTCCTTCAGCCTGAAGTA[A/CITGGGAGTCTCCAAA CSN2
GTGAAGGAGGCTATGGCTCCTAAGCAMAAAGAAATG
CCTGAAGTAATGGGAGTCTCCAAAGTGAAGGAGGCTATGGCTCCTAAGCA[A/CIAAAGAAATGCCNTT CSN2
CCCTAAATATCCAGTTGAGCCCTTTACTGAAAGNCA
GGAGTCTCCAAAGTGAAGGAGGCTATGGCTCCTAAGCANAAAGAAATGCCIC/TITTCCCTAAATATCC CSN2
AGTTGAGCCCTTTACTGAAAGNCAGAGCCTGACTCT
CACAAAGAAATGCCCTTCCCTAAATATCCAGTTGAGCCCTTTACTGAAAG[C/G]CAGAGCCTGACTCT CSN2
CACTGATGTTGAAAATCTGCACCTTCCTCTGCCTCT
TGAGATTAATGATTGTCAGCATTAGTTATAAATAGAATAAGCTGGAGAACIC/T]TTCACCTCCCCTCCA CSN2
CCACCAGATCTCAATGTCTAGGCTTACCCGTGGAG
TTGTAAATTCATTTTGATTTAGAATTTGGCCTAAGTGCCAAACAATCAAA[C/G]ITTCAATTATAAAACAC CSN2
GAAAGCTTAAATATCATAATTAGATAAATATGTT
TGCAAGAAATAAAAACTTTGACAAAATGAAAATATTTTAAAAATATAAACIA/G]CATTTTAAAACACATAA CSN2
TCAAATTTCACAGTATAGAATAAATAGCTAAGA
GTCCTAAGGAGAGAACAGGATGATTGAGAGACATGTATGCATGCAAAGTT[A/G]CTTCAGCCCTTTCC CSN2
AACTCTGTATGACCCTATGGACTGTAACCTGCCAGG
TAAGGATGTTTAAGATAAAGTTTACAGTATTTTCAGCAAATTTGTTAAAA[-/AAITAGAAGCAACTATAAA CSN2
GATTTGTAACAGTGGTTGCTATTTTCTTTACCAC
TAAGACTTCTGTTTCATTTTAGCATTTCTTCTATTTGTTCCATTGATCCA[C/G]JATGTTTTCTTGGACTGA CSN2

CTAGATTGTTTCTTCTGTACTCAGTCTTCATCC

*Los nucledtidos sefialados entre corchetes, corresponden al SNP que identifica la secuencia.
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Anexo 2. Oligos* para identificacion de alelos en el gen de la k-caseina.

PRIMER GEN
AAAGAGGATGATCAACCACAGCCCATAATATATGTAGAATTACTTCATAC[C/TICAGGTTCTTGAAATA CSN3
ATAAGAAACATTTGAAATGTAAAAGTGCTATGGCT
TAAAGCTTTTAATAAAATAGATTTTTCACATTGGCTATATCTCCCCCTCA[A/TITCTGGCTTTTCCCACC CSN3
CTTAAATCAAATAAAACATTGCTCCAAGTCACTC
CATTGGCTATATCTCCCCCTCATTCTGGCTTTTCCCACCCTTAAATCAAA[G/TIAAAACATTGCTCCAA CSN3
GTCACTCCTAAATTATCAGCAACAGATCCTGTTAA
TAACCTAGAAAAGTGCTTTATAATATTTTACAATACTAAAATAAAAGCAA[C/G]JAAAAACATGTTTTATCT CSN3
TTTTTATAAAAGATATTTTTAAATCACAAAAAC
TCCTAAAATTTATGTTACTTGACCAATTCACCTTAATAAGCTCAACGCTG[-/ACJACACACAGAGCTTTG CSN3
TTCCTACTACGTTATTGGTACATATGAAACGAATA
CAAATACTGTGCCTGCCAAGTCCTGCCAAGCCCAGCCAACTACCATGGCA[A/CIGTCACCCACACCC CSNS3
ACATTTATCATTTATGGCCATTCCACCAAAGAAAAAT
CCTGCCAAGCCCAGCCAACTACCATGGCACGTCACCCACACCCACATTTA[GITICATTTATGGCCATT CSNS3
CCACCAAAGAAAAATCAGGATAAAACAGAAATCCCT
GCATTTTCAGGGCCCATGTGCCAGGAGGGCGTGGGCATCGGCGAGTGGAG[G/TICTCCTGGCCGTG CSNS3

TCAGCTGGCCCAGGGGGAGGAGGGGACCCAGACAGCCA

* Los nucleédtidos sefialados entre corchetes, corresponden al SNP que identifica la secuencia.
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Anexo 3. Oligos* para identificacion de alelos en el gen de la 3-lactoglobulina.

PRIMER GEN
CCATGTGCCAGGAGGGCGTGGGCATCGGCGAGTGGAGGCTCCTGGCCGTG[C/TICAGCTGGCCCA LGB
GGGGGAGGAGGGGACCCAGACAGCCAGAGGTGGGGAGCA
CGCCTCTGGGGTAAGCTGCCTGCCCTGCCCCACGTCCTGGGCACACACAT[GI/ITIGGGTAGGGGTTCT LGB
TGGTTGGGCCCGGGAGCCCCCATTAGGCCCTGGGGTC
CCTGAGGGCGACCTGGAGATCCTGCTGCAGAAATGGTGGGYGTCCCCCCC[A/CIAAAAAAGCATGGA LGB
ACCCCCACTCCCCAGGGATATGGACCCCCCCGGGGTG
CCAGCCTGGACCCAGAGCCTGGACACCCCCTGCGCCCCCACTTCTGGGGC[C/G]TACCAGGAACCG LGB
TCCAGGCCCAGAGGGGGCCTTCCTGCTTGGCCTCGAAT
TGGCGGGGACTTGGTACTCCTTGGCCATGGCGGCCAGCGACATCTCCCTG[C/G]TGGACGCCCAGA LGB
GTGCCCCCCTGAGAGTGTATGTGGAGGAGCTGAAGCCC
GAAAATGGTCCATGCCCGTGGCTCAGAAAGCAGCTGTCTTTCAGGGAGAA[C/ITIGGTGAGTGTGCTC LGB
AGAAGAAGATCATTGCAGAAAAAACCAAGATCCCTGC
GTGGAGGAGCTGAAGCCCACCCCTGAGGGCGACCTGGAGATCCTGCTGCA[G/ITIAAATGGTGGGCG LGB
TCCCCCCCAAAAAAAGCATGGAACCCCCACTCCCCAGG
ACATCTCCCTGCTGGACGCCCAGAGTGCCCCCCTGAGAGTGTATGTGGAG[C/G]JAGCTGAAGCCCAC LGB
CCCTGAGGGCGACCTGGAGATCCTGCTGCAGAAATGG
GAATATGGACTCTTCCAGATAAATAATAAAATTTGGTGCAAAGACGACCA[G/TIAACCCTCACTCAAGC LGB
AACATCTGTAACATCTCCTGTGACAGTGAGTAACT
GATAAAGCTAGATGTAAATCTAACCAAGATCCTGTCAGTAATTTGCCTTG[C/T]ICTCCTTCTTCATGATC LGB

AGGTTGGCCCATAAAGCACTCTGTTCTGAGAAGC

* Los nucleédtidos sefalados entre corchetes, corresponden al SNP que identifica la secuencia.
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