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RESUMEN. Para evaluar la variabilidad de los genes de k-caseina (CASK) en las
poblaciones de vacunos criollos, se colectaron muestras de sangre de 53 bovinos de
las comunidades campesinas de Huashcao y Ticllos (region Ancash). Se
encontraron tres genotipos de CASK: AA, AB y BB; con frecuencias de 0,50, 0,27 y
0,23; de 0,23, 0,55 y 0,23, en Huashcao y Ticllos, respectivamente. Las frecuencias
alélicas para A y B fueron de 0,64 y 0,36; de 0,50 y 0,50, en Huashcao y Ticllos,
respectivamente. No se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre las
frecuencias alélicas de Huashcao y Ticllos. Los marcadores moleculares de KCAS
pueden ser empleados para proveer informacién genotipica directa y util que ayude
a los criadores de bovinos criollos en la seleccion de animales para aplicarlos en un
programa de mejoramiento de produccion de leche y queso en donde esta seleccidn
no puede realizarse de forma convencional. De esta forma se asegura el
mantenimiento de la variabilidad alélica de estas poblaciones amenazadas por la
cruza indiscriminada con razas exéticas para mejorar el volumen de produccién de
leche en desmedro de su composicion proteica.
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INTRODUCCION

El Peru es poseedor de una diversidad de especies animales domésticas nativas,
naturalizadas y recientemente introducidas, asociadas a poblaciones humanas con
bajos niveles de desarrollo y calidad de vida. Estas especies son portadoras de
genes determinantes de resistencia a enfermedades y a condiciones climaticas y
medioambientales adversas. No obstante, se observa una pérdida de diversidad
(ecotipos) y variabilidad (genotipos) provocada por la disminucidn de ciertas
poblaciones de estas especies, debido a la falta de toma de conciencia en el
establecimiento de programas de conservacion.

El bovino criollo americano desciende de los animales que llegaron en 1493 en el
segundo viaje de Colon, y Lima fue el foco principal de su dispersién hacia todos los
paises de América del Sur (Primo, 1992). En el Peru el bovino criollo representa el
85.8% de la poblacion de bovinos; de ahi su gran importancia por ser pie de cria o
poblacion base de nuestra ganaderia (Rosemberg, 2002). Esta especie se
caracteriza por su rusticidad, adaptacién a la altura, y sirve como fuente de
alimentacion, ahorro y recreacion para las familias rurales (fig. 1; INIA, en prensa).

El INIA a través de la Direccion Nacional de Investigacion en Recursos Genéticos en
el ano 2003 inici6 el proyecto “Caracterizacion de Recursos Zoogenéticos en funcién
a caracteres utilitarios”; dentro del cual se viene desarrollando el sub-proyecto
“Evaluacion de la biodiversidad asociada a rendimiento quesero en bovinos criollos”
que busca analizar la variabilidad para los genes de k-caseina (CASK) y [3-
lactoglobulina (LGB) en poblaciones de bovinos criollos de la sierra. Las actividades



se realizan con colaboracion del Instituto de Biotecnologia (IBT), la Facultad de
Zootecnia de la UNALM y CARITAS-Huaraz.

El genotipado de las proteinas lacteas puede realizarse directamente con muestras
de leche por electroforesis, con el inconveniente de efectuarlo solo durante la fase
de lactancia. Con la técnica de PCR—-RFLP (Medrano y Cérdova, 1990) es posible
genotipar las CASK sin importar sexo, edad o estado fisiolégico. Este procedimiento
es preciso y economico y la visualizacion de los alelos en geles de agarosa resulta
ventajosa en tiempo y costo frente al uso de geles de acrilamida. Ademas, el uso de
esta técnica en programas de mejoramiento es ampliamente recomendada para la
seleccidon de toros con el genotipo favorable e incrementar la frecuencia del alelo B
(Schlieben et al., 1991; Felmer y Butendieck, 1998).

El objetivo de este trabajo es determinar las frecuencias génicas de CASK en
bovinos criollos de las poblaciones de Ticllos y Huashcao (regién Ancash); estos
resultados podran utilizase por los criadores en programas de mejoramiento de
leche y queso en donde esta seleccidon no puede usarse de forma convencional,
dado que requeririan de pruebas de progenie muy extensas de entre 6 y 7 anos
(Medrano y Coérdova, 1990). Ademas, se sensibilizara a los criadores en el sentido
que el mejoramiento del ganado criollo no debe pasar por simples cruzas con
ganado exoético de dificil adaptacion y susceptible a enfermedades en las zonas
altoandinas; sino por conocer primero las caracteristicas de nuestro ganado criollo y
sacar provecho de ellas mejorando los aspectos desfavorables dentro de la misma
raza.

MATERIALES Y METODOS:

Se colectaron muestras de sangre de la vena caudal de 22 y 31 animales de las
comunidades campesinas de Huashcao y Ticllos. La sangre (7-10 ml/animal) se
deposito en tubos conteniendo EDTA disddico (pH 8.0) al 2,5%. Se aislaron los
linfocitos (lavados con Buffer Tris EDTA 20:5 v/v, pH 8,0) y se conservaron a -20 °C.
La extraccién de ADN se llevé acabo con un protocolo del Laboratorio de Genética
Humana de la UNMSM modificado en el Laboratorio de Biologia Molecular del INIA;
que incluye lisis de globulos blancos con SDS 10% e incubacion con Proteinasa K
(20mg/ul) a 55 °C, precipitacion de impurezas con acetato de K 3M y del ADN con
isopropanol y etanol absoluto para resuspender en Buffer Tris EDTA 20:5 v/v pH 8.0.
Posteriormente, se realiza la purificacion de las muestras de ADN con lavados en
soluciones cloroformo:isomilalcohol 24:1 v/v , acetato de K 3M y NaCl 5M, y
finalmente precipitar con etanol absoluto y resuspender en Buffer Tris EDTA 20:1 v/v
pH 8.0.

Las pruebas de PCR RFLP realizadas se basan en el protocolo de Poli y Medrano
(1997) utilizando los primers JK5 y JK3 (Biosintesis ®) y la enzima de restriccién Hinf
| (Promega®) para el diagnéstico de los alelos A y B del gen de la CASK. La
reaccion estandar de PCR de volumen final 25 uL en tubos 0,2 mL contenia: 1 uL de
ADN (50-100 ng) y master mix (2,5 uL buffer 10X, 1,5 yL MgCl, 25mM, 0,125 pL Taq
polimerasa 5U/uL (Promega®); 2,5 yL dNTPs 1mM (Applied Biosystems®); 0,25 pL
de cada primer 10 pmol) y H>O libre de nucleasas (NFW-Gibco®). Las condiciones
de PCR fueron: una fase de desnaturalizacion de 94 °C por 3 minutos; seguido por
35 ciclos de 94 °C por 45”, 60 °C por 60” y 72 °C por 60” (termociclador Perkin
Elmer, modelo GeneAmp PCR System 2400). La digestién del producto amplificado
con Hinf | utiliza 15 pL del volumen de la reaccion de PCR, al cual se le adiciona 6 U



de la enzima, 2,25 pL de Buffer B y 4,65 puL de H,O NFW- Gibco® que se incuba por
2 horas a 37 °C.

Los fragmentos digeridos fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al
3% en buffer TBE 1X, adicionando 0,0025% de Bromuro de Etidio al gel. Las
condiciones de electroforesis fueron de 2 horas a 95 V. Las bandas se visualizaron
en un transiluminador UV y se fotografiaron con una camara Polaroid (EagleEye®).
La lectura de geles se realizé calculando el tamafo de alelos tomando como
referencia la migracion de fragmentos de un marcador de 50pb (Fermentas®).

Para el analisis estadistico de la variabilidad genética se calcularon frecuencias
alélicas y genotipicas y el equilibrio de Hardy Weinberg con la prueba de y? (Chi
cuadrado). Se utilizé la prueba Z (Normal Standard) para establecer si existe
diferencia entre las frecuencias alélicas y genotipicas de las poblaciones estudiadas.

RESULTADOS:

En la tabla 1 se muestran las frecuencias genotipicas y alélicas encontradas y
esperadas para las poblaciones de bovinos de Huaschao y Ticllos. Asimismo se
observa la heterocigosidad media de ambas poblaciones.

Las dos poblaciones se encuentran en equilibrio de Hardy Weinberg con un valor de

%*=0,1751 con 1 grado de libertad (p=0,6755) en Huaschao y con %?=0,0082 con 1
grado de libertad (p=0,9959) en Ticllos. Al analizar los genotipos entre poblaciones
mediante la prueba Z se observa que las frecuencias genotipicas para los genotipos
AA y AB son significativamente diferentes (P<0,05) entre las poblaciones de
Huaschao y Ticllos; y las frecuencias alélicas no difieren entre si. La heterocigosidad
media encontrada en la poblacion de Ticllos es significativamente diferente que la de
Huaschao. En la fig. 2 se observan los patrones de las bandas alélicas de algunos
individuos genotipados y se sefialan los respectivos genotipos asociados.

DISCUSION:

Las variantes alélicas del gen de CASK estan asociadas al porcentaje de proteina
total de la leche (Lopez, 1998) y su contenido, e influyen significativamente sobre el
tiempo de coagulacidon del cuajo, la firmeza y rendimiento quesero, mostrando
valores superiores en la leche de vacas con el genotipo BB en relacion con las de
genotipo AA (Schlieben et al., 1991; Van Eenennaam y Medrano, 1991). El
contenido de la proteina CASK puede llegar a tener una diferencia de 3% entre la
leche de vacas del genotipo BB y AA (Bobe, 2004).

Se ha reportado el analisis de la variabilidad genética de los genes de la CASK
(Medrano et al., 1990; Schlieben et al., 1991; Lara, 2002; Kemenes et al., 1999;
Viana et al., 2001; Felmer y Butendieck, 1998; Giovambattista et al., 2001; Ripoli et
al., 2003) en poblaciones de diferentes razas de bovinos. Recientes investigaciones
en hatos de Holstein Friesian de la Universidad de lowa, confirman que los
genotipos de CASK y LGB afectan la composicion proteica de la leche y que ambos
contribuyen con mas del 50% de la heredabilidad y mas del 25% de la repetibilidad
de la proporcion de las caseinas alfa s1 y kappa de la proteina total de la leche. Del
mismo modo, el genotipo CASK explica el 25,4% la variancia fenotipica total de la
concentracion de proteina de la leche, siendo el factor mas importante entre otros
parametros tales como numero de parto, mes de lactacion y efectos ambientales
(dieta, mastitis, etc.) (Bobe, 2004).
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Las variantes alélicas de CASK genotipadas en este trabajo difieren en dos
mutaciones puntuales en la posicion 136 y 148 del gen que pueden ser identificadas
por analisis de fragmentos de restriccion (Schlieben et al.,, 1991). En la fig. 2 se
muestra un fragmento de 84 pb y dos de 134 y 132 pb que representan al alelo A; vy,
un fragmento de 84 pb y otro de 266 pb que representan al alelo B, respectivamente,
coincidente con lo reportado por Felmer y Butendieck (1998).

En la tabla 1 se observa una diferencia en la distribucién de los alelos; en el caso de
la comunidad de Huashcao result6 mayor la frecuencia del alelo A (0,64) con
respecto a la comunidad de Ticllos (0,50). La diferencia entre poblaciones es mas
notoria al observar las frecuencias genotipicas. Varios factores ambientales pueden
explicar estos resultados. La localidad de Huashcao se encuentra relativamente
cercana a la ciudad de Yungay, en el Callejon de Huaylas, mientras que la localidad
de Ticllos esta ubicada en la provincia de Bolognesi cercana al Callejon de los
Conchucos. Estas diferencias de acceso al mercado y a otras localidades de menor
altitud, ofrecen la oportunidad a los pobladores de Huashcao de comercializar no
solo sus productos, sino de intercambiar reproductores criollos, cruzados y razas
exoéticas como la Holstein; en ésta el alelo A es mas frecuente (Viana et al., 2001;
Poli y Antonioni, 1991; Bonvillani et al., 2000) y su crianza predomina en la ciudad de
Caraz. Asimismo, las condiciones de manejo de pastos y altitud son favorables para
la localidad de Huashcao (3500 msnm) a diferencia de Ticllos (4000 msnm). En
Huashcao se viene mejorando la calidad de pastos con la participacion de
CARITAS-Huaraz. Esto propicia que los criadores efectuen el mal denominado
mejoramiento de su ganado a través de cruces entre ganado criollo con razas
exoticas Brown Swiss o Holstein, los cuales se adaptan mejor a pisos altidudinales
bajos y con pasto mejorado.

En la tabla 2 se comparan las frecuencias alélicas obtenidas en este estudio con
otras razas de bovinos. Se puede observar que las frecuencias encontradas en las
poblaciones de Huashcao y Ticllos estan en niveles intermedios con respecto a las
otras razas de bovinos de climas templados. Sin embargo, la frecuencia del alelo B
se acerca mas al de razas lecheras o de doble propdsito como la Normanda (0,56);
cuya leche es de alta calidad para produccién de queso y mantequilla. Ademas, con
relacion al criollo Argentino, las frecuencias alélicas para A y B son muy similares a
las de los criollos de la comunidad de Huashcao, no siendo asi en los bovinos de
Ticllos por ubicarse en una zona mas aislada.
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Criollo Peruano

Normanda Jersey

Fig. 1 Algunas razas bobinas y su comparacién genotipica con el bovino criollo peruano

Se observa que el bovino criollo posee fenotipo de ganado lechero, con poca masa muscular, de
tamafio mediano, buenos aplomos y caracteristicas que le han permitido adaptarse a condiciones
extremas del clima, topografia accidentada, resistencia a enfermedades y una alimentacion en base a
pastizales altoandinos.
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Fig. 2. Gel de agarosa 3% mostrando los genotipos de
k—caseinas: carril 227 = CASK " 222232 y 234 =
CASK ”B: 223 y 237 = CASK ®B. Carril M = marcador de
peso molécular.




Tabla 1. Frecuencias genotipicas y alélicas observadas y esperadas en
bovinos criollos muestreados

Genotipo Huashcao Ticllos
Observ. Esperad. Observ. Esperad.
N° % N° % N° % N° %
AA 1 [ 050 ()| 9 0,41 7 1023 ()| 8 0,25
AB 6 0,27 (*) | 10 | 0,46 | 17 | 0,55 (*) | 16 | 0,50
BB 5 0,23 (ns) | 3 0,13 7 023 (ns) | 8 0,25
Alelos % %
A 0,64 (ns) 0,50 (ns)
B 0,36 (ns) 0,50 (ns)
Heterocigosidad 27,27% (¥) 54,83% (*)

Tabla 2. Frecuencias alélicas de k-caseinas (CASK) de razas de bovinos

R Frecuencia alélica Ref .
z renci
aza CASK” | CASKE® elerencia
Criollo Huashcao 0,64 0,36
Criollo Ticllos 0,5 0,5
Criollo Argentino 0,647 0,353 Golijow et al., 1999
Rubia Gallega 0,47 0,53 Viana et al., 2001
Holstein 0,9 0,1 Viana et al., 2001
McLean ef al.,1984; Van
Jersey 0,23 0,77 Eenennaan y Medrano, 1991;
Grosclaude, 1998
McLean et al.,1984; Van
Normanda 0,44 0,56 Eenennaan y Medrano, 1991;
Grosclaude, 1998
Gyr 0,93 0, 07 Kemenes et al, 1999
Pantaneiro 0,782 0,218 Lara et al, 2002
Santa Gertrudis 0,85 0,15 Kemenes et al., 1999




