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RESUMEN

Con el objeto de estudiar el polimorfismo del gen CSN3 en la
raza bovina Criollo Limonero, se extrajeron muestras séricas
de 163 individuos (machos y hembras), los cuales fueron ca-
racterizados mediante la técnica PCR-RFLP. Los resultados
obtenidos indican que las frecuencias encontradas correspon-
dieron a 0,11; 0,56 y 0,33 para los AA, AB y BB, respectiva-
mente, correspondiendo a frecuencias alélicas de 0,39 para el
alelo Ay 0,61 para el B, respectivamente. Cabe destacar que
a partir de esta informacion de la CSN3 y su relacién con ca-
racteres, tales como la produccién de leche y rendimiento que-
sero, se pueden llevar a cabo planes de mejoramiento asistido
por marcadores, garantizando el mantenimiento de la variabili-
dad genética de estas poblaciones locales que se caracterizan
por censos reducidos y la amenaza constante por cruzamien-
tos con razas mejoradoras o comerciales, que buscan incre-
mentar el volumen de produccién de leche en detrimento de la
calidad del producto; asi mismo, se indica la ventaja potencial
que presenta la leche del ganado Criollo Limonero en la pro-
duccion de quesos, por mostrar mayoritariamente alelos del
tipo B de la CSN3.
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ABSTRACT
In order to assess the polymorphism of CSN3 gen in Limonero

Creole breed, blood samples were collected from 163 male
and female individuals, with which characterization through
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RFLP-PCR was conducted. Results showed that genotypic fre-
quencies were 0.11, 0.56 and 0.33 for AA, AB and BB, respec-
tively. Allelic frequencies were 0.39 and 0.61 for allele A and B,
accordingly. It is important to mention that with this information
of CSN3 and its relationship with some traits such as milk pro-
duction and cheese productivity, markers-assisted genetic im-
provement plans can be undertaken, which would maintain ge-
netic variability of these local populations characterized by
small numbers of animals and by the constant threat of cross-
breeding with improved or commercial breeds, with the objec-
tive of increasing milk production over product quality; moreo-
ver, a potential advantage of Limonero Creole breed in milk
production by its having mainly B-type alleles in CSN3 is
shown.
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INTRODUCCION

El Criollo Limonero es una raza local venezolana origina-
ria de bovinos (Bos taurus) hispanos traidos a América durante
la colonia, caracterizandose por su gran resistencia a las condi-
ciones tropicales adversas, su fertilidad y temperamento lechero
[31]. La mayor concentracién de estos bovinos se encuentra
ubicada en la region nor-oeste del Lago de Maracaibo y mas
especificamente, en los margenes de los rios Limén y Guasare
del municipio Mara del estado Zulia, Venezuela [30, 31].

Las potencialidades de esta raza han estado dirigidas
hacia la produccion de leche, siendo este rubro de gran impor-
tancia, ya que es el principal elemento para la rentabilidad de
los rebafios lecheros, los de doble propdésito tropical y en la in-
dustria lactea y es donde estas razas locales podrian tener
acogida en planes de mejora: en este aspecto se debe desta-
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car que en la ultima década, la produccién nacional ha mostra-
do tendencias negativas, lo cual afecta en gran escala la cali-
dad de vida de la poblacion [2, 3].

La leche, es un fluido biologico que se forma en la glan-
dula mamaria de las hembras de los mamiferos y que contiene
casi todos los nutrientes necesarios para la alimentacién de
los mamiferos recién nacidos, lo que la hace un alimento com-
pleto y de sumo interés para estudios y evaluaciéon de sus
componentes [5]. Por esta razén, los diferentes componentes
de la leche han sido objeto de humerosos estudios, destacan-
dose por su amplia funcién las evaluaciones de genes que co-
difican las proteinas lacteas en varias especies, debido a su
gran potencial adicional, tal como el uso en la seleccion asisti-
da por marcadores (MAS), asi como, para la caracterizacion y
diferenciacioén de las poblaciones [1, 3, 7, 13, 18, 23, 26, 27].

Las proteinas de la leche se pueden dividir en dos gru-
pos: las caseinas y las proteinas del suero [2, 3, 11]. Las ca-
seinas son las principales proteinas presentes en la leche de
bovino y representan el 80% del contenido proteico total de la
misma, constituidas por las as1-caseina, as2-caseina, f-case-
ina y k-caseina (CSN3), las cuales a su vez existen en varias
formas moleculares, las variantes genéticas de estas proteinas
en especial las de la CSN3 se han asociado a la calidad y can-
tidad del queso obtenido con este tipo de leche [14].

Las caseinas estan codificadas por genes autosdmicos
estrechamente ligados, lo que implica que la unidad de trans-
misidn genética sea practicamente el haplotipo [10]. El gen de
la CSN3 se encuentra en el cromosoma 6 (6q31) y posee once
variantes alélicas (A, B, C, E, F1, F2, G1, G2, H, |, y J) [12]. No
obstante se han reportado los alelos A y B como los mas fre-
cuentes, de ellos la variante alélica B se ha asociado con un
aumento en el rendimiento y calidad de los quesos, de tal ma-
nera que, los producidos con este tipo de leche por poseer un
mayor contenido proteico con hasta un 9%, resultan en una
cuajada mas firme, menor tiempo de coagulacién (53 vs. 60
min) y cerca de 5 a 10% mas de rendimiento quesero, siendo
esta caracteristica de gran importancia para la industria lactea
en comparacion a los producidos con leche que presenta la
variante alélica A [17, 19]. Algunos estudios han indicado que
el genotipo de la CSN3 explico hasta el 25% de la varianza fe-
notipica total de la concentracion de las proteinas lacteas en
hatos Holstein-Friesian [6, 19-21].

La CSN3 esta conformada por 169 aminoacidos, con re-
giones variables en los codones 136 y 148 del tercer exdn; la
variante A contiene treonina en el codén 136 (ACC) y acido
aspartico en el 148 (GAT), mientras que la variante B contiene
isoleucina (ATC) y alanina (GCT) en los mismos sitios antes
sefialados [11].

La determinacion de dichas proteinas puede realizarse
por varias metodologias, no obstante, dentro de ellas se sefa-
la la técnica de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) y
RFLP (Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos Restrin-
gidos) [16] para genotipar la CSN3, ya que no depende del
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sexo, edad o estado fisiolégico, siendo por lo tanto este proce-
dimiento el mas preciso y econémico y permite ademas la vi-
sualizacién de los alelos en geles de agarosa [9]. Otra de las
ventajas de estas técnicas moleculares es que en el caso de
evaluacién de machos, donde normalmente se requieren 5 a 6
afios para una prueba de progenie, por medio de éstas se
puede adelantar ya que permite identificar genotipos de interés
en machos jovenes [4].

El ganado Criollo Limonero, considerado patrimonio na-
cional, en la actualidad se encuentra en peligro de extincion,
dado que su censo efectivo es bastante reducido (350 anima-
les puros) [31]; de alli que se halla planteado como politica
bandera, su difusion para evitar la desaparicion de esta raza,
como ya ocurrié con en el Criollo Quebrada Arriba [8]. Estas
poblaciones autoéctonas suponen una fuente de informacién
genética interesante, que hoy es desconocida y que podria re-
sultar esencial para los estudios de estas razas locales y su
potencial en la produccién animal [26].

El objetivo de este estudio fue determinar las frecuen-
cias alélicas y genotipicas de la CSN3 en el ganado Criollo Li-
monero, empleando el uso de la técnica molecular PCR-RFLP.

MATERIALES Y METODOS

Para el estudio del polimorfismo de la k-CN se genotipa-
ron 163 bovinos (71 machos y 92 hembras) de la raza Criollo
Limonero, provenientes de un rebafio de 350 animales puros
localizado en la estacién local carrasquero adscrita al Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIA- Zulia).

El ADN genomico se extrajo a partir de glébulos blancos
(leucocitos) de muestras sanguineas tomadas de la vena yu-
gular a través de tubos vacutainer® que contenian EDTA como
anticoagulante y siguiendo la metodologia descrita por Aran-
gureny col. [1].

Con base a la secuencia de la proteina CSN3 cuyo gen
posee 850 pb se amplificé un fragmento de 350 pb utilizando-
se los oligonuclettidos JK5: ATCATTTATGGCCATTCCAC-
CaG y JK3 CCCATTTCGCCTTCTCTGTAACAGA, selecciona-
do a partir de secuencias reportadas por Medrano y Aguilar-
Cordova [16].

La PCR se llevé a cabo en un volumen total de 25 L,
cuya reaccioén contenia 2,5 yL de buffer, 2 mM MgCl,, 0.1 mM
dntp’s, 0,6 pmol primers, 0,63 U de Taq polimerasa y ADN 50
ng. Amplificando los fragmentos esperados en un termocicla-
dor (Mastercycler ep-gradient (S), Eppendorf) estableciendo
una primera etapa de activacion de la polimerasa a 95°C por 5
min, seguido de 30 ciclos (94°C durante 45 segundos, 60°C
por 45 segundos y 72°C durante 45 segundos). El programa
térmico finalizd con una extension a 72°C durante 5 min, final-
mente los geles se tifieron con bromuro de etidium y se visuali-
zaron las bandas en un transluminador (UVP, High performan-
ce 302 nm, Canada).
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El analisis de las variantes alélicas de CSN3 se realiz6
por la metodologia de la RFLP a través de la digestion del pro-
ducto de la PCR con la enzima Hinf | (Promega)®, para un vo-
lumen total de 20 L, se afadié 0,5 yL (5U) de la enzima, 6,5
WL de agua, 2 pL de Buffer B, 1 yL de BSA y 10 uL del produc-
to amplificado, luego se incubé (Selecta Precisterm 4L, Barce-
lona-Spain) por 4 horas segun la metodologia descrita ante-
riormente [16].

Las frecuencias alélicas fueron calculadas por conteo di-
recto, ademas se determiné si los genes y genotipos estuvie-
ron en equilibrio Hardy-Weinberg, mediante la prueba Ji-cua-
drado [24]. Las frecuencias genotipicas y alélicas se determi-
naron a través del programa Biosys-2 [25].

RESULTADOS Y DISCUSION

El producto amplificado correspondié a un fragmento de
350 pares de bases (pb) ubicado entre el exéon IV y el intron IV
de dicho gen. La digestion con la enzima Hinf | permitio la dife-
renciacion genotipica de la CSN3 en la poblacion de ganado
bovino Criollo Limonero, observandose para el genotipo AA
dos bandas de 132/134 pb y una de 84 pb, mientras que para
el genotipo AB se observaron tres bandas con pesos molecu-
lares de 266, 132/134 y 84 pb, respectivamente; por su parte
los individuos con el genotipo BB presentaron dos bandas, la
primera de 266 pb y la segunda de 84 pb (FIG. 1).

350pb
266pb

132/134pb
84pb

Las frecuencias genotipicas obtenidas correspondieron
a 0,11 para el homocigoto AA; 0,56 para el heterocigoto AB y
0,33 para los homocigotos BB y frecuencias alélicas de 0,39
para el alelo Ay 0,61 para el alelo B (TABLA 1), estando dicho
gen en equilibrio H-W (P > 0,05).

Como se puede apreciar, en este estudio, la variante B
de la CSN3 fue mas predominante, presentando una frecuen-
cia de 0,61 mientras que la del alelo A correspondié a tan
solo 0,39. Estos valores en las frecuencias alelicas resultaron
ser bastante similares a lo obtenido en ganado Rubia Galle-
ga, Chaquefio Boliviano y al ganado N’'Dama Africano [14,
29]. No obstante, difiere a lo obtenido en otras razas locales
del continente americano tales como: Criollo del Pert, Criollo
Uruguayo, Criollo Pantaneiro, Criollo Cubano, Criollo Argenti-
no, Saavedrefio, y Chusco [13, 14, 22, 26, 28]. Al igual a lo
encontrado en Brasil, en donde la frecuencia del alelo B estu-
diado en varias razas (Sindhi, Gyr X Holstein, Gyr, Guzerat, y
Nellore) oscilé entre 0,01 y 0,30, muy inferior a la obtenida
para el alelo A [4].

Estudios previos indican que, a pesar de la existencia de
varios alelos de la CSN3 en razas bovinas, han sido los alelos
Ay B los mas comunes y se encuentran en la mayoria de las
razas bovinas en proporciones variables, siendo mas frecuen-
te el alelo A en las razas Holstein, Friesian, Ayrshire, Danés
Rojo y Cebu indico; mientras que, la variante B, en cambio es
mas frecuente en las razas Jersey, Normando y Cebu Africano

FIGURA 1. ELECTROFORESIS DEL PRODUCTO DE DIGESTION CON HINF I, AGAROSA 3%, MOSTRANDO LOS
FRAGMENTOS (GENOTIPOS) DE LA CSN3; MM: MARCADOR PESO MOLECULAR (50PB); AB=CSN3"%; BB=CSN BE;
AA=CSN3*%; SD: PRODUCTO NO DIGERIDO / ELECTROPHORESIS OF THE DIGESTION PRODUCT WITH HINF |, AGAROSE 3%. SHOWED
FRAGMENTS (GENOTYPE) OF THE CSN3: MM: MOLECULAR WEIGHT MARKER, AB=CSN3”B; BB=CSN BB; AA=CSN3*4;

SD: UNDIGESTED PCR PRODUCT LANES.

TABLA |
FRECUENCIAS GENICAS Y GENOTIPICAS PARA CSN3 EN GANADO CRIOLLO LIMONERO / ALLELIC AND GENOTYPIC
FREQUENCES OF CSN3 IN CRIOLLO LIMONERO CATTLE BREED.

Raza N° Frecuencias génicas Frecuencias genotipicas
Criollo A AA AB BB
Limonero 163 0,39 (18) 0,11 (91) 0,56 (54) 0,33
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[4, 14, 15, 23]. Por otro lado, Viana y col. [29], indican que a di-
ferencia de lo que ocurre con las razas de produccion lechera,
las frecuencias del alelo B de la CSN3 son similares o superio-
res a las del alelo A, en este sentido habria que exceptuar a
las razas lecheras o lechero-mantequeras, como la Jersey y
Normanda, que son razas con una alta frecuencia para el alelo
B con valores de 0,77 y 0,56, respectivamente.

La alta frecuencia de la variante B de la CSN3 en esta
poblacion podria ser planteada como una de las vias para me-
jorar la eficiencia lechera para su transformacién en queso, por
lo que se recomienda identificar toros con el genotipo BB y di-
fundirlo a través de la inseminacion artificial (IA), por ejemplo o
bien utilizarlos en cruzamiento dirigidos.

CONCLUSIONES

La presencia mayoritaria del alelo B en la leche del ga-
nado Criollo Limonero, indica que esta raza tiene alta poten-
cialidad para su utilizacion en la elaboracién de quesos que
pudiesen ser considerados artesanales, dado que esta varian-
te se encuentra vinculada con un incremento en el rendimiento
de los quesos, debido a que su leche posee un mayor conteni-
do proteico y por lo tanto, da un cuajo mas firme, con menores
tiempos de coagulacién, mayor rendimiento y mejor calidad.
Asimismo, se indica que la técnica PCR-RFLP es una herra-
mienta sencilla de aplicar en programas de mejoramiento ge-
nético y ademas de bajo costo.

RECOMENDACIONES

Se debe aprovechar las bondades del ganado Criollo Li-
monero y asi difundirlo en rebafios de ganado doble proposito,
ya que ademas de su ventajas de adaptaciéon al medio, resis-
tencia a enfermedades y su habilidad para pastorear, se ha
encontrado una presencia mayoritaria del alelo B de la CSN3,
el cual pareciese estar segun la literatura revisada, asociado
con un mayor contenido de grasa y proteinas; asimismo, seria
recomendable disefiar estudios donde se relacionen las carac-
teristicas con la composicién de la leche y caracteristicas pro-
ductivas y reproductivas con los alelos de la CSN3.
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