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Resumen

En este estudio se presentan los resultados de la frecuencia del polimorfismo de los
genes B-lactoglobulina y Kappa-caseina en bovinos Cebu-Suizo de tres municipios,
en analisis de ADN por PCR-RFLP de muestras de sangre de 210 animales. Se
observo la frecuencia alélica por zona para el gen B-lactoglobulina en vacas, el alelo
B 0.64 > A 0.36 y en sementales B 0.56 > A 0.44, las frecuencias genotipicas en
vacas fue AB 0.653 > BB 0.312 > AA 0.035 y en sementales AB 0.87 > BB 0.13. Las
frecuencias alélicas por municipios se presentaron similares a la zona, siendo mayor
el alelo B y el genotipo AB, con excepcion de Arriaga donde prevalecié el BB. Los
resultado obtenidos por zona del gen Kappa-caseina fueron para la frecuencia alélica
A 0.67 >B 0.33 y entoros A 0.64 > B 0.36; las frecuencias genotipicas AA 0.5 > AB
0.33 > BB 0.17 y en toros AA 0.57 > BB > 0.29 > AB 0.14. Los resultados por

municipios para Kappa-caseina fueron similares a la zona.

La poblacién estudiada no se encontré en equilibrio Hardy-Weinberg para ambos
genes, lo que asume que puede ser consecuencia de endogamia o de seleccion
caracteristicas no relacionada con los sélidos totales, como la produccion de litros de
leche. Se sugiere implementar la seleccion de sementales asistida por marcadores
moleculares, permitiendo asi elegir la orientacion de la mejora genética dentro del

hato.
Palabras clave

Bovino, genotipo, alelo, kappa-caseina, p-lactoglobulina
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l. INTRODUCCION

Dentro de las actividades pecuarias en México, la produccién de leche bovina ocupa
el tercer lugar con un 17.22%, entre los estados de mayor produccion se encuentran
Jalisco, Coahuila y Durango; Chiapas ocupa el octavo lugar a nivel nacional. Para el
afo 2018 México produjo 12,008,239 miles de litros de leche, ocupando la octava
posicién en produccién lactea a nivel mundial; sin embargo, la produccion nacional
de leche es superada por la demanda que es cubierta por 60% de leche importada y
mantiene el tercer lugar en la importacion de leche en polvo en el mundo (SIAP-
SADER, 2018).

Las cruzas obtenidas entre las razas Bos taurus y Bos indicus en la ganaderia
chiapaneca permite obtener animales adaptados a las condiciones ambientales y
topograficas de la region, ademas de la resistencia a enfermedades. Sin embargo, la
falta de asesoria a dichos productores ha generado un rezago en el mejoramiento
genético La seleccion clasica en el ganado bovino, se ha basado mayormente en
rasgos cuantitativos tales como rendimiento de grasa, proteina y leche, los cuales se

asume que estan controlados por loci multiples (Cervantes et al., 2007).

El contenido total de proteinas en leche bovina es alrededor de 35 g con el 80%
representado por las caseinas aS1, aS2, -1 y k-CN, 10% por B-lactoglobulina, 2%
por a-lactoalbumina y componentes traza de enzimas e inmunoglobulinas (Naranjo et
al., 2007). El gen kappa-caseina (k-CN) codifica para la proteina kappa caseina, una
de las proteinas presentes en la leche. La proteina sérica B-lactoglobulina (B-LG)
presenta tres variantes genéticas principales, A, B y C (Paterson et al., 1995a),
particular, la variante B de la B-LG estéa asociada con un mayor rendimiento de queso
y a una menor produccion de leche (Ng-Kwai-Hang, 1998 segun Meza-Nieto et al.,
2009).

Del gen de la k-CN se han descrito seis variantes alélicas: A, B, C, E, F y G. Diversos
estudios han demostrado que el genotipo BB del gen k-CN esta relacionado con la
mayor produccion y calidad de la leche en bovinos. La leche bovina que contiene k-
CN del tipo B presenta mayor rendimiento de leche en la primera lactancia y en
multiples lactancias (Cervantes et al., 2007), ademas, contenido proteico mas alto en

la leche, mayor estabilidad al calor y a la congelacion, menor tiempo de coagulacion,
1



cuajo mas consistente y 5-10% mas rendimiento quesero (Barroso et al., 1998). Sin
embargo, no ha sido estudiada la frecuencia genotipica que codifica para el gen k-
CN y B-lactoglobulina en bovinos cebu-suizo en la zona Istmo-Costa de Chiapas.

Ante la creciente demanda de leche y sus derivados, se plantean diferentes
estrategias para aumentar la produccién, entre ellas la nutricibn, manejo, sanidad,
genética. Obtener ejemplares de buena genética sin duda es de gran importancia
para que las demas estrategias obtengan un resultado exitoso. En la actualidad, la
seleccion clasica de reproductores se puede complementar con la utilizacion de
técnicas moleculares como PCR-RFLP para identificar genes relacionados con la
calidad de la leche. De esta manera se contribuye al incremento del progreso

genético, por efecto de la disminucién del intervalo generacional.



1.1 Objetivos

a) Objetivo general

» Determinar la frecuencia genotipica que codifica para el gen k-CN y 3-

lactoglobulina en bovinos cebu-suizo en la zona Istmo-Costa de Chiapas

b) Objetivos especificos

» ldentificar el tipo de alelo del gen que codifica para la kappa-caseina y [3-

lactoglobulina en bovinos cebu-suizo en la zona Istmo-Costa de Chiapas

» Determinar la frecuencia alélicas del gen kappa-caseina y B-lactoglobulina en

bovinos cebul-suizo en la zona Istmo-Costa de Chiapas

1.2 Hipétesis

a) Ho: Existe un equilibrio de la poblacién en las frecuencias genotipicas del gen

kappa-caseina y B-lactoglobulina

b) H1: No existe un equilibrio de la poblacion en las frecuencias genotipicas del gen

kappa caseina y B-lactoglobulina



II. REVISION DE LITERATURA
2.1 Historia de la ganaderia bovina

La domesticacion de las vacas empez06 hace aproximadamente 8 mil afilos con gente
que habia estado viviendo con ganado salvaje durante siglos. Algunas personas
dicen que esto sucedi6 por primera vez en el oeste de Asia. No pasé mucho tiempo
antes que mucha gente en el Oriente Medio y Africa del norte tuviera a su ganado
bajo cierto control (Dirk, 1985).

La domesticacion del bovino se ha documentado profusamente y existen datos claros
que indican tres episodios bien definidos de domesticacion inicial para tres uros (Bos
primigenius) distintos: la subespecie B. primigenius primigenius, domesticada en el
Creciente Fértil hace alrededor de 8 000 afos; la subespecie B. p. opisthonomous,
posiblemente domesticada antes, hace unos 9 000 afios, en la region nororiental del
continente africano (Wendorf y Schild, 1994); y los antepasados del bovino B. taurus
sin giba del Cercano Oriente y Africa, respectivamente. Actualmente se cree que el
cebu con giba (Bos indicus) se ha domesticado mas tarde, hace unos 7 000 u 8 000
afios, en la region del valle del Indo del actual Pakistan (Loftus et al., 1994; Bradley
et al., y 1996; Bradley y Magee, 2006).

No existe nada parecido a las vacas lecheras entre el primer ganado domestico. De
echo pasaron muchos afnos antes que las vacas fueran la principal fuente de leche o
queso, desplazando a las cabras, borregos, venados, bufalos de agua, camellos y

caballos, y estos solo en algunas zonas del mundo.

Se piensa que al inicio las vacas fueron domesticadas para proporcionar carne,
cuero y cuernos, ya sea directamente o mediante sacrificios para alegrar a los

espiritus que cuidan a los bueyes salvajes.

2.1.1 Produccion bovina

La produccion y el consumo de productos de origen animal han experimentado un
rapido crecimiento en todo el mundo y se prevé que continuardn aumentando.
4



Mientras que los sistemas ganaderos tradicionales contribuyen a los medios de vida
del 70 % de la poblacion rural pobre del mundo, son las nuevas empresas en gran
escala con tecnologia avanzada y que comercian en el mercado internacional las que
cada vez en mayor medida satisfacen la demanda de carne, leche y huevos de unos

mercados en rapido crecimiento (FAO, 2019).

La produccion de leche tiene un enorme potencial en América latina. Existen grandes
extensiones de tierras donde solo es factible la explotacion ganadera. Muchos
subproductos agricolas y esquilmos pueden ser aprovechados con éxito por el
ganado. Ademas en algunas zonas el clima no es extremoso, por lo que es apto para
los bovinos de leche (DGTA, 1985).

El factor principal, que hasta el presente ha impedido un adecuado desarrollo de la
produccion de leche en América Latina, es el manejo especialmente en lo que se
refiere a la alimentacion de las vacas en produccion. Otras deficiencias se
encuentran en la genética , falta de higiene y el inadecuado combate de

enfermedades.

2.1.2 Ganado bovino de doble propésito

En la ganaderia existes diferentes sistemas de explotacion, tanto para la produccion
de leche o de carne con ganaderia especializada para cada fin zootécnico. También
existe un sistema de produccién de doble propoésito, con el que se busca la
produccion de leche y de carne en niveles aceptables, utilizando cruzas entre

diferentes razas de bovinos.

En las regiones tropicales de América Latina, el sistema de produccién bovina de
Doble Propésito se desarrolla principalmente bajo el sistema de manejo de pastoreo
extensivo (Vilaboa y Diaz, 2019) y es una de las principales actividades productivas
del sector agropecuario para la produccion de leche y carne (Orantes et al., 2010).
En Latinoamérica, en México y particularmente en Chiapas en la explotacion del
sistema de doble propodsito, los productores obtienen ingresos econdmicos por la
venta de leche y carne al mercado local y regional (Vera et al., 1994, Cortes et al.,



2003). La ordefia es manual y para estimular el descenso de la leche, el ordefiador

usa al becerro, (Figura 1).

con becerro al pie.

La alimentacién del sistema bovino de produccion doble propédsito es mediante el
pastoreo extensivo y la fuente genética es la cruza entre las razas Bos indicus x bos
Taurus (F1) (cebu x suizo; cebu x holandés y cebu x simental, entre otras) (orantes,
2010).

Por la adaptabilidad del sistema de bovinos de doble propdsito en las regiones
tropicales, es notoria su resistencia a enfermedades, en la produccion de leche y
carne (koppel et al, 1984).

En las explotaciones de doble propésito se ocupa la monta natural, contando con uno

o dos sementales (Figura 2).




2.1.3 Situacion actual de la produccién de leche en México

Dentro de las actividades pecuarias la produccién de leche ocupa la tercera posiciéon
en importancia econdémica con un 17%, solamente superado por la produccion de
carne de res y ave. La produccion nacional de leche fue de 12,008,239 miles de
litros; con dicha cifra México ocupa la octava posicion a nivel mundial en produccién
lactea, sin embargo ocupa el tercer lugar en importacion de leche en polvo en el
mundo. Para el afio 2019 el consumo de leche en México fue cubierto por un 43% de
produccion nacional y 57% de importacion, principalmente de Estados Unidos de

America y China.

La produccion de leche en México para el afio 2018 se concentré en pocos estados,

siendo los principales productores Jalisco, Coahuila y Durango (Cuadro 1).

Cuadro 1. Estados de México con mayor produccion de leche al afio (miles de litros)

Estado Miles de litros
Total nacional 12,008,239
Jalisco 2,433,017
Coahuila 1,353,017
Durango 1,226,362
Chihuahua 1,128,405
Guanajuato 850,063
Veracruz 723,615
Puebla 445,751
Chiapas’ 433,738
México 429,786




Aguascalientes 422,881

*Chiapas ocupa la octava posicion a nivel nacional
Datos obtenidos de SIAP-SADER
La produccion de leche en México del afio 2008-2018, se ha comportado de manera

ascendente (Figura 3)
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Figura 3. Produccion de leche anual en México de los afios 2008-2018

2.2 Componentes de la leche

La leche de vaca es un alimento basico en la alimentacion humana en todas las
etapas de la vida. Su procesamiento industrial ha permitido el acceso generalizado a

su consumo por parte de la poblacién (Fernandez et al, 2015).

La leche es una compleja mezcla de distintas sustancias, presentes en suspension o
emulsién y otras en forma de solucion verdadera y presenta sustancias definidas:
agua, grasa, proteina, lactosa, vitaminas, minerales; a las cuales se les denomina
extracto seco o solidos totales. Los sélidos totales varian por multiples factores como
lo son: la raza, el tipo de alimentacién y el estado sanitario de la vaca entre otros
(Goémez, et al., 2005).

2.2.1 El agua



El agua es el principal componente de la leche (FAO, 2016); representa
aproximadamente entre 82% y un 82.5% de la leche (Gomez et al., 2005). Por su
importante contenido de agua, la leche permite que la distribucion de sus
componentes sea relativamente uniforme y de esta forma cualquier cantidad de
leche, por pequefia que sea, contiene casi todos los nutrimentos disponibles
(Estrada, 2011).

El agua es la fase dispersante, en la cual los globulos grasos y demas componentes
de mayor tamafio se encuentran emulsionados o suspendidos. Las sustancias
proteicas se encuentran formando un coloide en estado de “sol” liéfobo (caseina y
globulina) o liéfilo (albumina), mientras que la lactosa y las sales se hallan en forma
de solucion verdadera. El peso especifico de la leche oscila entre 1.027 y 1.035, con
una media de 1,032. El punto de congelacién se encuentra por término medio entre -
0.51 °C y -0.55 °C en virtud de la lactosa y sales disueltas; la técnica de su
determinacion se llama crioscopia y ha sido también adoptada en el examen de la
leche para determinar posibles adulteraciones por adicién de agua. También puede
influir sobre el punto de congelacion de la leche la acidificacion, en cuyo caso el
punto crioscopico disminuye. El calentamiento de la leche origina la elevaciéon del
punto de congelacién (Gémez et al., 2005).

2.2.2 Lagrasa

La grasa es el elemento mas variable de la leche y determinante principal de sus
propiedades fisicas y organolépticas (Ferndndez, 2015); La grasa fluctia entre 2,5 a
5.5% y es considerada la variable mas importante para la industrializacion de la leche

(Augustin y Versteeg, 2006, segun WingChing-Jones y Mora-Chaves, 2013)

La grasa lactea se sintetiza en su inmensa mayoria en las células secretoras de la
glandula mamaria y constituye cerca del 3% de la leche (GOmez, 2005). La grasa
lactea esté presente como glébulos microscdpicos en una emulsion de lipidos y agua
(Heid y Keenan, 2005; Singh, 2006, segun Garcia, 2014). Se forman miles de
glébulos de tres a cuatro micras de diametro por término medio, variando de 1 a 25
micras. Cuando se deja la leche en reposo, estos globulos ascienden formando una
capa de nata. Estos glébulos estan protegidos por membranas, evitando asi ataques

enzimaticos (Zabala, 2005).



La grasa de la leche de vaca es considerada como una de las grasas mas complejas
de origen natural, debido a la gran cantidad de acidos grasos con diferentes
estructuras bioquimicas, peso molecular, y grado de insaturacién (Harvatine et al.,
2009, segun Garcia et al., 2014).

Los acidos grasos de la leche de vaca, se originan casi por igual de sus dos fuentes,
la alimentacion y la actividad bacteriana en el rumen (Mansson, 2008). EIl contenido
de acidos grasos saturados es mas bajo en el verano cuando las vacas pastan y mas
alto en el invierno debido a la alimentacién en interiores. El contenido de los acidos

grasos insaturados muestra el patron opuesto con la mayor cantidad en el verano.

La grasa lactea estd compuesta aproximadamente por 70% de &cidos grasos
saturados, 26% de acidos grasos moniinsaturados, y 4% de Aacidos grasos

poliinsaturados (Jensen. 2002).

El acido graso mas importante desde el punto de vista cuantitativo es el acido
palmitico que representa el 30% en peso de los acidos grasos totales. El acido
miristico y el acido estearico representan el 11 y el 12% en peso, respectivamente.
Los acidos grasos monoinsaturados son el &cido oleico (23%). Los principales &cidos

grasos poliinsaturados son el acido linolenico y el acido a-linolenico (Mansson, 2008).

Cuadro 2. Principales &cidos grasos presentes en la leche de vaca, porcentaje

aproximado
Nombre Nomenclatura quimica Numero de atomos Enlaces Estado*
comun % C H? (o8 dobles

Acidos grasos saturados

Butirico Butanoico 4.5 4 8 2 0 Liquido
Caproico Hexanoico 2,2 6 12 2 0

Caprilico Octanoico 25 8 16 2 0

Caprico Decanoico 3,8 10 20 2 0 Solido
Laurico Dodecanoico 5,0 12 24 2 0

Miristico Tetradecanoico 11,0 14 28 2 0

Palmitico Hexadecanoico 25,0 16 32 2 0

Estearico Octadecanoico 7.0 18 36 2 0
Acidos grasos monoinsaturados

Oleico Octadecenoico cis-9® 3,0 18 34 2 1
Acidos grasos poliinsaturados

Linoleico Octadecadienoico cis-9,12 2,0 18 32 2 2 Liquido
Linolénico Octadecatrienoico c¢is-6,9,12 0,7 18 30 2 3
Araquiddnico Eicosatetraenoico cis-5,8,11,14 0,7 20 32 2 4
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carbono, hidrogeno, %oxigeno, “temperatura ambiente. Modificado a partir de (Bylund,
2003), con informacién de (MacGibbon y Taylor, 2006; Mansson, 2008).

2.2.3 Hidratos de carbono

Los hidratos de carbono no son sélo una fuente importante de produccién rapida de
energia en las células, sino que son también bloques de construccién estructurales

de las células y componentes de numerosas rutas metabdlicas (McKee et al., 2003).

Lactosa es el hidrato de carbono mayoritario de la leche, que participa ademas en la
sintesis de glucolipidos cerebrosidos (esenciales en el desarrollo neurolégico
temprano) y de glicoproteinas, (fernandez et al., 2015). La proporcion de lactosa
oscila entre 3.8 y 5.3% (Walstra et al., 2006, segun WingChing-Jones y Mora-
Chaves, 2013).

La lactosa es un disacéarido presente en la leche de los mamiferos que supone la
mayor fuente de hidratos de carbono durante la lactancia. Se sintetiza por accion de
la lactosa sintetasa a partir de la glucosa en la glandula mamaria, y esta formada por
una molécula de glucosa y otra de galactosa unidas por un enlace B-1,4 (Infante,
2018).

Ademas de la lactosa la leche contiene otros hidratos de carbono no absorbibles, los
oligosacaridos, que promueven la existencia de una flora bifidégena en el intestino.

Constituyen la fibra soluble de la leche (Fernandez et al., 2015).

2.2.4 Vitaminas

Las vitaminas son nutrientes necesarios para el buen funcionamiento celular del
organismo y a diferencia de algunos minerales, actian en dosis muy pequefias
(Chazi, 2006).

La leche de vaca entera tiene cantidades significativas de algunas vitaminas
hidrosolubles y liposolubles (Fernandez et al., 2015). La leche contiene vitaminas
como la A, D, E, K, B1, B2, B6, B12, C, carotenos, nicotinamida, biotina, acido félico,

su concentracién esta sujeto a grandes oscilaciones (Gémez et al., 2005). Un
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porcentaje elevado de los requerimientos de vitaminas B12, riboflavina, vitamina A,
niacina y piridoxina se cubren con el consumo de leche recomendado segun la edad
(Michaelsen et al., 2007).

El calostro posee una extraordinaria riqueza vitaminica, contiene de 5 a 7 veces mas
vitamina C y de 3 a 5 veces mas vitaminas B2, D y E que la leche normal. También
influye la época del afio, tiempo atmosférico, ambiente y alimentacién; este altimo
factor repercute en los carotenos y en la vitamina A como consecuencia de la
abundante ingestion de carotenos cuando la base de la alimentacion son forrajes
frescos (Gomez et al., 2005).

2.2.5 Minerales

Alrededor del 1% de los componentes de la leche son minerales, presentes en forma
tanto de sales organicas como inorganicas 13. Es, por tanto, una importante fuente
de estos elementos para suplir las necesidades de crecimiento y desarrollo, asi como
para mantener un adecuado equilibrio i6nico del medio interno (homeostasis)
(Fernandez et al., 2015).

La leche de vaca contiene sodio, potasio, magnesio, calcio, manganeso, hierro,
cobalto, cobre, fosforo, fluoruros, yoduros. Ademas, se reconoce la presencia de
otros en cantidades vestigiales, como el aluminio, molibdeno y plata. En la
membrana de los glébulos grasos se encuentran en mayor concentracion el calcio,
cobre, hierro, magnesio, manganeso, fosforo y zinc. Una parte de los metales sobre
todo los alcalinos y los halégenos, se encuentran libres en forma de iones en
solucion. El calcio, por el contrario, se halla en su mayor parte ligado a la caseina.
Tan solo un tercio del calcio y del magnesio se encuentra en disociacién ionica.
Ademéas de los cloruros y fosfatos, deben mencionarse también los citratos,

presentes en una cuantia media de 2.3 gr/L.

Durante la lactancia descienden primero los contenidos de calcio y fésforo, para al
final volver a aumentar ligeramente. Asimismo disminuye la tasa de potasio, mientras
gue la de sodio muestra desde el principio tendencia a aumentar. El contenido de
calcio se ve influido por la época del afio. La tasa de magnesio permanece

practicamente invariable. Reviste especial interés la cantidad de cobalto ya que este
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elemento es imprescindible para la sintesis de vitamina B12, tan importante para los

animales y el hombre.
2.2.6 Proteinas

Entre los mas complejos de todos los compuestos organicos, las proteinas son
esenciales para todas las formas de vida. Se componen de una serie de “bloques de
construccion” que se conocen como aminoacidos. Los animales pueden sintetizar
proteinas solo a partir de las proteinas mismas o de los aminoacidos que consumen
en sus alimentos; aun cuando algunas veces pueden transformar un aminoacido en
otro (Bath et al., 1982).

La composicion de la proteina es un factor de gran importancia dentro de la
industrializacion lactea, ya que influye de manera directa sobre el rendimiento y la

aptitud tecnoldgica de la leche (Garcia, Montiel y Borderas, 2014)

La leche de vaca proporciona una gran cantidad de proteinas facilmente digeribles y
de alto valor bioldgico, ya que aportan los aminoacidos para cubrir los requerimientos

humanos, incluidos los esenciales (Fernandez et al., 2015) (Cuadro 3).

Abreviatura g/L Yo
Caseinas 28.0 78
a,-Caseina o,,-CN 12,4 34,7
og,-Caseina o,-CN 3,0 8,3
B-Caseina B-CN 7,0 19
k-Caseina K-CN 4.2 12
y-Caseina v-CN 1.4 4
Proteinas del lactosuero 7.2 20
B-Lactoglobulina B-LG 4.2 11,7
a-Lactoalbumina a-LA 1.1 3
Fraccion proteosa-peptona PP 0,8 2,2
Inmunoglobulina G 1gG 0.6 1,7
Inmunoglobulina M IgM 0,09 0,25
Inmunoglobulina A IgA 0,01 0,027
Albumina de suero AS 0.3 0,83
Lactoferrina LF 0,1 0,27
Proteinas de la membrana del glébulo graso 0,7 2

Cuadro 3. Principales proteinas de la leche de vaca, porcentaje aproximado.
!Asumiendo 36g/L de proteina y 78% de caseina

Informacion sintetizada de (Swaisgood, 2003; Farrell Jr. et al., 2006; Barroso et al.,
2012)
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El contenido total de proteinas en leche bovina es de alrededor de 35g L-* (Naranjo
et al., 2007). Esta proteina lactea es una mezcla de numerosas fracciones proteicas
diferentes y de pesos moleculares distintos (Gomez et al., 2005). La leche puede ser
dividida en dos fracciones proteicas, las séricas (a-lactoalbumina y B-lactoglobulina)
y las cuatro caseinas (as1, as2, B, k-caseina), cada una de las cuales exhibe al

menos dos variantes genéticas (Eigel et al., 1984, segun Cervantes et al., 2007).

2.2.6.1 Caseinas

La caseina es la proteina mas abundante, ademas de ser la mas caracteristica de la
leche por no encontrarse en otros alimentos, existen tres tipos de caseinas (alfa, beta
y kappa caseina), en la leche también se encuentra la albumina y la globulina
(Guevara-Garay et al., 2013).

Las caseinas as1 y as2 constituyen aproximadamente el 48% de las caseinas
totales, las B caseinas el 35% y k-caseina el 13%. Las a y B caseinas contienen
grupos serina fosfato, la k-caseina presenta muy pocos, razén por la cual tiene baja
capacidad para unirse al calcio, lo que la hace insensible a la precipitacion inducida
de las proteinas lacteas (Muysson y Verrinder, 1989, segun Naranjo et al., 2007).

Las caseinas tienen un alto contenido de aminoacidos esenciales que se separan de
la parte acuosa por accién de enzimas como la quimosina, la cual precipita la

proteina en la elaboracién quesos (Guevara-Garay et al., 2013).

El comportamiento de los diferentes tipos de caseinas en la leche al ser tratada con
calor, diferente pH y diferentes concentraciones de sal, provee las caracteristicas de

los quesos, los productos de leche fermentada y las diferentes formas de leche.

2.2.6.1.1Kappa caseina

La kappa caseina es una de las proteinas, presentes en la leche, mas estudiadas en
Bos Taurus por su importante papel en la industrializacion, especialmente en la

produccion de queso (Solarte, 2009).
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Dentro de la caseinas de la leche, la kappa-caseina tiene gran influencia en la
composicién de la leche en relacion con su capacidad de coagulacion, tiempo de
formacion del cuajo, tasa de formacién de la cuajada, y vigor del codgulo en la

produccion de queso para consumo humano (Guevara-Garay et al., 2013).

El conocimiento de los factores que definen el nivel de kappa caseina en la leche es
de relevancia para los productores y procesadores, puesto que la elevacion de su
contenido puede derivar en un mayor rendimiento del producto para la elaboracion
de derivados lacteos y, a su vez, en un mayor beneficio econémico. La secuencia de
aminodcidos y el hecho de que requiera altas temperaturas para su desnaturalizacion
hacen de la Kappa caseina un excelente nutriente (Guevara-Garay et al., 2013).

La kappa caseina estad formada por 169 aminoacidos y presenta una glucosilacion
con los residuos de serina en varios segmentos de su molécula (Swaisgood, 2003,
segun Garcia et al., 2014). Presenta Uunicamente un grupo fosfato, generando una

interaccién con el calcio mucho menor en comparacion con las otras caseinas.

El paso inicial en la fabricacion de la mayoria de los quesos es la hidrélisis
enzimatica de la kappa caseina, este proceso se realiza en presencia de la enzima
guimosina o rennina la cual en la primera etapa rompe la kappa caseina en los
aminoacidos fenilalanina 105 y metionina 106 ocasionando la reduccion del total de
la carga negativa y la repulsion estérica, haciendo las micelas susceptibles a la
agregacion. De la misma forma, el tratamiento con calor a 85-95 o C ha sido
ampliamente reportado para incrementar el pH, gelificacion y firmeza en leche acida,
proceso que tiene gran aplicacion en la elaboracion de yogures, esto se atribuye a la
formacion de complejos entre las proteinas del suero y la kappa caseina inducidos

por la temperatura (Guevara-Garay et al., 2013).

2.2.6.2 Proteinas séricas
2.2.6.2.1 Beta lactoglobulina

B-lactoglobulina es uno de las proteinas de suero que se descubren en la leche
animal, incluyendo leche de oveja, vaca, cerdo y perro, pero no se ha encontrado en

el raton y otros mamiferos. Debido a las variaciones genéticas intra e
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interespecificas, existe en varias variantes. En las Ultimas décadas la determinacion
del polimorfismo genético de la leche los investigadores se centran en las proteinas
debido al posible vinculo entre los genotipos y econémicamente rasgos importantes
del ganado lechero (Dokso et al., 2014)

La B-lactoglobulina es la proteina sérica mas abundante en la leche de los rumiantes,
considerada la primera proteina lactea estudiada cerca de los afios 50

(Aschaffenburg y Drewry, 1995, segun Inioska et al., 2010).

Las B-lactoglobulinas estan controladas por un unico locus en genes autosémicos y
hay evidencias que permiten correlacionar sus variantes con aptitud lechera en las
razas bovinas; las B-lactoglobulina ejercen un efecto significativo de la expresion de
los genes en la composicion de la leche y en sus propiedades de procesamiento y

rendimiento quesero (Ripoli et al., 2003, segun Veli, et al., 2008).
2.2.6.2.2 Alfa lactoalbumina

La a-lactoalbumina y la beta- lactoalbumina difieren de la caseina en que contienen
cisteina, un aminoacido sulfuroso, y el aminoéacido triptofan en lugar del fosforo.
También difieren que se coagulan con facilidad mediante el calor y no se precipitan
debido a la accién de los &cidos. Aun cuando son un componente proteinico menor
de la leche, son importantes desde el punto de vista nutritivo, puesto que
complementan las cualidades de la caseina (Bath et al., 1982).

2.2.6.3 La albumina

La albumina es la proteina de la leche, que sigue en cantidad a la caseina, con una
cifra aproximada de 0.5% mientras que la caseina es relativamente estable a la
accion del calor, las albuaminas se desnaturalizan con facilidad al calentarlas. Por
esta razon durante el proceso de calentamiento a altas temperaturas se destruye
gran parte de la proteina sérica (Gémez et al., 2005).

2.2.6.4 Las globulinas

Las globulinas de la leche, son proteinas de alto peso molecular que se encuentran
preformadas en la sangre. También es posible que parte se produzca en las células

del parénquima mamario. Son las proteinas que mas fluctuaciones experimentan en
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el transcurso de un periodo de lactacion, desde 9% al 16% del total de la proteina,
que es la tasa que puede alcanzar en el calostro, disminuye hasta ser de sélo unas
milésimas de dicho porcentaje en las ultimas etapas de la lactancia (Op, Cit).

Las inmunoglobulinas constituyen sélo cerca del 0.1% de la leche normal; sin
embargo, su concentracion aumenta considerablemente durante el periodo de
formacion del calostro. Esas inmunoglobulinas actlan como portadoras de
anticuerpos para proteger al ternero recién nacido contra organismos patdgenos
(Bath et al., 1982).

Los anticuerpos o inmunoglobulinas que se encuentran en el calostro son proteinas
que se encuentran en el torrente sanguineo, y hacen parte del sistema inmunol6gico
cuya funcién es neutralizar y ayudar a destruir bacterias, asi como otras particulas
extrafias que hayan invadido el cuerpo; debido a esto se hace necesario el consumo

de calostro en las primeras horas de vida del neonato (GOmez et al., 2005).

2.3 Kappa caseina como indicador en produccién de quesos

Las caseinas estan codificadas por genes autosdomicos estrechamente ligados lo que
implica que la unidad de transmisidn genética sea el haplotipo. Del gen de la k-
caseina se han descrito seis variantes alélicas: A, B, C, E, F, Y G. La capa caseina
esta conformada por 169 aminoé&cidos, con regiones variables en los codones 136 y
148 del tercer exon: la variante A contiene treonina en el codén 136 (ACC) y acido
aspartico en el 148 (GAT), la variante b contiene isoleucina (ATC) y alanina (GCT),
la leche bovina que contiene k- caseina del tipo B presenta contenido proteico mas
alto, mayor estabilidad al calor y a la congelacién, menor tiempo de coagulacion,

cuajo mas consistente y 5-10% mas rendimiento quesero (barroso, 1998)

2.4 Mejoramiento genético bovino

Uno de 105 pioneros del mejoramiento animal, fue el ingles Roberto Backwell
durante el periodo 1760-1795, en el cual inicié la aplicacion de la seleccion artificial

con base en la produccion individual, prueba de progenie y al uso de |la
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consanguinidad. Como resultado, se formaron muchas nuevas razas de ganado,

estableciéndose el tipo ideal para cada una de ellas (Ochoa, 1991).

Los programas de mejoramiento genético se definen como programas sistematicos y
estructurados destinados a modificar la composicién genética de una poblacion sobre
la base de unos criterios de rendimiento objetivos (FAO, 2019).

En la produccion de leche, se logr6 un importante progreso genético, por el
desarrollo de dos hechos. Primero la formacion de en Dinamarca en 1885 de una
asociacion para llevar el control de produccion en hatos lecheros; estas asociaciones
rapidamente se diseminaron en diferentes paises. ElI segundo, fue el
redescubrimiento del trabajo de Mendel en 1900, el cual es el fundamento de la
Ciencia de la Genética (Ochoa, 1991).

2.5 Seleccidén y cruzamiento de ganado bovino

La seleccion y el cruzamiento son dos herramientas principales para introducir
cambios genéticos en las poblaciones ganaderas. La seleccion tiene que ver con el
mejoramiento genético utilizando variaciones entre individuos dentro de la poblacion
(raza), proceso que generalmente se conoce como mejoramiento en raza pura, en

contraste con el cruzamiento que utiliza la variabilidad entre razas (FAO, 2019).

El sector ganadero busca mejorar la productividad de carne, leche, y rusticidad, por
medio de los cruzamientos, lo que ha conllevado al deterioro de las lineas raciales,
repercutiendo en la disminucién de calidad y cantidad de produccion e influyendo

directamente en la rentabilidad (Marizancén y Artunduaga, 2017).

Brasil, lider en programas de mejoramiento en el trépico, ha obtenido importantes
avances en progreso genético en su rebafio de leche por medio del mejoramiento
clasico y de técnicas reproductivas como inseminacion artificial y mas recientemente,
con trasferencia de embriones y fecundacion in vitro, principalmente para
caracteristicas de facil medida y alta heredabilidad (Ardila, 2010). En donde se esta
manejando e introduciendo el mejoramiento genético, practicas que incrementan el

valor productivo y reproductivo de los bovinos (Op. cit.)
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2.6 Seleccién tradicional

La mejora genética de las caracteristicas de naturaleza cuantitativa, como la
produccion y calidad de la leche bovina, se ha hecho tradicionalmente utilizando
principios estadisticos para identificar animales que se seleccionan dentro de
poblaciones, acompafiada de cruzamientos entre los mismos para aprovechar el

efecto de vigor hibrido (Misztal y Wiggans, 1988, segun Truijillo et al., 2000).

El mejoramiento de caracteres cuantitativos a partir de mediciones fenotipicas
realizadas en individuos adultos con un progreso genético lento y costoso y un

intervalo generacional prolongado como el caso de los bovinos (Solarte et al., 2009).
2.7 Seleccién por pedigri

El monitoreo de la estructura poblacional, la consanguinidad, el tamafio efectivo de
poblacién y la probabilidad de origen de los genes, permite prevenir perdidas de
diversidad genética en las poblaciones bovinas, particularmente en poblaciones bajo
procesos de seleccién (Ramirez-Valverde et al., 2018).

En varios paises se ha generado la informacion acerca de la diversidad genética de
sus poblaciones animales, tanto para razas locales como transfronterizas, lo que ha
sido ampliamente estudiado mediante analisis de pedigri y usado en poblaciones de

animales domésticos (Op. cit).

El andlisis de los datos del pedigri es una herramienta importante para describir la
constitucién genética de las poblaciones. Los principales indicadores que se utilizan
en el estudio de los pedigries son: tamafio efectivo de poblacion, numero efectivo de
ancestros y aportaciones porcentuales de los ancestros fundadores (Boichard et al.,
1997; Parland et al., 2007), estructura de hatos, ganaderias o subpoblaciones y sus
contribuciones con reproductores (Vasallo et al., 1986; Gutiérrez et al., 2003),
intervalo entre generaciones (Parland et al., 2007), indice de conservacion genética
(Valera et al.,1998, segun Dominguez et al., 2010).

Los principales factores que influyen en el exactitud de los parametros de las
poblaciones usando el andlisis de pedigri son la integridad y nivel de completitud del

pedigri (Ramirez-Valverde et al., 2018).
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Los estudios demogréficos permiten describir la estructura y dinamica de los
individuos en las poblaciones, mientras que los estudios genéticos permiten analizar
la variabilidad y evolucién del conjunto de genes que constituyen a los individuos
(Goyache et al., 2003; Gutiérrez et al., 2003, segun Dominguez et al., 2010).

2.8 Seleccién por prueba de progenie

Hasta hace algunos afios los programas de mejora genética en bovinos de leche
buscaron aumentos en el volumen de produccién, obteniendo en USA un progreso
genético anual de mas de 100 kilos de leche por animal. Sin embargo, este cambio
genético en la poblacién, en algin momento comenzo6 a disentir con el objetivo final

de la empresa lechera que es la rentabilidad.

Es importante recordar que las caracteristicas genéticas o el énfasis de cada una de
ellas en la funcion de mérito total son diferentes de acuerdo al pais o zona
agroecoldgica en que se emplaza la empresa lechera, de esta manera hay diferentes
indices de mérito total en diferentes paises o para diferentes zonas de la industria

dentro de un mismo pais

Los sélidos totales en la leche reciben una ponderacion positiva dentro de los indices
de mérito total de los principales paises productores de leche, siendo la produccién
de proteina la que recibe la mas alta ponderacion relativa (Carvajal, De la Barra y
Uribe, 2012)

2.9 Seleccibn asistida por marcadores

Actualmente, con el uso de herramientas moleculares se han logrado extraordinarios
avances en el mejoramiento genético de diferentes sistemas de produccion, por
medio de la estimacion de la variabilidad genética a través del estudio de
polimorfismos de ADN (Solarte-Portilla et al., 2009). Identificacion de secuencias
asociadas a caracteres productivos, aplicacién de tecnologias moleculares para la
identificaciébn de loci asociados a caracteristicas cuantitativas (Burgos-Paz et al.,
2007).

Las ganancias genéticas pueden ser aceleradas mediante el uso de la genética

molecular aplicada al mejoramiento animal, principalmente a través de marcadores
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moleculares asociados a loci de caracteristicas cuantitativas y genes candidatos,

como parte de la seleccion asistida por marcadores (Ardila, 2010).

El genoma bovino contiene aproximadamente tres mil millones de pares de bases,
empacadas en 30 pares de cromosomas, de las cuales se calcula que sélo el 10%
contiene informacion util traducible en proteinas (Barendse, 1994, segun Trujillo et
al.,, 2000). Entre estas secuencias ocurren mutaciones que generan diferentes
polimorfismos heredables, que pueden alterar o no las proteinas que codifican (Clark,
1992).

El polimorfismo de la leche ha recibido un interés investigativo considerable debido a
su uso potencial como ayuda a la seleccion genética y a las caracterizacion genética

del ganado bovino (Cervantes et al., 2007).

2.10 Marcadores asociados ala calidad de laleche

Se han descrito relaciones entre los genotipos de las diferentes proteinas lacteas y
algunas caracteristicas productivas. De estos estudios se conoce que el genotipo AA
de la b-lactoglobulina est4 asociado con un elevado rendimiento de leche, mientras
que el BB se relaciona con un elevado contenido de grasa y caseinas, por lo tanto es
mas deseable para la manufactura de quesos. El alelo B de la k-caseina se asocia
con elevados rendimientos de proteina total, el rendimiento de leche en la primera

lactancia y en multiples lactancias.

La combinacién LG BB , CASBB y CSN3B es favorable para la leche destinada a la
produccion de queso y LGBA , CASBC y CSN3A vy para la leche destinada al
consumo como leche fluida. Existen evidencias de que las leches caracterizadas por
el alelo B de estas tres proteinas presentan un menor contenido de nitrégeno y
mejores propiedades de coagulacion que aquellas leches tipo A, por lo tanto
favorables las primeras para la produccion de quesos, la seleccién a favor de la
CSN3B ejerce un efecto de arrastre favorable a los alelos LGBB y CASBB y negativo
para el alelo CASA1C (32).
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2.10.1 Gen kappa-caseina

Las caseinas estan codificadas por genes autosomicos estrechamente ligados
(Chessa et al., 2003), lo que implica que la unidad de transmision genética sea el
haplotipo. Del gen de la k-caseina se han descrito seis variantes alélicas: A, B,C,E,F
Y G. La k-caseina esta conformada por 169 aminoacidos, con regiones variables en
los codones 136 y 148 del tercer exon; la variante A contiene treonina en el codon
136 (ACC) y acido aspartico en el 148 (GAT). La variante B contiene isoleucina
(ATC) y alanina (GCT) (Barroso et al., 1998).

La leche bovina que contiene k-caseina del tipo B presenta contenido proteico mas
alto, mayor estabilidad al calor y a la congelacion, menor tiempo de coagulacion,
cuajo mas consistente y 5-10% mas de rendimiento quesero (Op. cit).

El alelo B de la k- caseina eleva la concentracion de la kappa caseina en la leche de
los bovinas (Van Eenennaam y Medrano, 1991). La presencia de kappa caseina B
reduce el tamafo de la micela, lo cual aumenta su estabilidad térmica y reduce el
peligro de coagulacion y gelificacion durante los procesos de esterilizacion (Fox,
1982; Medrano y Aguilar-Cérdova, 1990:

La leche derivada de animales kappa caseina AA tiene menor porcentaje de proteina
k-caseina y como consecuencia de esto, una mayor proporcion de micelas grandes.
Por el contrario, la leche de animales kappa caseina BB presenta mayor proporcion
de proteina k-caseina y micelas mas pequefias. Esta caracteristica explica la
formacién de un cuajo mas firme y una mayor retencién de sélidos, lo que resulta en
un rendimiento superior durante la produccion de queso, comparada con la leche

producida por animales con genotipo kappa caseina AA (Requena y Aguera, 2007).

2.10.2 Gen B-lactoglobulina

En bovinos Bos Taurus-indicus, el gen de la B-lactoglobulina consta de 827 pares de
bases y esta ubicado en el cromosoma 11 (Inioska et al., 2010), presenta diferentes
variantes las cuales difieren entre si por sustituciéon de uno o mas aminoacidos en la

secuencia de la proteina citar (Creamer et al., segun Inioska et al., 2010).
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Las beta lactoglobulinas (BLG) estan controladas por un unico locus en genes
autosomicos y hay evidencias que permiten correlacionar sus variantes con aptitud
lechera en las razas bovinas; las BLG ejercen un efecto significativo de la expresion
de los genes en la composicién de la leche y en sus propiedades de procesamiento,

y rendimiento quesero (Ripoli et al., 2003).

Al igual que en el caso de k-caseina, se han descripto dos variantes alélicas
mayoritarias: A y B. La expresion diferencial de los alelos A y B de BLG ha sido
observada en diferentes poblaciones de ganado bovino lechero (Requena y Aguera,
2007).

Numerosos autores han reportado el efecto cuantitativo de las variantes alélicas en la
composicién de la leche, asi como en la produccion de queso. Por ejemplo,
observaron un efecto significativo de LGB sobre la cantidad de proteinas (Haenlin et
al., 1987) hallaron una asociacion entre LGB y el porcentaje de grasa en la leche
(Cowan et al., 1992).

Hay evidencias que el alelo A se asocia a una mayor produccion de leche y proteina,
mientras que el B se relaciona con un alto porcentaje de grasa (Bobe et al., 1995),
contenidos de caseina y proporcion de caseina/proteina total (Sabour et al., 1993).
Asimismo, el alelo B de la BLG se asocia al mayor rendimiento quesero al elevar la
sintesis de caseinas sobre las proteinas del suero de la leche (Bobe et al., 1999

segun Requena y Aguera, 2007).

2.11 Ley de Hardy-Weinberg

En 1908, Hardy, matematico ingles y Weinberg, médico aleman trabajando
independientemente, publicaron ciertas ideas fundamentales de la distribucion de los
genes en las poblaciones. Estas son conocidas ahora como la ley de Hardy-
Weinberg, esta ley dice que en grandes poblaciones, en donde 1) la frecuencia de
uno de los alelos es igual a a; 2) la frecuencia del otro es igual a b; 3) la suma de las
frecuencias a + b es igual a uno, y 4) los apareamientos son al azar. La

descendencia de los tres genotipos se presentara en una relacion definida, o estara
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en equilibrio en la siguiente generacién en las frecuencias a? + 2ab + b? (Lasley,
1963).

De acuerdo a la ley Hardy-Weinberg se dice que:

1.- la poblacién es panmictica (todos los individuos tienen la misma posibilidad de

aparearse y el apareamiento es al azar).

2.- la poblacion es suficientemente grande (para minimizar las diferencias existentes

entre los individuos).
3.- La poblacién no esta sometida a migracion, mutacion, o seleccién

4.- Las frecuencias alélicas y genotipicas se mantienen de generaciébn en

generacion.

I1l. MATERIAL Y METODOS
3.1 Localizacion del area de estudio

La region IX Istmo-Costa estd conformada por cuatro municipios: Arriaga, Tonala,

Sur-Sureste del estado de Chiapas, geograficamente se ubica entre los 15° 18" y 16°
16" de latitud norte y entre los 92° 55" y 94° 03" de longitud oeste (carta geografica




del estado de Chiapas, Gobierno del estado 1988-1994, HIFET, S. A DE C. V.,
México, D. F.); Colinda al norte con los municipios de Cintalapa y Jiquipilas de la
Regioén Il Valles Zoque; Villacorzo, Villaflores, La Concordia, Angel Albino Corzo y
Monte Cristo de la region X Soconusco y Siltepec de la region Xl Sierra Mariscal, al
sur y oeste con el Océano Pacifico y el Estado de Oaxaca, siendo la sede la Ciudad

de Tonal& Chipas.
Figura 4. Localizacion del area de estudio zona Istmo-Costa de Chiapas
3.1.1 Extension territorial

La regién Istmo Costa esta conformado por cuatro municipios: Arriaga, Mapastepec,
de la superficie estatal, siendo la sexta region de mayor extension territorial en el

estado.
3.1.2 Fisiografia

La region IX Istmo-Costa, forma parte de las regiones fisiogréaficas llanura costera del
Pacifico y Sierra Madre de Chiapas; el relieve del terreno estd formado
principalmente de llanuras y sierras; forma parte de la provincia denominada
“Centroamericana”, que comprende las Subprovincias. “Llanura del Istmo” y “Las
Llanuras Costeras de Chiapas y Guatemala”, se ubica en la planicie costera de
Chiapas y zona litoral del Pacifico, en donde la pendiente de los suelos pueden variar
desde zonas sujetas a inundaciones marinas hasta elevaciones que van mas alla de
los 1,000 msnm. El 48% es Planicie, 19% de lomerio, 20% Montafioso y el 4%

Pantanoso.
3.1.3 Edafologia

La Regidn IX Istmo-Costa presenta nueve unidades de suelo, siendo las principales:

Regosol, Cambisol y Litosol.
3.1.4 Topoformas

En la Regidn, existen basicamente dos sistemas de topoformas, dentro de los que
destacan los sistemas de: Sierra Alta Escarpada Compleja con un 42.29% y Llanura
Costera 41.24%.
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3.1.5 Geologia

La superficie de la Region IX Istmo-Costa presenta diez tipos de rocas, siendo las

principales: suelo aluvial, granito y granodiorita.
3.1.6 Clima

La region IX Istmo-Costa presenta climas de los grupos calidos y semicalidos.
Predomina el calido subhimedo con lluvias de verano, seguido por el clima célido

himedo con lluvias abundantes de verano.

Durante los meses de mayo a octubre, la temperatura minima promedio va desde los
12°C y hasta los 22.5°C, predominando los 21°C a 22.5°C en el 64.19% de la region.
En este mismo periodo. La temperatura maxima promedio oscila de los 21°C y hasta
los 34.5°C, predominando los 33°C a 34.5°C en el 59.88% de la region. La
precipitacion pluvial en estos meses oscila de los 1,200 mm y hasta los 3,000 mm.

En el periodo de noviembre a abril, la temperatura minima promedio va de los 9°C
hasta més de 19.5°C, predominando de 18°C a 19.5°C en el 69.63% de la region; y
la maxima promedio va de los 18°C y hasta méas de los 33°C, predominando las
temperaturas mayores a 33°C en el 53.24% de la region y de 30°C a 33°C en el
29.99% de la regién. La precipitacion pluvial durante este periodo va de los 50mm a

los 300mm.
3.2 Caracteristicas generales

La toma de muestra se realizd en vacas en lactancia, que tenian de uno a cinco

partos, en bovinos de doble propésito en la zona Istmo-Costa, Chiapas.
a) Criterios de inclusion

» vacas en lactancia
» Toros reproductores o destinados a la reproducciéon
» Bovinos de la zona Istmo-Costa de Chiapas

» Ganado bovino en explotaciones de doble propésito
b) Criterios de exclusién

> Vaca forra
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» Toros destinados a rastro

» Bovinos de otra zona de Chiapas

3.3 NUumero de muestras

El tamafio de muestra se realiz6 conociendo el tamafio de la poblacion de vacas y
toros en produccion de la zona Istmo-Costa de Chiapas. Para ello se utiliz la
siguiente formula

Donde: N Z& rq
2
_ " n=
n= tamafio de muestra Ne? + Zé pq
Z= nivel de confianza Z
p= probabilidad del éxito

g= es la probabilidad del fracaso
N= tamafio de la poblacion

e= error

a= el nivel del error

3.4 Toma de muestras

La coleccion de muestras se realizé en la zona istmo costa de Chiapas en los

bovinos de 15 explotaciones ganaderas. Las muestras fueron extraidas por puncion

de la vena coccigea recolectadas en tubos Vacutainer con anticoagulante EDTA.




Las muestras se conservaron en refrigeracion.

Figura 5. Toma de muestra de sangre bovina de la vena coccigea

3.5 Extraccién de ADN en sangre bovina

La extraccion de ADN se realizd en el laboratorio de Biologia Molecular de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia-UNACH utilizando el protocolo descrito
por Cruz et al., (2017) (Figura 6). Para ello se tomaron 50 a 100 ul de sangre y se

agregaron 900-950 ul de a_se agito vigorosamente

5 minutos, del paquete
y 50ul de SDS al 10%,
24 horas, para después

por 10 segundos, se p
celular recuperado se
posteriormente se incu
calentar la muestra a o se afadid 400ul de
inutos, se recupero la
a -20°C por 24 horas,

ol al 70% para reposar

Cloroformo-alcohol y s
fase superior y agrego
paso seguido se recup _
a -20°C por una hora, finalmente la pastilla obtenida se dej6 secar al aire y se

conservo6 con 50ul de Buffer TE 10/1,

Figura 6. Extraccion de ADN en campana de flujo laminar.
3.6 Reaccion En Cadena De La Polimerasa (PCR)

Por medio de la Reaccion de la cadena polimerasa (PCR) se amplifico un fragmento
de 453 pb del gen kappa caseina, situado en el tercer exon del gen k-CN del
cromosoma 6 usando los primers; forware, 5'-TGT GCT GAG TAG GTA TCC TAG
TTA TGG-3’; reverse, 5-GCG TTG TCT TCT TTG ATG TCT CCT TAG-3"). Para el
gen B-lactoglobunia se amplificé un fragmento de 262pb situado en el cromosoma 11

usando los primers; Forward 5’ -GTC CTT GTG CTG GAC ACC GAC TAC A-3’ y
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reverse 5 -CAG GAC ACC GGC TCC CGG TAT ATG A-3. La amplificacion se
realiz6 en un termociclador C1000 marca BioRad. Se utiliz6 5ul de ADN en una
solucion buffer de PCR que contendré 2.5ul de cada primer y 2 mM de MgCl,, 200
um de una mezcla de dNTP y 1 U de enzima Taq DNA polimerasa (Figura 7).

Figura 7. Reaccién en Cadena de la Polimerasa en un Termociclador.

Las muestras fueron sometidas a un ciclo de desnaturalizacién (5 min a 95°C), 30
ciclos (1 min a 94°C; 1 min a 63.2 °C; 2 min a 72°C) con una extension final de 72°C

por 5 min.

Para confirmar la presencia del gen kappa-caseina y beta-lactoglobulina el fragmento
fue visualizado por electroforesis en gel de agarosa (2 %) a 60 V durante 1 hora. Los
geles obtenidos fueron tefiidos con SyberGreen® (Invitrogen) y las bandas

visualizadas en un fotoducumentador modelo Molecular Imager Gel Doc XR System

marca BioRad. Se utiliz6 marcador de peso molecular lambda 100 pb (Invitrogen,
USA) (Figura 8).




Figura 8. Camara de Electroforesis.

3.7 ldentificacion de Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de

Restriccion de los genes kappa-caseinay B-lactoglobulina

Para la digestion del fragmento amplificado del gen kappa caseina, se procesé con 6
ul de producto de PCR con 2 U de la enzima de restriccion Hinf I, las muestras se
incubaron a 37°C durante 3 horas. El fragmento se visualizé por electroforesis en gel

de agarosa (2 %) a 60 V durante 45 minutos.

En la digestion del fragmento amplificado del gen B-lactoglobulina, se procesé
utilizando 6 pl de producto de PCR con 2 U de la enzima de restriccion Hae lll, las
muestras fueron incubadas a 37°C durante tres horas en el Thermo-Shaker (Figura
9). El fragmento fue visualizado por
electroforesis en

%) a 60 V

gel de agarosa (2.5

durante una hora.

Figura 9. Muestras incubadas en el Thermo-Shaker durante tres horas.

Las bandas se visualizan en un fotoducumentador utilizando un marcador de peso

molecular de 100 pb (Figura 10).
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Figura 10. Fotodocumentador para visualizar las bandas en el gel de agarosa

3.8 Andlisis estadistico

Se determind el genotipo de los animales muestreados por conteo directo. Se calculd
la frecuencia genotipica y alélica, por ultimo se determin6é si los animales
muestreados se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg, mediante la prueba X? (Ji
cuadrada).

Se ocupo el paquete estadistico SPSS 25.0
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IV. RESULTADOS

Mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), se logré

amplificar un fragmento de 453pb del gen kappa-caseina utilizando la secuencia de
nucledtidos forware, 5-TGT GCT GAG TAG GTA TCC TAG TTA TGG-3"; reverse,
5-GCGTTGTCT TCT TTG ATG TCT CCT TAG-3") (Figura 11).

Figura 11. Bandas con peso molecular de 453pb del gen kappa-caseina
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Se amplificd un fragmento de 262pb del gen B-lactoglobulina mediante la técnica de
PCR, utilizando la secuencia de nucleétidos Forward 5 -GTC CTT GTG CTG GAC
ACC GAC TAC A-3’ y reverse 5 -CAG GAC ACC GGC TCC CGG TAT ATG A-3
(Figura 12)

=

Gen B-Iactogiobulina

,
100pb

igura 12. Bandas con peso molecular de 262pb del gen B-lactoglobulina

La identificacion de las diferentes variantes del gen kappa-caseina y p-lactoglobulina

Gen Kappa-caseina
Gen B-lactoglobulina




se visualizo en forma de bandas de diferentes pesos moleculares. Como resultado
de esta investigacion la digestion del gen kappa-caseina se realizé con la enzima de
restriccién Hinf | obteniendo tres bandas con pesos moleculares de 426pb y 100pb
para el genotipo BB; 426pb, 326pb y 100pb AB; 326pb y 100pb para el genotipo AA.
La digestién del gen B-lactoglobulina se ocupd la enzima de restriccion Hae Il
encontrando tres bandas con pesos de 153pb, 109pb y 74/79pb para el genotipo AB;
109pb y 79pb BB; 153pb y 109pb para el genotipo AA (Figura 13).

Figura 13. Polimorfismo del gen kappa-caseina por PCR-RFLP utilizando la enzima
de restriccion Hinf | y el polimorfismo del gen B-lactoglobulina utilizando la enzima
Hae Il

Se identificaron tres grandes grupos para el gen B-lactoglobulina, determinando los
genotipos AA, AB, BB (Figura 14). ;

Genotipo AB




Figura 14. Arbol de decisién de los genotipos del gen B-lactoglobulina

El gen Kappa-caseina presenta tres grupos bien conformados siendo estos las
variantes genotipicas AA, AB, BB (Figura 15).

Genotipo AA

Genotipo AB




Figura 15. Arbol de decision de los genotipos del gen Kappa-caseina

Las frecuencias alélicas y genotipicas para el gen -lactoglobulina encontradas en
esta investigacion, fueron mayor para el genotipo heterocigoto AB 0.653 seguida del
homocigoto BB con 0.312. En las frecuencias alélicas se encontré mayor presencia
del alelo B. (Cuadro 4). La poblaciéon estudiada no se encuentra en equilibrio Hardy-
Weinberg.

Cuadro 4. Frecuencias genotipicas y alélicas del gen B-lactoglobulina en bovinos
Cebu-Suizo de la zona Istmo-Costa de Chiapas

Numero de animales Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
AA AB BB A B
202 0.035 0.653 0.312 0.36 0.64
P<0.05

Las frecuencias genotipicas observadas correspondieron en un 0.47 al genotipo AB,
0.38 al genotipo AA y 0.15 al genotipo BB. Las frecuencias alélicas fueron 0.67 para el
alelo A y 0.33 para el alelo B. (Cuadro 5). La poblacién estudiada no se encuentra en

equilibrio Hardy-Weinberg para el gen Kappa-caseina.

Cuadro 5. Frecuencias genotipicas y alélicas del gen Kappa-caseina en bovinos
Cebu-Suizo de la zona Istmo-Costa de Chiapas
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Numero de animales Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas

AA AB BB A B
196 0.50 0.33 0.17 0.67 0.33

P<0.05

Se calcularon las frecuencias alélicas y genotipicas del gen B-lactoglobulina para
cada municipio que conforma la zona Istmo-Costa de Chiapas, donde se encontré
Tonala y BB para el Arriaga. El alelo dominante para los tres municipios fue para el
B. (Cuadro 6)

Cuadro 6. Frecuencias genotipicas y alélicas del gen B-lactoglobulina en bovinos

Municipio Numero Frecuencias genotipicas Frecuencias
de alélicas
animales AA AB BB A B
Pijijiapan 114 0.035 0.693 0.272 0.38 0.62
Arriaga 46 0.043 0.435 0.522 0.26 0.74
Tonala 42 0.024 0.786 0.19 0.42 0.58
P<0.05

Las frecuencias alélicas y genotipicas calculadas del gen Kappa-caseina para los
municipios que conforma la zona Istmo-Costa de Chiapas, fueron de mayor
presencia para el genotipo AA seguida del genotipo heterocigoto AB y menor para el

homocigoto BB. El alelo dominante para los tres municipios fue para el A.

Cuadro 7. Frecuencias genotipicas y alélicas del gen Kappa-caseina en bovinos
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Municipio Numero Frecuencias genotipicas Frecuencias

de alélicas
animales
AA AB BB A B
Pijijiapan 108 0.481 0.343 0.176 0.65 0.35
Arriaga 46 0.522 0.37 0.109 0.7 0.3
Tonala 42 0.524 0.262 0.214 0.65 0.35

P<0.05

En la presente investigacion se encontrd que las poblaciones por municipio no se

encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg.

Los resultados obtenidos de la evaluacion del gen B-lactoglobulina en sementales de
la zona Istmo-Costa de Chiapas, fue mayor la presencia del genotipo heterocigoto

AB y menor para el BB, no se encontré presencia del genotipo AA.

Cuadro 8. Frecuencias genotipicas y alélicas del gen B-lactoglobulina en sementales

bovinos Cebu-Suizo de la zona Istmo-Costa de Chiapas

Numero de animales Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
AA AB BB A B
8 0.0 0.87 0.13 0.44 0.56

En la evaluacion del gen Kappa-caseina en sementales de la zona Istmo-Costa de
Chiapas, se encontré6 mayor presencia del genotipo homocigoto AA y menor para el

seguido del BB. Presento mayor frecuencia del alelo A en relacion al B.

Cuadro 9. Frecuencias genotipicas y alélicas del gen Kappa-caseina en sementales

bovinos Cebu-Suizo de la zona Istmo-Costa de Chiapas
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NUmero de animales Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas

AA AB BB A B
7 0.57 0.14 0.29 0.64 0.36
V. DISCUSION

El fragmento del gen kappa caseina amplificado y digeridos corresponden a lo
reportado por Barroso, 1998.

Los resultados obtenidos para la frecuencia del genotipo BB con 0.17 es similar a lo
reportado por Almeyda en el 2016 que los bovinos criollos del distrito de
Bambamarca para el genotipo BB con 0.17, pero difiere en la frecuencia del genotipo
AA con 0.5 y AB 0.3 para la presente investigacién y genotipo AA 0.27, AB 0.56

descrito por Almeyda.

Las frecuencias alélicas para el gen kappa-caseina encontrada esta investigacion
fueron para la variante A 0.67 y la B 0.33, similar a lo encontrado por Cervantes 2007
en diferentes razas de bovinos del trépico de México; para las razas Holstein-Cebu
con A 0.7 y B 0.3, Holstein A 0.7 y B 0.3 y Cebu A 0.74 y B 0.26; pero difiere de lo
reportado en las razas Pardo suizo con A 0.51y B, 0.48, Cebu-Suizo A 0.43y B 0.57
y Criollo lechero tropical A 0.57 y B 0.42.

De acuerdo con lo encontrado por Cortes-Lépez en el 2012, trabajo con bovinos de

doble propdsito encontrando frecuencias genotipicas para AA de 0.34, AB de 0.65 y
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BB de 0.1, diferentes a lo encontrado en este trabajo, pero, las frecuencias alélicas

son similares, encontrando el alelo A 0.67 y el B 0.33 para ambas investigaciones.

La aparente baja frecuencia del genotipo BB en los animales muestreados indicaria
que la seleccion de estos animales ha ido favoreciendo al alelo Ay, 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 produccion de litros de leche (Trujillo et al., 2000).

Las frecuencias genotipicas AA 0.5, AB 0.3, BB 0.17 y las frecuencias alélicas A 0.67
y B 0.33 del presente trabajo, son similares con lo reportado por Da-xi Ren en
bovinos de la raza Holstein presentando frecuencias de AA 0.551, AB 0.289, BB
0.163; alelos A 0.69, B 0.31. También guarda similitud con la frecuencia del genotipo

AA 0.48 reportado por Trujillo en el 2000 en bovinos raza Holstein.

Diferentes estudios llevados a cabo en varios paises han encontrado que el alelo A
esta asociado con alta produccion y baja calidad composicional de la leche en el
ganado Holstein, especialmente en cuanto a contenido proteico (Requena et al 2007;
Solarte-Portilla et al., 2009).

Los valores de digestion enzimatica para el gen B-lactoglobulina obtenidos en este
trabajo con la enzima de restriccion Hae IlIl, coinciden con los pesos moleculares

reportados por Medrano y Aguilar-Cérdova, 1990.

Las frecuencias genotipicas (AA 0.035, AB 0.653 y BB0.312) y alélicas (A 0.36 y B

0.64) de la poblacién de bovinos evaluada de la zona Istmo-Costa de Chiapas en el

presencia del genotipo AB, pero difiere con el municipio de Tonala en el cual el

genotipo BB (0.522) presenta mayor frecuencia.

En un estudio realizado por Veli en el 2008 en bovinos criollos de Peru, reporto
frecuencias genotipica de AA 0.09, AB 0.64 y BB 0.28, similares a lo encontrado en
esta investigacion con frecuencias de AA 0.035, AB 0.653 y BB 0.312.

Inioska realiz6 un estudio en el ganado criollo limonero donde encontrd frecuencias

alélicas de A 0.22 y B 0.78; Da-Xi Ren reporto en ganado Holstein alelos con
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frecuencias de A 0.32 y B 0.68, ambas investigaciones presentan mayor frecuencia

del alelo A similar a lo encontrado en la presente investigacion.

Los resultados obtenido en la presente investigacion difiere de lo reportado por
Maletic en el 2016, en un estudio realizado con las razas Holstein Friesian y Busha
de Serbia; en dicha investigacion se encontré6 mayor frecuencia para los genotipos
AB y AA, contrario a lo encontrado en esta investigacion de mayor presencia del

genotipo AB y BB.

De acuerdo a los resultados obtenidos de los sementales muestreados en esta
investigacion, se encontré una mayor frecuencia para el genotipo AA y el alelo A para
el gen kappa-caseina y menor para el genotipo BB y alelo B. Para el gen -
lactoglobulina la mayor frecuencia fue el genotipo AB (0.87) seguida del genotipo BB
(0.13) y frecuencias similares en los alelos A (0.44) y B (0.56). Con dichos resultados
no se asegura la calidad en solidos totales y proteinas en las siguientes

generaciones.

Los animales muestreados presentaron un valor de X°=51.024 para el gen B-
lactoglobulina, con valor de P<0.05. Para el gen Kappa caseina se obtuvo una
X?=65.33, con un valor de P<0.05. Se acuerdo a estos resultados y siendo altamente
significativo, las poblaciones no se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg, esto
podria ser originado por la introduccion de genes de ganado importado, por la
ocurrencia de apareamientos dirigidos, por las diferentes proporciones de razas en
los cruzamientos o por el muestreo de animales emparentados (Cervantes et al.,
2007).

En base a los resultados obtenidos en este estudio, se evidencia la necesidad de
plantear una estrategia de mejoramiento genético, orientado a las necesidades del
productor (mayor produccion en litros de leche o mayor cantidad de solidos totales)
ejecutando acciones como reorientar los tipos de apareamiento, elegir padres no
emparentados y la aplicacion de un proceso selectivo en donde se considere como
factor importante el incremento de la frecuencia del alelo B, especialmente en lo que
se refiere al mejoramiento de los rasgos relacionados con la calidad de leche y el

rendimiento quesero.
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Se debe implementar la seleccion de sementales asistida por marcadores
moleculares, permitiendo asi elegir la orientacién de la mejora genética dentro del

hato.

VI. CONCLUIONES

Se identificaron los alelos Ay B y los genotipos AA, AB y BB para los genes [3-

lactoglobulina y Kappa-caseina.

De los resultados obtenidos para el gen B-lactoglobulina se encontr6 mayor
frecuencia para el alelo B en relacion al A, de igual manera la frecuencia del genotipo
AB fue mayor a los genotipos BB y AA. En lo que corresponde al gen kappa-caseina

el alelo con mayor frecuencia fue el Ay el genotipo AA.

La poblacién de estudio no se encuentra en equilibrio Hardy- Weinberg para los

genes B-lactoglobulina y kappa-caseina.

42



Con ello se demuestra que hace falta realizar un programa de mejoramiento genético
dirigido a la seleccion de vacas y toros con genes homocigotos para BB, para lograr
el aumento en la produccion y calidad de la leche.
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