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Resumen

La poblacién de ganado criollo colombiano ha venido presentando una inquietante disminucion al
pasar de 23.415 ejemplares en 1999 a 20.102 en 2003. A pesar de los esfuerzos por recuperar las
razas criollas el panorama para su conservacion es incierto, por tanto la busqueda de caracteres de-
seables puede contribuir a su valoracion y conservaciéon. Los genes relacionados con el mejoramiento
de la calidad de la leche producida por estas razas se consideran de gran importancia en la industria
lactea, por tal razéon y con el objetivo de caracterizar los genes beta-lactoglobulina y alpha-lactoal-
bumina se analizaron 30 muestras de sangre de cada una de las razas criollas (Blanco Orejinegro, Ca-
quetefo, Casanarefno, Costefio con cuernos, Chino Santandereano, Hartén del Valle, Romosinuano y
Sanmartinero), dos razas sintéticas colombianas (Lucerna y Velasquez) y dos razas foraneas (Holstein
y Brahman). Se amplificaron fragmentos de 262pb para beta-lactoglobulina (f-LG) y de 166 pb para
alpha-lactoalbumina (a-LA) que se genotipificaron mediante PCR-SSCP. El promedio de la frecuencia
para B-LG A y B-LG B fue de 0.46 £ 0.020 y de 0.53 + 0.020, respectivamente, y de 0.35 + 0.019 para
a-LA Ay 0.64 + 0.019 para a-LA B. El promedio de diversidad genética (He) para p-LG fue 0.498 y de
0.455 para o-LA. Los ganados criollos representan una base genética valiosa, como alternativa para
mejorar genéticamente los hatos destinados a la produccién de leche con mejores caracteristicas en
calidad para la industria lactea.

Palabras clave: a-LA, B-LG, bovinos criollos, Colombia, globulina, proteinas del suero.

Abstract

The Colombian Creole Cattle has showed a preoccupant population decreasing, from 23,415 individu-
als in 1999 to 20,102 in 2003. Despite that many efforts to recover the creole breeds have been done,
its future conservation is unclear. Searching for economic desirable genes may contribute to its pres-
ervation and utilization as a genetic resource. Genes related with the improvement of milk proteins are
considered as an economic important factor by the dairy industry. With the aim of characterize beta-
lactaglobulin (-LG) and alpha-lactalbumin (a-LA) genes, 30 samples from each of the creole breeds
(Blanco Orejinegro, Caquetenio, Casanareno, Costenno Con Cuernos, Chino Santandereano, Harton del
Valle, Romosinuano and Sanmartinero), two Colombian breeds (Lucerna and Velasquez) and two in-
troduced breeds (Holstein and Brahman) were analyzed. A DNA fragment of 262 pb for 3-LG and 166
for a-LA using PCR-SSCP were amplified and analyzed. The average frequencies for -LG (A) and B-LG
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(B) were 0.46 £ 0.020 and 0.53 % 0.020, respectively, and 0.35 £ 0.019 for a-LA (A) and 0.64 £ 0.019
for a-LA (B). The genetic diversity (He) average for f-LG was 0.498 and 0.455 for a-LA. Creole breeds
represent a valuable genetic base as an alternative for breeding and improvement programs in dairy
production herds in order to produce milk with desirable characteristics for the dairy industry.

Key words: a-LA, B-LG, Colombia, creole cattle, globulins, whey proteins.

Introduccion

Colombia posee varias razas reconoci-
das como ganado criollo: Romosinuano (RS)
y Costennio con cuernos (CCC) en la Costa
Atlantica, Blanco Orejinegro (BON) y Chino
Santandereano (ChS) en la zona Andina o
montafnosa, Hartén del Valle (HV) en el valle
del rio Cauca, Casanareno (CAS) y Sanmarti-
nero (SM) en la Orinoquia, el Caquetefio (CQT)
en la Amazonia y dos razas colombianas for-
madas por cruzamiento con ganado criollo:
Velazquez (VEL) = Romosinuano 25%, Brah-
man Rojo 25% y Red Poll 50% en el departa-
mento de Caldas; y Lucerna (LUC) = Hartén
del Valle 30%, Holstein 40% y Shorthorn 30%)
en el Valle del Cauca. El tamano poblacional
del ganado criollo colombiano pas6 de 23.415
individuos en 1999 (Martinez, 1999) a 20,102
en 2003, sin incluir los datos de la raza criolla
Casanareno (MADR-Asocriollo, 2003).

La demanda de alimentos de origen ani-
mal es cada vez mas creciente, por tanto el
mejoramiento de los sistemas de producciéon
es una necesidad urgente, entre ellos el de
leche bovina. Esta contiene una mezcla com-
pleja de agua, lactosa, grasa, proteinas y otros
componentes menores. El 95% del nitréogeno
total es proteico y equivale a 35 g de proteina
por kg de leche. El1 20% de la fracciéon pro-
teica corresponde a las proteinas del suero
p-Lactoglobulina y a-Lactoalbimina.

La p-Lactoglobulina (p-LG) representa
cerca del 50% de las proteinas del suero y el
12 % de la proteina total de la leche de los
bovinos (Fox y McSweeney, 1998). En las ra-
zas Bos taurus las variantes predominantes
son: A (Gln 59, Asp64 y Val 118) y B (Gln 59,
Gly 64 y Ala 118), no obstante se han iden-
tificado y evaluado otras nueve variantes (C,
D,E,F, G, H, 1, J, W) (Farrell et al, 2004). Las
variantes de B-LG son de gran importancia
por su asociacion con k-caseina, lo que se
traduce en un incremento o disminucion del
total de proteina en la leche (Heck et dl, 2009).
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El alelo B de 3-LG puede ser considerado su-
perior al alelo A por su efecto directo sobre
la resistencia mecanica de los geles debido
a: (1) la formacion de enlaces cruzados y los
agregantes implicados en las proteinas del
suero y los productos de la hidrélisis del cua-
jo; (2) un aumento en el tamano de la micela
de caseina causado por la insercion de -LG
B a su superficie; y (3) ambos casos, todo lo
cual mejora la proporcion de soélidos totales
(Meza-Nieto et dl., 2007). El alelo A de p-LG
esta relacionado con una menor proporcion
de B-LG (Wedholm et dl., 2006). El genotipo
BB de f-Lactoglobulina ($-LG) se ha asocia-
do con un mayor contenido de grasa, buen
rendimiento en queso y un alto porcentaje
de caseinas en la leche (Caroli et dl, 2004);
contrario a lo sugerido para el genotipo AA de
B-LG relacionado con una alta produccion de
leche total (Ng-Kwai-Hang et dl., 1984).

La a-Lactoalbumina (a-LA) es una calcio
metaloproteina que en las células del epite-
lio mamario forma un complejo con la -1,4
galactosil-transferasa, para formar la enzima
lactosa sintasa, la cual sintetiza lactosa en el
interior de la vesicula secretora del aparato de
Golgi. Se han descrito tres variantes (A, By
C), siendo las mas comunes Ay B. La variante
a-LA A posee el aminoacido Gln en la posicion
10, mientras que a-LA B tiene una Arginina
(Farrell et al., 2004). Se ha evidenciado que
las vacas Holstein con la variante A presen-
tan altos valores para producciéon de leche,
proteina y grasa; y las que tienen B muestran
alto porcentaje de proteina y grasa (Bleck y
Bremel, 1994). Asi mismo, se ha constatado
una mayor proporcion de a-LA con el alelo B
y una mayor producciéon de leche con el alelo
A (Heck et dl., 2009).

El objetivo principal del presente traba-
jo fue caracterizar el potencial del ganado
criollo colombiano para la produccion de
leche con caracteristicas deseables en la
industria mediante la estimacion de las fre-
cuencias, los parametros poblacionales y las
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diferencias entre los genes de las proteinas
B-lactoglobulina y a-lactoalbimina en diez
razas criollas colombianas.

Materiales y métodos

Se evaluaron 354 muestras de sangre de
ocho razas bovinas criollas (30 individuos
por raza): Blanco orejinegro (BON), Caque-
tefio (CQT), Casanareno (CAS), Costefio con
cuernos (CCC), Chino Santandereano (ChS),
Hartén del Valle (HV), Romosinuano (RS) y
Sanmartinero (SM); dos razas colombianas
formadas por cruzamientos, Lucerna (LUC)
y Velasquez (VEL); y dos razas foraneas,
Brahman (n = 24) y Holstein (n = 30), obteni-
das en diferentes regiones de Colombia y del
Banco de ADN de la Universidad Nacional de
Colombia (Cuadro 1).

El ADN fue extraido a partir de 5 ml de
sangre mediante el protocolo de extraccion
‘Salting Out’ (Miller et dl., 1988). La calidad
de ADN fue evaluada en geles de agarosa al
0.8%, corridos en TBE 0.5X (0.045 M tris-
borato, 0.001 M EDTA, pH 8.0) y tefiidos con
bromuro de etidio. Se usaron 2 ul de ADN con
2 ul de azul de bromofenol (0.25% de azul de
bromofenol y 30% de glicerol). Las muestras
fueron corridas a 80V durante 45 min usando
electroforesis horizontal (camara BioRad wide
mini sub-cell GT). Los geles fueron fotografia-

dos bajo luz ultravioleta usando una camara
digital (Kodak EDAS 290). La cuantificacion
de ADN se realizo por comparacion de ADN
con concentraciones conocidas del bacterio-
fago Lambda.

Para B-LG se amplifico un fragmento de
262 pb (cromosoma 11) con las condiciones
descritas por Diaz et al (2006). Se utilizaron
S50 ng/ul de ADN, se mezclaron con 3 ul de
Tris-HCL (20mM), se desnaturalizaron en
un termociclador a 95 °C bajando luego la
temperatura a 85 °C, momento en el cual se
incluyé la mezcla de PCR que contenia 100uM
de dNTPs, 0.75 mM de MgCl,, una unidad (U)
de Taq polimerasa y 0.3 uM de cada cebador
(B-LG P3 5" -GTC CTT GTG CTG GAC ACC
GAC TAC A-3" y B-LG P4 5-CAG GAC ACC
GGC TCC CGG TAT ATG A-3°). La desna-
turalizaciéon se realiz6 a 97 °C y luego a 35
ciclos, constando cada ciclo de 94 °C por 1
min, 60 °C por 1 min y 72 °C por 2 min con
una extension final de 72 °C por 5 min, en
un termociclador marca PTC -100TM (MJ
Research, Inc-USA).

Para a-LA se amplifico un fragmento
de 166 pb localizado en el cromosoma 35,
siguiendo las condiciones descritas por Diaz
et al (2006). Se tomaron 50 ng/ul de ADN y
se mezclaron con una solucion buffer de PCR
con 100 uM de dNTPs, 0.75 mM de MgCl,,

Cuadro 1. Tamafio de muestra y sitios de muestreo de razas bovinas criollas, colombianas

y foraneas.

Raza No. Localizacién
municipio (departamento)

Blanco Orejinegro (BON) 30 Popayan (Cauca)

Caquetenio (CQT) 30 Florencia y Morelia (Caqueta)

Casanarefo (CAS) 30 Arauca (Arauca)

Costefnlo con cuernos (CCC) 30 Campeche (Atlantico)

Chino Santandereano (ChS) 30 San Gil y San Alberto (Santander)

Hartén del Valle (HV) 30 Tulua, Jamundi, Palmira (Valle del Cauca) ?

Lucerna (LUC) 30 Valle de Cauca

Romosinuano (RS) 30 Sincerin (Bolivar)

Sanmartinero (SM) 30 San Martin (Meta)

Velasquez (VEL) 30 La Dorada (Caldas)

Brahman 24 Jamundi (Valle del Cauca) ?

Holstein 30 Yotoco, Candelaria (Valle del Cauca)?

a. Banco de ADN, Universidad Nacional de Colombia.

341



ACTA AGRONOMICA. 60 (4) 2011, p 339-346

una unidad (U) de Taq polimerasa y 0.1 uM de
cada cebador (sentido, 5" -CTC TTC CTG GAT
GTA AGG CTT-3" y antisentido, 5'-AGC CTG
GGT GGC ATG GAA TA-37). Las muestras
se sometieron a desnaturalizacion inicial de
2 min. Se realizaron 35 ciclos y se constato
cada ciclo de 95 °C por 1 min, 55 °C por 1
miny 72 °C por 1 min y una extension final
de 72 °C por S min.

Los alelos se identificaron mediante PCR-
SSCP (Single Strand Conformation Polymor-
phism). Se mezclaron 2 ul de los productos
de PCR con 8 ul de buffer desnaturalizante
(0.05% de Xilene-Cianol, 0.05% de azul
bromofenol, 5.5 mM de EDTA pH 8.0). Se
desnaturalizaron a 95 °C por 5 min y luego
se enfriaron en hielo por dos minutos. Como
controles se utilizaron muestras de individuos
AA, AB y BB, genotipificadas mediante RFLP
por Diaz et al (2006). Se cargaron en geles de
poliacrilamida (Camara Biometra® 12 x 8 cm)
(relaciéon de acrilamida: N,N'-metilene-bis-
acrilamidal00:1) a 14 % y 16 % para B-LG
y a-LA, respectivamente, glicerol al 3.7 %
con TBE 0.5 X (0.045 M tris-borato, 0.001 M
EDTA, pH 8.0). Para la electroforesis se uso
buffer TBE 0.5 X para o-LA y 1X para $-LG.
Los geles se corrieron a 160 v por 10 h para
B-LG y a 180 v por 4 h para a-LA, a una tem-
peratura constante de 12 °C.

Se estimaron las frecuencias alélicas, las
heterocigosidades observada (Ho) y esperada
(He), el coeficiente de fijacion (Fig), el equili-
brio Hardy-Weinberg (EHW) y el coeficiente
de diferenciacion genética (Fgt), mediante el
programa Arlequin (Integrated Software Pac-
kage for Population Genetics Data Analysis)
version 3.1 (Excoffier et dl., 2006).

Resultados y discusion

La PCR-SSCP permitio detectar dos patro-
nes de bandas para a-LA y p-LG (Foto 1).
Las frecuencias alélicas de los genes B-LG y
a-LA en las diferentes razas criollas y fora-
neas aparecen en el Cuadro 2. Mediante la
técnica molecular PCR-SSCP tnicamente
fueron encontradas las variantes A y B de
B-LG. La frecuencia para 3-LG B (0.53 £ 0.02)
resulto mayor que para -LG A (0.46 = 0.02).
La variante de interés f-LG B —que mejora la
proporciéon de solidos totales (Meza-Nieto et
dal., 2007)- fue encontrada en alta frecuencia
en las razas CQT, LUC, HV y ChS y en menor
proporciéon en las razas criollas BON, CAS,
SM y VEL. La frecuencia promedio del alelo
B-LG B para los criollos fue superior a la ha-
llada en Holstein.

Aligual que en este estudio, en la mayoria
de razas criollas de América tropical se ha

Foto 1. Patrones de corrida para dos variantes alélicas de una region de los genes
B-LG (izquierda) y a-LA (derecha), mediante PCR-SSCP.
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Cuadro 2. Frecuencias génicas y desviaciones estandar de las variantes alélicas de B-LG y a-LA en razas

criollas colombianas y en dos foraneas.

Raza B-LG oa-LA
A A B

BON 0.51+0.065 0.48+0.065 0.55+0.065 0.45+0.064
CQT 0.28+0.058 0.71+0.058 0.50+0.065 0.50 +0.065
CAS 0.65+ 0.062 0.31+ 0.060 0.33£0.061 0.66+0.061
Chs 0.36+0.062 0.63+0.062 0.31+£0.060 0.68 +0.062
CccC 0.46+0.064 0.53+0.064 0.30+0.059 0.70+0.059
HV 0.31+0.060 0.65+0.062 0.15+0.035 0.85+0.046
LuC 0.35+0.062 0.65+0.062 0.21+0.053 0.78+0.053
RS 0.43+0.064 0.56 +0.064 0.30+0.059 0.70+0.059
SM 0.63+0.062 0.36+0.062 0.43+0.064 0.56+0.064
VEL 0.63+0.062 0.36+0.062 0.43+0.064 0.56+0.064
Promedio 0.46+0.020 0.53+0.020 0.35+ 0.019 0.64+0.019
Brahman 0.28+0.069 0.67+0.069 0.00+0.00 1.0+ 0.0
Holstein 0.60+0.063 0.40+0.063 0.53 £ 0.064 0.46+0.064

hallado una mayor frecuencia para el alelo
de interés f-LG B que para f-LG A (Postiglio-
ni et al, 2002; Lirén et dal., 2002; Poli et dl.,
2002; Rincon et dl., 2006). Las estimaciones
de frecuencia halladas para el ganado criollo
colombiano también resultaron dentro del
rango descrito para otras razas comerciales
de EE.UU. (Van-Eenennaam y Medrano, 1991),
italianas (Caroli et dl., 2004), griegas (Tsiaras
et dl., 2005) y portuguesas (Beja-Pereira et dl.,
2002). Una mayor frecuencia del alelo p-LG
B es deseable ya que este se correlaciona con
una mejor calidad de proteina en la leche y
mejora la formacion de agregados en proce-
sos del cuajo a nivel industrial (Meza-Nieto et
al., 2007). La alta proporcion de la variante
de interés B-LG B encontrada en las razas
criollas, representa una alternativa de uso en
los sistemas doble proposito dirigidos hacia la
produccion de queso, en virtud que el alelo B
de la B-LG ha sido asociado con mayor conte-
nido de grasa y caseina en la leche.

El alelo f-LG A encontrado en alta fre-
cuencia en las razas colombianas CAS, VEL,
SM y BON result6 similar a lo reportado para
la raza brasilera Caracu (0.57) (Kemenes et
al., 1999) y la comercial Holstein (0.58) (Heck
et dl., 2009).

Para a-LA se encontr6é mayor frecuencia
de la variante a-LA B (0.64 £ 0.01) que en a-LA

A (0.35 % 0.01). El alelo de interés a-LA B se
hallé en alta frecuencia en todas las razas,
excepto en BON y CQT. La a-Lactoalbuimina
(a-LA) se considera importante por formar
parte del complejo p-1,4 galactosil-transfera-
sa, responsable de la formacion de la enzima
lactosa sintasa, la cual sintetiza lactosa.
Bleck y Bremel (1994) evidenciaron que las
vacas Holstein con la variante A presentaron
mayores niveles de produccion de leche y pro-
teina, en comparacion con el alelo B que so6lo
mostro un aumento en el porcentaje de protei-
na y grasa. El gen a-LA no ha sido utilizado
ampliamente para evaluar razas criollas o co-
merciales en América, como sucede con el gen
k-caseina (k-CN) o -LG. Este hallazgo es el
primero en mostrar la frecuencia para el gen
a-LA en razas criollas de Colombia. La mayor
frecuencia del alelo B de a-LA encontrada en
la mayoria de las razas criollas colombianas
coincide con lo hallado en la razas criollas de
Uruguay (Postiglioni et dl., 2002; Rincon et
al., 2006) y la criolla colombiana Harton del
Valle (Diaz et dl., 2006) siendo superior a lo
reportado en las criollas Cubana y Siboney
(Uffo et dl., 2006), aunque Uffo et dal. (2006)
sugieren la presencia del alelo A de a-LA como
indicador de introgresiéon con razas cebui-
nas (Bos indicus). En este estudio se hallé el
alelo A en todas las razas de ganado criollo
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colombiano y en Holstein; sin embargo, de
manera excepcional este alelo no se detecto
en Brahman.

Las estimaciones de heterocigosidad
esperada (He), la prueba de equilibrio Hardy-
Weinberg (EHW) y los valores del coeficiente
de fijacion (Fig) se observan en el Cuadro 3.
En el ganado criollo los valores de diversidad
genética (He) para f-LG variaron entre 0.41
a 0.50, con un valor promedio de 0.49. Las
razas BON y CCC mostraron los valores mas
altos de diversidad genética. No se encontroé
EHW en las razas CQT, ChS, HV y LUC. El Fig
Unicamente resulté significativo para LUC.
Para a-LA el valor de He vari6 entre 0.16 y
0.5, con un promedio de 0.45. Los valores mas
altos de He fueron hallados en las BON, CQT,
SM y VEL. No se encontr6 EHW en BON, CQT,
RS ni en Holstein, y el indice de fijacion fue
significativo en LUC y RS (Cuadro 3). El indice
de diferenciacion genética resulté altamente
significativo entre las diferentes razas usadas
en este estudio (Fgr = 0.077; P < 0.01).

Las determinaciones de He (0.498 + 0.02)
para B-LG en el ganado criollo colombiano,
resultaron en el rango descrito para las razas

criollas de Suramérica (0.267 - 0.508) (Liron
et dl., 2002; Rincoén et dl.,, 2006), para las
razas portuguesas (0.27 - 0.5) (Beja-Pereira
et dl.,, 2002), y para la colombiana Harton del
Valle (Diaz et dal., 2006). Las desviaciones del
EHW en las razas criollas CQT y ChS pue-
den estar asociadas con el reducido tamano
poblacional existente y a la preferencia por
ciertos machos reproductores que permane-
cen dentro del hato por varias generaciones.

El valor promedio de He obtenido para el
gen de a-LA en el ganado criollo colombiano y
los altos valores de He alcanzados en la mayo-
ria de estas razas, superaron los hallados por
Diaz et dl. (2006). Las desviaciones en EHW
halladas en la raza criolla CQT podrian estar
relacionadas con un bajo ntimero de efectivos
en esta raza; mientras que en las criollas BON
y RS posiblemente tengan mas relacion con
un exceso o deficiencia de heterocigotos, en
tanto que en la raza Holstein posiblemente se
deben a la presion de seleccion. No obstante
que en algunas razas criollas se hallo EHW
para los genes B-LG y a-LA, no es posible
asegurar la estabilidad de frecuencia en los
alelos, puesto que en algunas razas se tiene

Cuadro 3. Valores estimados de heterocigosidad esperada (He) e indice de fijacion (Fig) para $-LG
y a-LA en ganado criollo colombiano y foraneo (Holstein y Brahman).

He Fis
Raza p-LG o-LA p-LG o-LA
BON 0.507 0.50** -0.25 -0.812
CQT 0.413* 0.50** 0.43 -1.0
CAS 0.448 0.452 0.15 0.265
ccc 0.506 0.427 0.21 0.06
ChS 0.472* 0.448 0.58 -0.31
HV 0.448* 0.165 0.46 -0.08
LuC 0.462* 0.345 0.50* 0.32*
RS 0.499 0.427* 0.33 0.69*
SM 0.472 0.499 0.29 0.201
VEL 0.472 0.499 0.24 0.066
Promedio 0.498%** 0.455 0.33 -0.019
Brahman 0.426* 0.000 0.69
Holstein 0.481 0.506** 0.04 -0.87

Fgr 0.077 (P < 0.01).

EHW segun la prueba exacta utilizada por el paquete estadistico Arlequin 3.1 (Excoffier et dl,
2006) usando la cadena markoviana con longitud pronosticada =100000; No. de dememoriza-

ciones = 1000.

* Probabilidad estadisticamente significativa (P < 0.05) de que no hay EHW en cada raza.

** Probabilidad altamente significativa (P < 0.01) de que no hay EHW en cada raza.
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bajo nimero de efectivos, lo que ocasionaria
error en el muestreo, tal como lo sostiene
Caujape-Castells (2006).

El presente estudio demuestra que la
alta diversidad genética esta soportada no
s6lo por la presencia de al menos dos alelos
en los genes evaluados, sino también por
los altos valores de He encontrados en la
mayoria de razas de ganado criollo colom-
biano, pese a las reducidas poblaciones y al
limitado nimero de machos reproductores,
lo que llevaria a incrementar los niveles de
endogamia.

El valor de diferenciacion genética (Fgt =
0.077) en el ganado criollo colombiano reafirma
la importancia de la evaluacion de las razas
locales, siendo este parametro ttil para la con-
servacion y manejo de los recursos zoogenéti-
cos, ya que generan un indicio del origen o la
magnitud de diferenciacion genética entre ellas.

Conclusiones

¢ Laalta frecuencia para el alelo Ben 3-LG y
a-LA demuestra el valor del ganado criollo
colombiano para la produccién de leche
con caracteristicas deseables en la indus-
tria. Los altos valores de diversidad génica
indican que el ganado criollo colombiano
constituye un recurso que alberga una
amplia diversidad genética en cuanto a
proteinas de la leche.

* Lasrazas criollas CQT, ChS, HV y LUC son
candidatas potenciales para ser usadas
en programas de mejora genética, con el
objetivo de elevar los niveles de calidad de
la leche.
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