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de la prolactina bovina sobre caracteristicas
de importancia en produccion lechera
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Resumen

Entre las caracteristicas de mayor importancia en
ganado lechero, estan la produccién de leche y la
calidad de la misma. Entre las hormonas de im-
portancia en estos procesos, estan la hormona del
crecimiento y la prolactina. La prolactina cumple
diversas funciones; por esta razén se han buscado
secuencias polimorficas en el gen que codifica dicha
proteina con el uso de técnicas moleculares que
permiten detectar polimorfismos para regiones es-
pecificas del DNA; esto con el fin de utilizarlos para
construir mapas genéticos y evaluar su efecto sobre
la expresion de caracteristicas. El objetivo principal
fue determinar las frecuencias alélicas y genotipi-
cas del gen de la prolactina y la asociacion entre
los polimorfismos de este y algunas caracteristicas
productivas. La determinacién de los genotipos se
realizé mediante PCR-RFLP, con DNA extraido de
sangre periférica por salting out. Se analizaron 470
lactancias correspondientes a 165 vacas Holstein, a
las cuales se les hizo seguimiento para produccion
y composicion de la leche durante, minimo, una lac-
tancia completa. El alelo mas frecuentes para el gen
PRL fue PRLA (0.91); el genotipo de mayor frecuen-
cia fue AA (0.83) mientras el de menos frecuente fue
PRLBB (0.02); produccion de leche, porcentaje de
proteina y cantidad de proteina tuvieron diferencia
estadisticamente significativa; las demas asociacio-
nes no tuvieron significancia. Estos resultados co-
inciden con los de otros investigadores; por esto se
debe buscar a través de la seleccion los individuos
con genotipos favorables y utilizarlos en programas
de mejoramiento genético.

Palabras clave: marcadores moleculares, PCR,
proteina.
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Effect of adenina/guanina transition in
prolactine gen on important milk traits

Abstract

Introduction. Among the most important charac-
teristics of Dairy cattle, milk production and quality
are remarked. Among the important hormones for
these processes, growth hormone and prolactin are
highlighted. Prolactin has many functions; therefore
polymorphic sequences have been searched in the
gen that codifies that protein, by the use of molecular
techniques to detect polymorphisms in specific DNA
regions. This is useful to make genetic maps and
evaluate the effect on the characteristic’s expres-
sion. Objective. To determine allelic and phenotypic
frequencies of the prolactin gen and the association
between its polymorphisms and some production
characteristics. Materials and methods. The deter-
mination of genotypes was made by means of PCR-
RFLP, with DNA extracted from peripheral blood by
salting out. 470 lactations from 165 Holstein cows
were analyzed, and a follow—up to their milk produc-
tion and composition was made during a minimum a
complete lactation. Results. The most frequent allele
for the PRL gen was PRLA (0.91); the most frequent
genotype was AA (0.83) while the less frequent was
PRLBB (0.02); Milk production, protein percentage
and protein quantity had a significant statistic diffe-
rence, and the others had no significance. Conclu-
sion. These results match those achieved by other
researchers. Therefore, individuals with favorable
phenotypes must be found through selection and
they must be used in genetic increase programs.
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Efeito de transigdo de adenina / guanina do
gene da prolactina bovinos em caracteristicas
de importancia na producao leiteira

Resumo

Introdugao. Entre as caracteristicas de maior impor-
tancia em gado leiteiro, estdo a produgéo de leite e a
qualidade da mesma. Entre os hormdnios de impor-
tancia nestes processos, estdo o horménio do cres-
cimento e a prolactina. A prolactina cumpre diversas
fungbes; por esta razao se procuraram seqiiéncias
polimérficas no gene que codifica dita proteina com
0 uso de técnicas moleculares que permitem detec-
tar polimorfismos para regides especificas do DNA,;
isto com o fim de utiliza-los para construir mapas
genéticos e avaliar seu efeito sobre a expresséo de
caracteristicas. Objetivo. Determinar as frequén-
cias alélicas e genotipicas do gene da prolactina e a
associagao entre os polimorfismos deste e algumas
caracteristicas produtivas. Materiais e métodos. A

determinacdo dos gendtipos se realizou mediante
PCR-RFLP, com DNA extraido de sangue periférico
por salting out. Analisaram-se 470 laténcias corres-
pondentes a 165 vacas Holstein, as quais se lhes
fez seguimento para produgéo e composicao do lei-
te durante, minimo, uma laténcia completa. Resul-
tados. O alelo mais frequentes para o gene PRL foi
PRLA (0.91); o gendtipo de maior frequéncia foi AA
(0.83) enquanto o de menos frequente foi PRLBB
(0.02); produgao de leite, percentagem de proteina
e quantidade de proteina tiveram diferenca estatis-
ticamente significativa; as demais associagbes néo
tiveram significancia. Conclusdo. Estes resultados
coincidem com os de outros pesquisadores; por isto
se deve procurar através da selecao os individuos
com gendtipos favoraveis e utiliza-los em progra-
mas de melhoramento genético.

Palavras Importantes: marcadores moleculares,
PCR, proteina.

Introduccioén

Desde la aparicion de la ganaderia como acti-
vidad economica, el ganado lechero se ha vis-
to sometido a seleccién fenotipica, tendente a
mantener los caracteres de mayor produccion.
Las principales limitantes de la seleccion feno-
tipica son: 1. El tiempo que se requiere para
determinar las caracteristicas de la progenie
y el impacto de las habilidades predichas de
transmision (por sus siglas en inglés PTA) de
los toros, y 2. Los caracteres seleccionados
pueden ser en ocasiones ambiguos, debido al
impacto de las influencias ambientales y fisio-
l6gicas que los afectan'. El gen de la prolactina
bovina esta localizado en el cromosoma 23;
esta conformado por 5 exones y 4 intrones y
codifica para una proteina de 229 aminoaci-
dos con un peso molecular aproximado de 23
KDa2?. Esta hormona es considerada como la
mas versatil en términos de sus funciones bio-
l6gicas e inmunoldgicas®45.

El desarrollo y la diferenciacion de la glandu-
la mamaria ocurren principalmente durante la
prefiez. Hembras homocigoticas (-/-) para una
mutacion del gen del receptor para PRL son
estériles debido a un fallo completo en la im-
plantacién del blastocisto. En ratones tratados
con progesterona, la prefiez se logra recuperar

pero se observa un notable subdesarrollo de
la glandula mamaria®. En bovinos, la prolacti-
na forma parte del complejo de hormonas que
intervienen en el desarrollo mamario (mamo-
génesis), y es considerada como el factor pri-
mario requerido para el crecimiento y la dife-
renciacion celular de este tejido’?.

Actualmente se han descrito polimorfismos
genéticos en algunos genes, relacionados con
la produccion y calidad composicional de la le-
che como Kappa-caseina, Beta-lactoglobulina,
hormona de crecimiento y prolactina.® Para la
prolactina se ha reportado un polimorfismo bia-
Iélico en la posicion +7544, en donde el alelo A
presenta una guanina (G) y el alelo B presen-
ta una adenina (A); esta transicién genera una
mutacion silenciosa que codifica para el ami-
nodacido valina en la posicion 1032

El objetivo principal de este trabajo fue deter-
minar las frecuencias alélicas y genotipicas de
los genes de la prolactina y hormona del cre-
cimiento bovinas, asi como explorar la asocia-
cion entre los polimorfismos de estos genes y
algunas caracteristicas productivas como pro-
duccién y composicién de la leche en 8 fincas
ubicadas en diferentes municipios del departa-
mento de Antioquia.
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Materiales y métodos

Se seleccionaron 165 ejemplares de una pobla-
cion de ganado productor de leche en 8 hatos
ubicados en varios municipios del departamen-
to de Antioquia. De cada uno de los individuos
se colectaron 5 ml de sangre periférica. Para
la obtencion del DNA de sangre periférica se
utilizé el método modificado descrito por Miller
y colaboradores en 1988". Se realiz6 una am-
plificacion por PCR individual para cada regién
especifica en un volumen final de 50 uL que
contiene buffer PCR (1.0 -1.5 mM de MgCl,,
50 mM de KCI, 10 mM de Tris-HCI, pH de 8.3),
100-300 nM de cebadores; 2.0 mM de cada
dNTPs, 0.5 unidades de taq polimerasa y DNA
de sangre de bovino.

Los cebadores utilizados para amplificar las
regiones especificas de los genes de la PRL
(+7474 a +7627 Acceso AF426315)'® que con-
tenian los polimorfismos fueron descritos por
Dybus en 20022 y son los siguientes:

PRL:
F. 5-CGAGTCCTTATGAGCTTGATTCTT-3"
R 5 GCCTTCCAGAAGTCGTTTGTT TTC-3°

La PCR se realiz6 en un termociclador (Biome-
tra®). Las condiciones de la PCR para la ampli-
ficacion de la region especifica del gen de PRL
fueron descritas por Dybus en 20022, Luego,
los fragmentos amplificados por PCR de los
genes de bGH (329 pb) y PRL (156 pb) fueron
sometidos a digestién con endonucleasas de
restriccion para determinar los alelos. Para la
determinacion de los alelos de los genes PRL,
se tomaron 13ul del producto de la PCR, se
sometieron a digestion con 5 unidades de la
enzima de restriccion Rsal, y se incubaron a
37°C durante 12 horas. Para el gen de PRL el
producto de PCR tiene un tamafo de 156 pb;
al someterlo a digestion con la enzima Rsal, el
alelo A no es cortado, mientras que el alelo B
es digerido y genera los fragmentos de 82 y 74
pb2. Los productos de la amplificacion y diges-
tion se resolvieron por electroforesis en geles
de agarosa al 4% (Amresco®).

Analisis estadistico

La frecuencia de los diferentes alelos se realizd
con el método descrito por (Hartl, 2000)". La

18 REVISTA LASALLISTA DE INVESTIGACION -Vol.7 No.2

frecuencia total (p) de los alelos 1 en la pobla-
cion es:

p= Fa/a +% Fa/b, Frecuencia total (q) de los
alelos 2 en la poblacion es:

g= Fb/b + Y4Fa/b, donde; F a/a = Homocigético
y F a/b = Heterocigético.

Determinacién de la asociacion genotipica
con caracteristicas productivas

Se realiz6 un analisis de varianza basado en las
fuentes de variacién conocidas para cada una de
las variables dependientes (produccion de leche,
porcentaje de grasa y porcentaje de proteina).

El modelo de efectos fijos llevado a cabo fue
el siguiente:

Y, =p+G+Gp, +H+ NP +G*Gp+E

ijkimnop
Donde Y, . = Caracteristica analizada
(produccion lactea, porcentaje de proteina,
porcentaje de grasa), J = Media para la carac-
teristica, HJ. = Efecto del hato (j = 1....8), NP,
Efecto del numero de parto (1=1....8), G, =
Efecto fijo del genotipo para GH(i= 1...3), Gp
= Efecto fijo del genotipo para PRLGH(i=1...3),
G. Gp,_ Efecto de la interaccion entre genoti-

pos, Eijklmp = Error experimental

ijklmnop

Los factores de correccién para los efectos
medioambientales se estimaron mediante la
utilizacion de el método de minimos cuadrados,
descrito por Harvey, y los analisis estadisticos
restantes, con procedimientos del paquete es-
tadistico Stat Graphics plus (version 4.0).

Resultados

El fragmento amplificado de 156 pb (figura 1)
que corresponde a la region del gen PRL que
presenta el polimorfismo fue sometido a diges-
tion con la enzima Rsal para la determinacion
de los genotipos. Los fragmentos de restriccion
de DNA especificos para cada genotipo fueron:
82 y 74 pb para el genotipo BB; 156, 82 y 74
para el genotipo AB y 156 pb (no digerido) para
el genotipo AA (figura 2).

Electroforesis en gel de agarosa al 4.0%. La
figura presenta el fragmento amplificado de
156pb correspondiente al gen de PRL, en algu-



nos de los individuos analizados (carriles 2, 3
4y5),yelcarril6 control negativo (sin DNA).

El carril 1 fue un marcador de peso molecular
de 50pb.

] 2 3 4 5 6

156 pb

Figura 1. Amplificacion del gen PRL a partir de sangre bovina

Electroforesis en gel de agarosa al 4.0%. Lafigura presenta el fragmento amplificado de 156pb correspondiente
al gen de PRL, en algunos de los individuos analizados (carriles 2, 3 4y 5), y el carril 6 control negativo (sin
DNA). El carril 1 fue un marcador de peso molecular de 50pb.

156 pb
82 /74pb

Figura 2. Genotipificacién de PRL

Electroforesis en gel de agarosa al 4.0%. El
carril numero 1 corresponde a marcador de
peso molecular de 50 pb, carril 2 corresponde
al control positivo de amplificacién ( C+), carril
3 control negativo de amplificacion, los carri-
les 4, 5y 6 corresponde a amplicones de tres
individuos analizados antes de digestion con
Rsal, el carril 7 presenta 2 bandas de 156pb,

82/74 pb correspondientes a los fragmentos de
restriccion generados por digestion con Rsal
para el genotipo PRL AB, El carril 8 exhibe una
banda de 82/74 pb que corresponde al genoti-
po PRL BB, el carril 9 muestra el fragmento de
156 pb correspondiente al genotipo PRL AA,
carril 10 control positivo de digestion.
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Frecuencias alélicas y genotipicas

La frecuencia alélica fue de 0.91 para el alelo
PRL Ay de 0.09 para el alelo PRL B (tabla 1).
El genotipo PRL AA fue el mas frecuente en to-

dos los hatos estudiados (0.73-0.95), seguido
por el PRL AB (0.0-0.26); el de menor frecuen-
cia fue PRL BB (0.0-0.02) (tabla 2). Este ultimo
genotipo fue hallado sélo en 2 de los hatos es-
tudiados.

Tabla 1. Frecuencias genotipicas para el gen PRL en los hatos evaluados

GENERAL HW 1 HW 2 HW 3 HW 4
GEN GENOTIPOS
nt ni F 1,56 nt ni F nt ni F 091 nt ni F 0,27 nt ni F
AA 129 0,826 17 0,739 13 0,812 15 0,937 17 0,772
AB 24 0153 122 23 6 0,26 16 3 0,187 16 000 22 5 0,227
PRL BB 156 3 0,019 0 1 0,062
0.912 0,804 0,859 0,938 0,830
B 0.087 0,196 0,141 0,063 0,170
HW 5 HW 6 HW 7 HW 8 HW
nt ni F nt ni F 1,55 nt ni F nt ni F 1,26
21 0,954 10 0,909 12 0,923 24 0,727
22 1 0,045 1 1 0,009 13 1 0,076 33 7 0,212
2 0,006 3,21

0,966
0,034

0,932
0,068

0,942
0,058

0,780
0,220

nt: Tamano total de la muestra
ni: Numero de individuos para cada genotipo
F: Frecuencia genotipica.

HW: Valor de Hardy Weinberg

En la tabla se observa la distribucion de los
alelos y genotipos en cada uno de los hatos;
ninguno de los hatos mostré equilibrio de hardy
weinberg; igual sucedié con la poblacion total.
La férmula de equilibrio estuvo en algunos ca-
sos por debajo y en otros por encima de 2, lo
que indica que estas poblaciones han estado
sometidas a seleccion y que ha habido una
pérdida de la heterocigocidad.

En la mayoria de los hatos del pais se ha efec-
tuado una seleccion de individuos con base en su
desempenio fenotipico y, ademas, se ha importa-
do semen de toros seleccionados para caracteris-
ticas como produccion y composicion de la leche;
por esta razon las frecuencias genotipicas han ido
aumentando hacia la homocigocidad, disminuyen-
do la variabilidad genética y genotipica.

Efecto del genotipo de PRL sobre caracte-
risticas productivas de ganado lechero Pro-
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duccién de leche. De acuerdo con el andlisis
realizado, las vacas con genotipo PRL BB pro-
dujeron 1095 L de leche mas por lactancia que
las vacas PRL AB; de la misma forma, los indi-
viduos PRL AA fueron superiores en 311 La los
PRL AB que presentaron el menor rendimiento
(tabla 3). Estas diferencias fueron estadistica-
mente significativa (p<0.05), y sus medias fue-
ron comparadas usando el test de Duncan, con
un 95% de confianza.

Porcentaje de proteina de la leche. Los indi-
viduos con genotipo PRL BB produjeron leche
con 0.2% y 0.18% mas de proteina cuando se
compararon con los PRLAB y PRL AA, respec-
tivamente. Esta diferencia fue estadisticamente
significativa al realizar la comparacion de me-
dias por el test de Duncan con un 95% de con-
fianza (tabla 3) e implica un ingreso adicional
para el productor de $150.000 por lactancia.



Produccion de proteina lactea. Los indivi-
duos con genotipo PRL BB produjeron 36 y 28
Kg de proteina mas por lactancia con respecto
alos PRLAB y PRL AA, respectivamente. Esta
diferencia fue estadisticamente significativa al

realizar la comparacion de medias por el test de
Duncan con un 95% de confianza (Tabla 2).
Porcentaje de grasa de la leche. No se en-
contro diferencia significativa entre los diferen-
tes genotipos (Tabla 2).

Tabla 2. Asociacion entre los genotipos PRL y produccion y composicion de la leche

% % Kg Kg
GEN GENOTIPO n P.LECHE n poqreiva ™ GRASA " PROTEINA " GRASA
3.07 + 3.49 +
6848 + 2202
AA 198 170 195 0042a 195 0082 1g9 195  211a
(+311) (+0.02) (+0.05) (+8)
212a
6537 + 3.05 + 3.44 + .
prL 1B 62 2292 39 oos0a 39 01100 36 212 ¥
7632b + 3.54 + .
A 3.25+ 024 248 250a
BB 6 0.122a 6 6 6
(+1095) (+0.2)* (+0.1) (+36)* (+40)

Produccién de grasa de la leche. Las vacas
con genotipo PRL BB produjeron 38 y 39 Kg
de grasa mas por lactancia con respecto a los
individuos con genotipo PRLAB y PRL AA, res-
pectivamente. Esta diferencia no fue estadisti-
camente significativa (Tabla 2).

La tabla presenta el numero de lactancias
evaluadas para cada caracteristica, dentro de
cada recuadro aparece la media de minimos
cuadrados = Error estandar. El valor entre pa-
réntesis representa la superioridad de cada
genotipo con respecto al de peor desempeno.
Los kg de proteina y grasa se calcularon con
base en las lactancias que tenian informacion
para las caracteristicas completas. Letras dife-
rentes en la misma columna y dentro de las
filas correspondientes al mismo genotipo indi-
can diferencia significativa p<0.05. *Diferencia
significativa entre las medias del mismo grupo
por el test de Duncan, 95% de confianza.

Discusion

Frecuencias alélicas y genotipicas

Las frecuencias alélicas y genotipicas son si-
milares a las reportadas por Mitra y colabora-

dores 1995%°, Chung y colaboradores 1996,
Udina y colaboradores 2001" (0.91), y Brym y
colaboradores' 2005 (0.9), mayor a la reporta-
da por Dybus 20022 (0.86), Golijow y colabora-
dores 1999 (0.87), y menor a la reportada por
Chrenek y colaboradores 19986 (0.95), Ripoli
y colaboradores en 19997 (0.98).

En la mayoria de los hatos del pais se ha efec-
tuado una seleccion de individuos con base
en su desempenio fenotipico y, ademas, se ha
importado semen de toros seleccionados para
caracteristicas como produccién y composicién
de la leche; por esta razén las frecuencias ge-
notipicas han ido aumentando hacia la homoci-
gocidad, disminuyendo la variabilidad genética
y genotipica.

Produccion de leche. Los resultados difieren
de los reportados por Dybus 20022, Chung y
colaboradores 19962, quienes hallaron mejor
desempefio en produccion de leche para los in-
dividuos PRL AA. Este resultado, en particular,
muestra superioridad del genotipo menos fre-
cuente (PRL BB); el genotipo PRL AA es el se-
gundo en desempenfo; es importante tener en
cuenta esto en el momento de definir la orien-
tacion genética de los hatos hacia uno de los
genotipos, ya que el mejor genotipo para esta
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caracteristica tuvo muy baja representatividad
en el tamano total de la muestra.

Porcentaje de proteina de la leche. Los re-
sultados hallados difieren con los reportados
por Dybus 2002? y de Pawel y colaboradores
20058, quienes encontraron el genotipo PRL
AA mas frecuente en vacas productoras de le-
che con mayor contenido de proteina.

Produccion de proteina lactea. Los resulta-
dos encontrados difieren con los reportados
por Dybus 20022 y de Pawel y colaboradores
20058, quienes encontraron el genotipo PRL
AA mas frecuente en vacas que produjeron
mayor cantidad de proteina por lactancia. En
las condiciones del mercado nacional es mas
importante el porcentaje de proteina de la le-
che que los Kg totales de esta, por tanto, es
este el parametro mas importante para la se-
leccion de individuos.

Porcentaje de grasa de la leche. Para este
parametro los resultados coinciden con los
descritos por Dybus 20022 y Pawel 2005,
pero difieren de lo reportado por Chung y co-
laboradores 19962, quienes encontraron que
los individuos con genotipos PRL AA producian
leche con mayor contenido de grasa que los
individuos PRL BB.

Produccion de grasa de la leche. Estos re-
sultados difieren con los reportados por Dybus
20022 y de Pawel y colaboradores 2005,
quienes encontraron el genotipo PRL AA mas
frecuente en vacas que produjeron mayor can-
tidad de grasa por lactancia.

El ganadero debe orientar el mejoramiento de
su hato hacia la produccién de leche con altos
contenidos de solidos. Para cumplir con este
objetivo el ganadero tiene diferentes herra-
mientas. Esta investigacion se presenta como
uno de los primeros pasos en el interés de utili-
zar los marcadores genéticos como herramien-
tas de seleccion en hatos lecheros.

La baja frecuencia de algunos de los genoti-
pos encontrados en esta investigacion genera
una gran dificultad para determinar el grado de
asociacion que tiene cada uno de estos con ca-
racteristicas como produccion de leche, grasa
y proteina. Se requiere redoblar esfuerzos por
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parte de los investigadores para aumentar el
tamafo muestral y conseguir resultados que
generen mayor confiabilidad en cuanto a los
marcadores genéticos utilizados en los progra-
mas de mejoramiento genético.
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