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FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS DE
K-CASEINA EN BOVINOS DE RAZAS HOLANDO Y
NORMANDO DE URUGUAY.
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RESUMEN

En el presente estudio se aplico la técnica de PCR para
identificar el gene de Kappa-Caseina (Cas-K) en dos razas
bovinas, Holando Uruguayo (HU) y Normando Uruguayo
(NU). Se trabajo sobre el ADN de 115 animales de uno y
otro sexo, de diferente edad, analizandose frecuencias

alélicas y genotipicas prevalentes en cada raza. Para la .

raza HU los valores de frecuencia alélica fueron :A=0.817,
B=0.183 mientras que parael NU : A= 0.176 y B= 0.824.
Se discute los programas de cruzamiento realizados en
Uruguay e incidencia de los mismos sobre la masa génica
en el ganado lechero.
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SUMMARY

Two dairy bovine breeds, Uruguayan Holstein (HU)
and Uruguayan Normando (NU) were to emboss to Kappa-
casein gene with the PCR technique. The alelic and
genotipic frequences were analized over 115 animals DNA,
of both sexes and diferent ages. The HU alelic frequence
was A=0.817, B=0.183 and the NUwas A= 0.176 and B=
0.824.

The incidence of gene pool of dairy bovines for the
Uruguayan breeding programs are disscused.
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INTRODUCCION

En Uruguay dos razas bovinas lecheras relevantes en
cuanto a nimero son: el Holando Uruguayo (HU) y el
Normando Uruguayo (NU). El primer registro de un toro
raza Holando, introducido de Holanda se efectu6 en 1889,
segtin los libros genealdgicos de la Asociacion Rural del
Uruguay (Soc. de Criadores de Holando del Uruguay,
1973). Desde entonces las importaciones de ganado en pie
se han mantenido, hasta que en las tltimas 3 décadas los
criadores han importado a una escala mayor, semen y
embriones fundamentalmente de Canada y USA. La raza
Normando ha sido introducida desde Francia a nuestro pais
en 1906.
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En 1991 la ARU, estableci6 la evaluacion genética de
1200 toros, raza Holando, a través de los registros
productivos de 18.399 hijas, con el objetivo de establecer un
ranking de reproductores (Rev. ARU, 1993). Estos registros
basados en las diferencias esperadas en la progenie (DEP),
atn no contemplan el elemento proteina en leche.

Dentro de las proteinas lacteas, el 80% son caseinas y el
20% restante, aparece como albiiminas y globulinas séricas
(Jennes, 1984). Entre las caseinas, base de la fabricacion
quesera, existen variaciones alélicas (Aschaffenburg and
Drewry, 1955; Thompson, et al. 1962; Neelin, 1964), asi
como evidencias de que determinadas variantes alélicas
inciden en el proceso tecnologico y en el valor biologico de
los subproductos lacteos obtenidos (Schaar, 1984; Schaar,
et al. 1985). La variante alélica B de Kappa-caseina (Cas-
K), se asocia a un incremento en el rendimiento de algunos
tipos de quesos y a un aumento del valor alimenticio del
derivado lacteo (Mariani, et al. 1976; Morini, etal. 1979).
Las leches de animales con genotipo BB tienen mayor tenor
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de caseinas totales y mas cantidad de
Cas-K por volumen de leche (Lin, al.
1986; Ny Kwai Hong, and Monarder,
1990; Vanderberg, et al. 1990).

Con técnicas moleculares como la
amplificacion de ADN in vitro
«Polimerase Chain Reaction»
(PCR)(Mullis, and Falloona 1987),se
buscan marcadores genotipicos a nivel
de ADN, pudiéndose identificar rapi-
damente diferentes formas alélicas
asociadas a caracteres de interés
productivo  (Perseu, et al. 1991;
Medrano, and Cordova 1990;
Hirigoyen, y col. 1991; Azambuja et
al. 1993).

Entre los caracteres lacteos se
puede con esta herramienta seleccio-
nar en forma precisa y temprana toros
dadores de semen y hembras por su
genotipo proteico. (Hirigoyen y col.
1992).

Dado que el elemento proteina en
leche, y en especial las caseinas, cobran
cada vez mas significado nutricional y
comercial, los autores nos planteamos
en el presente trabajo : 1) determinar la
presencia de alelos del gen de Cas-K en
ganado lechero de las razas NU y HU
utilizando PCR; y 2) rastrear las
frecuencias alélicas y genotipicas en las
dos poblaciones de bovinos estudiadas y
comparéandolas entre si.

MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE MUESTRAS

Se trabajé con 74 bovinos NU,
provenientes de cabafias mejoradoras,
y 41 bovinos HU pertenecientes a 5
establecimientos productores de leche.

La poblacién seleccionada de
bovinos fue de ambos sexos (76
machos y 39 hembras) de diferente
rango etario (de 1 a 5 afios),
provenientes de 11 establecimientos
ganaderos de diferentes zonas del
Uruguay.

A todos ellos se les extrajo 20
mililitros (ml) de sangre entera por

funcién de la vena yugular, con una
jeringa desechable de 20 ml que
contenia 1,5 mg de EDTA-Na/ml de
sangre. Las muestras colectadas fue-
ron transportadas al laboratorio y
conservadas a 4°C hasta su procesa-
miento.

EXTRACCION DE ADN Y
AMPLIFICACION IN VITRO (PCR)

La extraccion del ADN se realiz6
de células nucleadas contenidas en la
sangre obtenida, siguiendo el método
de Davis et. al. 1988.

Luego de obtenido y resuspendido
cada ADN en 1 mlde Tris-EDTA (TE)
(10 miliMolar (mM) Tris-Cl, pH: 8.0,
I mM EDTA), se midi6 concentracion
con un espectofotometro, DMS 200
VARIAN.

Para latécnica de PCR se utilizaron
primers del gen de Cas-K, descritos
por Medrano and Cordova 1990 y
sintetizados por Oper6n Technologies
Inc..

Estos dos oligonucleétidos, que
flanquean un fragmento de 350 pares
de bases (pb), incluyen 201 pb del
ex6n IVy 149 pb del intrén IV del gen.

La reaccion se efectud en tubos de
microcentrifuga de polipropileno con-
teniendo cada uno: 10 ul del tampon
de PCR 10X, (50 mM KCI, 10 mM
Tris, pH: 8.4), 1.5 mM
MgCl(GeneAmp, Perkin Elmer), 0.4
microgramo/microlitro (ug/ul) de Al-
bimina sérica bovina (BSA, Gibco
BRL), 200 uM de cada dNTPs (dATP,
dCTP, dTTP y dGTP), 200
nanoMolar(nM) de cada
oligonucledtido, 2,5 Unidades de
Enzima Amplitaq ADN-Polimerasa
(Perkin-Elmer, Cetus), 100
nanogramo(ng) de ADN correspon-
dientes a cada animal y H,0 estéril
hasta un volumen final de 100 ul.

Las muestras se amplificaron en un
ciclador termoregulable marca
Biometra, modelo Trioblock, siguien-
do el siguiente perfil termal: 1 ciclo de
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94°/2 min., 35 ciclos de 94°/45 seg.,
55°1 min., 72°/75 seg. y un tultimo
ciclo de extension de 72° 300 seg..

Para evidenciar los diferentes
alelos 20 ul del producto de amplifica-
cion se digirié con 30 Unidades (U) de
endonucleasa de restriccion Hinfl
(Gibco BRL) en 3 ul de tampé6n 2 10X
(50 mM Tris (Ph:8.0), 10 mM MgCl,,
50 mM NaCl) (Gibco BRL) e incubd
por 120 min. a 37°C.

Los fragmentos obtenidos en la
digestion se resolvieron en un gel de
agarosa al 3% en una corrida
electroforetica horizontal submarina
con tampén Tris-acetato (TAE),
0.004M, pH=8, | mM EDTA, durante
120 min., con un voltaje de 2.5V/cm de
distancia entre los electrodos, utilizan-
do una fuente de poder de 230 V, 0.7
Amp y 50/60 Hz., marca Polisistem.

El ADN se visualiz6 por tincién del
gel con una solucién de Bromuro de
Etidio (EtBr - Sigma Chem. Company)
0.5 mg/ml durante 15 min., y posterior
observacion bajo luz ultravioleta en un
transiluminador con lampara de 312
nm, (marca Bioblock Scientific).

ANALISIS ESTADISTICO

Para procesar las frecuencias
alélicas y genotipicas correspondien-
tes a las dos razas HU y NU se aplico
el test de diferencia de proporciones,
Wayne, W.D. (1985). Se trabajo con
un nivel de significacion p= < 0.05.

RESULTADOS

Los productos de amplificacion de
los genomas de los animales analiza-
dos mostraron pesos moleculares
acordes con los esperados. Luego de la
digestion con la enzima de restriccion
Hinfl, se obtuvieron 2 o 3 fragmentos
segtin los genotipos. El alelo B del gen
origino 2 bandas: una de 266 pb, y otra
de 84 pb., en tanto el alelo A mostré
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dos bandas: una de 132/134 pb y otra
de 84 pb, (para las condiciones de la
corrida las bandas de 134/132 pb se
visualizaron como una).

El alelo A aparecié en los 41
animales de la raza HU estudiados.
En 26 de los mismos se constat6 solo
este tipo de banda (Homocigotas
para el alelo A); en cambio en otros
15 animales se advirtié también la
presencia del alelo B junto al A
(Heterocigotas).(Tabla 1).

En los 74 animales de laraza NU se
encontr6 mas representado el alelo B
el que aparecié en 72 animales, de los
cuales 50 resultaron homocigotas para
este alelo. En 24 de los animales se
constatd también el alelo A, resultando
22 heterocigotas y solo 2 homocigotas
para el alelo A.

El andlisis de las frecuencias
alélicas para este gene (Cas-K), en las
dos poblaciones de bovinos NU y HU,
dié valores opuestos para cada alelo
evidenciandose diferencias significati-
vas entre ellos (p=<0.05). Estos
cambios evidenciados en las frecuen-
cias alélicas entre ambas razas también
se traduce en una diferencia entre las
frecuencias genotipicas.

DISCUSION

La utilizacion de la técnica de PCR
para identificar alelos de K-Cas en
forma rapida, econémica y fiable
(Medrano and Cordoba)(Hirigoyen et
al. 1992) fue extendida sobre este
universo bovino que incluia dos razas
lecheras de bovinos del Uruguay.

El proceso desde la extraccion de
sangre hasta la tipificacion alélica para
los bovinos de cualquier sexo y edad
insumi6é muy pocas horas.

La caracterizacion alélica fue
posible en todos los casos en forma
inequivoca, permitiendo determinar su
prevalencia en las dos poblaciones
estudiadas.

En las hembras bovinas la caracte-
rizacion genotipica se realizo fuera del

periodo de lactacion y a diferentes
edades; Con los machos también fue
posible efectuar  directamente el
genotipado.

Los valores de frecuencia alélica
y genotipica encontradas en el
ganado HU es semejante a reportes
‘de otros autores para la raza
Holstein en otras latitudes(Tabla 2).

En el NU los valores de frecuencia
alelica y genotipica de la poblacion
evaluada también resultaron similares
a los reportados por Grosclaude, y col.
(1988).

Del analisis de frecuencia alélica
encontrada para este gen en las dos
razas bovinas HU y NU, se observé
diferencias significativas entre si
(Tabla 1).

En Uruguay desde 1991 los toros
lecheros se ponderan, con registros
basados en diferencias esperadas en su
progenie (DEP); apoyando el método
«modelo animal» en variables tnicas,
producciones multiples de cada ani-
mal, efectos fijos, heredabilidad y
repetibilidad. Pero a pesar de esta
rigurosa evaluacién aun el elemento
proteina no ha sido calificado.

Pensamos que la posibilidad de
determinar la presencia de ciertas
proteinas deberia ser explotada, y
como lo demuestra este trabajo, esta
metodologia, complementaria la eva-
luacién genética de los bovinos
lecheros.

Debido a que cada bovino en el
caso del gen de K-Cas, hereda de su
progenitor en forma mendeliana sim-
ple un alélo A o B, originando
genotipos homocigotas AA y BB, asi
como heterocigotas AB, el método de
PCR permite una seleccion directa de
los reproductores en corto tiempo.

CONCLUSIONES

Dado la importancia desde el
punto de vista econémico y producti-
vo, que tiene el mejorar en calidad la
leche y sus componentes, creemos que
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la caracterizacién de proteinas y en
especial la Cas-K, con implicancias
tecnoldgicas en la produccion quesera
(Mariani et al 1976; Morini et al.
1979), debe ser tenida en cuenta en
futuros programas de seleccion.

Creemos que el método de caracteri-
zacion utilizado en este trabajo en las
dos poblaciones de bovinos estudiadas,
puede ser un complemento en los
programas de evaluacion genética como
los llevados a cabo en nuestro pais. Los
resultados obtenidos hacen posible la
extension de la seleccion a otros
marcadores de interés productivo.

Los  parametros de seleccion
llevados a cabo en Uruguay desde
principio de siglo con la raza HU, han
tendido a ser los mismos que
predominaron en el resto del mundo lo
cual se traduce en las semejanzas
encontradas entre valores de frecuen-
ciaalélicay genotipica del ganado HU
con los reportes de otros autores.

Si pensamos que nuestro pais no ha
sido ajeno al proceso de
«Holsteinizacién» mencionado por
Cunningham (1981), muy probable-
mente, las frecuencias del resto de las
proteinas lacteas del HU, también sean
semejantes a las observadas en la

poblacion Holstein del resto del
mundo
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RAZA GENOTIPOS FRECUENCIA GENOTIPOS
No. animales ALELICA
NU AA= 2 A=.176 AA= 2.7
AB=22 B=.824 AB=29.7
BB= 50 BB=67.5
HU AA=26 A= 817 AA=63.4
AB=15 B=.183 AB=36.6
BB= 00 BB=00.0

NU= NORMANDO URUGUAYO
HU=HOLANDO URUGUAYO

TABLA 2: Comparacién de frecuencias alélicas del gene Kappa caseina en ganado Holando.
| ALELOS FRECUENCIA |
* " e # # Hit
A 767 .89 .84 .80 .87 817
B 233 11 135 20 13 183
* - Tejedor, T. y col. 1987. **% _ Bovenhuis, H. col. 1990. ## - Zadworny, D. y col. 1990.
**% - Medrano, J. F. y col. 1990. # - Pinder, S. J. y col. 1990. ### - Hirigoyen, D. y col.
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