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INTRODUCCION

La solucidn posible para la produccién lictea en nuestro pais, como en la Comunidad Econémica
Europea, no estd en aumentar la produccién de leche sino en la realizacién de un giro sustancial hacia la
potenciacion de la calidad tecnol6gica y funcional de la misma (Zarazaga y cols.,1992). Desde hace tiempo se
conoce que los distintos genotipos de proteinas ldcteas tienen influencia sobre la calidad de la leche y se
recomiendan determinados genotipos para la produccidn de queso (Aleandri y Buttazoni, 1990).

Por ello teniendo en cuenta la influencia que los genotipos de las proteinas ldcteas tienen calidad en la
calidad tecnolégica de la leche ( de gran importancia debido a los excedentes de leche). se abordé es estudio de
protefnas lacteas en razas lecheras explotadas en Espafia. El objetivo es el analizar comparativamente la
variabilidad genética de las proteinas lcteas de razas explotadas en Esparia con distintos grados de seleccién y
conocer su distribucién en la poblacién.

MATERIAL Y METODOS.

Se estudiaron 296 animales no emparentados que pertenecen a 4 razas bovinas explotadas en Espaiia:
Frisona ( 146 animales: 50 procedentes de una explotacién de ganado selecto (Frisona 1), 46 de un Centro de
Inseminacién (Frisona 2) y 50 de explotaciones familiares (Frisona 3), Para Alpina (50), Rubia Gallega (50) y
Asturiana de los Valles(50). La extraccién de DNA genémico se realizé a partir de 3 tipos de muestra: sangre
(Osta y cols.,1994), semen (Thompsen y cols.,1991) y leche (Vazquez.1994) aproximadamente 250 ng de DNA
fueron utilizados en la amplificacion.

Cada reaccién de amplificaci6n presentd un volumen final de SO pi que contienen 60 mM KCI, 10 mM
Tris-HC1 (pH 9.0), 0,01p. 100 de gelatina y O,1p. 100 Triton X-100, 10 mM MgCli2, 75 pm de cada
oligonucle6tido cebador, 2 pl de mezcla de ANTP (5 mM) y una unidad de Taq DNA polimerasa.

Tras la amplificacién el fragmento amplificado fue digerido con su especifica enzima de restriccién para
observar los distintos genotipos, excepto en el caso del microsatélite de la CASK. Las caracteristicas de cada
PCR vy las enzimas utilizadas para la deteccion del potimorfismo se observan en la Tabla 1.

Tabla 1.- Caracteristicas del an4lisis del polimorfismo de los marcadores.

LOCUS CEBADORES T® HIBRI. E. R.
¢C
CASK Leveziel y cols.,1994 42 Hind-III
ms Leveziel y cols.,1994 50 -
CASB Medrano y Sharrow, 1991 59 Msp-1
CASALl Osta ,1994 57 Hph-I
CASA2 Osta, 1994 62 Mnl-1
LGB Medrano y Aguilar-Cérdova, 1990 64 Hae-II
LAA Osta ,1994 62 Msp-1

La visualizaci6n de la amplificacién se realizd en agarosa al 2%. La visualizacién de los fragmentos

obtenidos tras la digestién con la enzima de restriccion se realiz6 en agarosa al 4% (2% Nuesieve-2%normal). En
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el caso del microsatélite de 1a CASK la visualizacién del polimorfismo se hiz6 mediante gel de acrilamida al
6%. Para la obtencion de los paramétros poblacionales fué utilizado el programa BYOSYS.
RESULTADOS Y DISCUSION.

Los resultados obtenidos para las distintas poblaciones se muestran en la Tabla 2. En todas las
poblaciones estudiadas los loci CASK, CASB y LGB han mostrado dos alelos. La proteina CASA1 excepto
para la poblacién Frisona 2 en la se mostré6 monomoérfica también se observaron 2 alelos en las distintas
poblaciones. La proteina CASA2 se comporté como monomérfica en la poblaciones de Rubia Gallega y
Frisona 1, mostrando una frecuencia més elevada del alelo CASA2P de las obtenidas por otros autores, que
solamente encontraron variabilidad en este locus para las razas autéctonas francesas Montbeliare y Vosgienhe
(Grosclaude.1988). Todas las poblaciones se han mostrado monomérficas para la proteina LAA,
correspondiendose con lo descrito por otros autores que observan solo polimorfismo para esta proteina en el
ganado Zeby.

En el caso de la CASK para las razas autGctonas y Parda Alpina se han observado frecuencias
intermedias para los dos alelos siendo en la raza Frisona mucho més elelvado el alelo CASKA, Nos parece
interesante resaltar, que si bien las diferencias respecto a CASKB no son muy elevadas en las poblaciones
Frisona, es cierto que la Frisona 3 es superior si la comparamos con las poblaciones 1 y 2, siendo estas iltimas
las que mé4s se han seleccionado para la produccién de leche. En el caso de la CASB la frecuencia més elevada del
alelo CASBB se corresponde con la raza Parda Alpina, La proteina LGB presenta frecuencias intermedias en
todas las poblaciones estudiadas, siendo el locus que mayor variabilidad ha mostrado junto con el microsatélite
de la CASK. En las razas autéctonas se ha observado la presencia de S alelos para dicho microsatélite, 4 en Para
Alpina y 3 en la raza Frisona , aunque en todas la poblaciones han sido los alelo ms% y ms® los que han
presentado frecuencias superiores, resultado similares a los obtenidos por Leveziel y cols., 1994,

Excepto para la raza Parda Alpina para los loci CASAl y CASAZ2, todas las poblacidncs se encuentran
en equilibrio genético, resultado concordante con los valores del indice de Fijacién de Wright (F), que no se
mostraron diferentes de 0. En el caso de la falta de equilibrio por la raza Parda Alpina en los dos loci se debe a
un defecto de heterocigotos, que origina que el valor de F sea diferente de 0. No conocemos que puede originar
este desequilibrio observado, aunque puede deberse a Ia existencia de consanguinidad en la poblacién estudiada.
Por iltimo, apuntar que la mayor variabilidad encontrada para los loci estudiados se corresponden a la Parda
Alpina, Asturiana de los Valle y Rubia Gallega y son en estas razas en las que los alelos que se han descrito
como favorables para la produccién de queso (CASKB y CASBB) presentan también una mayor frecuencia.
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Tabla 2.-Estructura genética (frecuencias génicas, X2 de equilibrio, heterocigosidades observadas y esperadas, "F" de Wright y X2 de F,

heterocigosidades medias esperadas y observadas, % de loci polimérficos y niimero medio de alelos por locus) de las distintas razas vacunas, para

los loci CASK, CASB, CASA1, CASA2, LGB y ms

Locus Purimetros P.A. AV R.G. Fri. 1 Fri. 2 Fri.3 Total Fri. Locus  Pardmetros P.A. A.V. R.G. Fri. 1 Fri. 2 Fri.3 Total Iiri.
(n=50) (n=50) (n=50) (n=46) (n=50) (n=50) (n=146) (n=50) (©=50) (n=50) (n=46) (1=50) (n=50) (n=140)
CASK  CASKA 045 0.58 0.49 0.84 0381 0.76 0.80 LGB  LGBA 0.50 0.40 0.46 034 0.33 0.44 0.37
CASKB 0.55 0.42 0.51 0.16 0.19 024 0.20 LGpB 0.50 0.60 0.54 0.66 0.67 056 0.63
X2 Equil. 0.13(N.S)  060(N.S) O.18(N.S)  0.00(NS) 0.02(NS) 0.00N.S) 0.00(N.S.) X2Equil.  128(N.S) O078(N.S) 0.45(N.S) 0.00(NS) O0OINS) 1LinNS) 077(NS)
Heic. Obser.  0.54 0.56 0.46 0.28 033 036 032 Heie. Obser.  0.60 0.56 0.44 0.44 0.48 0.60 0.50
Heie Esper.  0.50 0.49 0.50 027 030 037 031 Hete. Esper.  0.50 0.48 0.50 045 0.44 0.50 0.47
F -0.09 -0.15 0.08 -0.04 -0.08 0.01 -0.02 F -0.20 0.7 0.11 0.02 -0.09 022 -0.09
X2g 0.40(N.S)  LI3(NS) 032NS) O0O09(NS) O03I(NS) O0O00NS) O0.06N.S) X2E 200(NS)  L45(N.S) O0.60(N.S) 0.02(NS) 036(N.S) 242(NS) 1IS(NS)
CASL  CASBA 063 0.94 093 0.97 091 0.90 0.93 ms ms! 0.00 0.0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
CAsBB 037 0.06 0.07 0.03 0.09 0.10 0.07 ms? 0.00 0.02 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00
X2 Equil. 0.67(N.S) 000(N.S) O000(N.S.) 0.00N.S) O0O00NS) 004(NS) 0.00(NS.) ms3 0.0t 0.01 0.10 0.0 0.00 0.00 0.00
Heie. Obser.  0.54 012 0.14 0.06 0.17 0.16 013 ms? 018 042 0.20 0.63 0.60 0.69 0.64
Hete Esper. 047 011 0.13 0.06 0.16 0.18 0.13 ms3 073 0.54 0.64 027 0.26 027 0.27
F 016 -0.06 007 -0.03 0.09 0.11 0.02 ins6 0.08 0.00 0.05 0.10 0.14 004 0.10
X2 1.28(N.S))  020(N.S) 028(N.S) 0.05(N.S) 037(NS) 0.60(NS) 0.06(NS) X2Equil. 0.02(NS3  045(N.S) L4RNS) O0O0UNS;  142(NS) 071(NS) 48NS
. Hele Obser. 0.4 0.48 0.60 0.52 01,61 050 0.5¢
CASA1 CaSAlD 094 078 0.62 0.98 i 099 0.99 Hete, Esper, 0,43 0% % 053 - 35 .
Casal € 006 022 = 0 0 B0 ol Fooo00 0.10 0116 000 0.10 011 006
x2 Equil. JOS(N.S) 0.02N.S) 000(N.S) 0.00NS) 0.00(N.S) ODON.S) X2F  004(NS) O050(NS) O072(NS) 000(NS) OA4G(NS) OGSNS) 0.52N.S)
Hete. Obser.  0.08 036 0.48 0.40 0.02 0.00 -
Hete. Esper.  0.12 015 047 o0 0.02 0.00 HM.0.s sc. 037+0.10  0.36:0.08 0.35+0.09 022+0.09 0274009 0284010 0.2620.09
F 029 G 010 002 001 001 HM.E+sc. 036:0.07 0352007 03610.09 022:0.09 02540.09 026+0.08 0.24+0.09
X2 g 4210 008(NS) 18I(NS) 002(NS) 0.0I(NS)  0.0I(NS) % loci potim (99%) 100% 100% 83.3% 83.3% 833% 100% 100%
% loci polim.(95%) 100% 100% 83.3% 50% 66.6% §6.6% 66.6%
Casaz Casazh 093 094 ! b 098 099 099 N med alelosfiocus 2335033 2.50£0.50 2.33:0.56 2.00:026 2002026 2.17:0.17  2.17:0.17
casa2l 007 0.06 0.00 0.00 0.02 0.01 0.01 +sc
X2Equil.  2871°**  0.00(N.S.) 0.00(N.S) 0.00(N.S) 0.00(NS)
Hee: Obser. 002 012 0.43 0.02 0.00
lete, Bspar. 0.13 0.11 0.43 0.02 0.00
i 0.84 -0.06 002 -0.01 001
X2p 35.28°"  0.S(N.S) 0.02(N.S)  O0I(NS) O1S(N.S)




