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Resumen

En el presente estudio se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas de un polimorfismo del gen
lactoferrina y se estimaron algunos parametros de variabilidad genética en una poblaciéon Holstein del
departamento de Antioquia, Colombia. Se encontraron asociaciones significativas del gen de la lactoferrina con
el porcentaje de proteina y con el recuento de células somaticas, hallazgos que hacen posible el planteamiento
de un programa adecuado de seleccion asistida por marcadores moleculares (MAS).

Introduccién

La lactoferrina, LTF, es una glicoproteina monomérica. La lactoferrina bovina estimula o inhibe diversos
componentes humorales y celulares de la inmunidad implicados en la prevencion o resolucion de infecciones y
de la inflamacién asociada a estas ultimas. El Gen LTF bovino, fue mapeado en el cromosoma 22q24 34.5 kb.
(Chaneton et al. 2008). Presenta polimorfismos en el exdn 8, 9, y 15 sin generar cambios en la secuencia de
aminoacidos (Wojdak-maksymiec et al. 2006) y polimorfismos en el ex6n 4 y en el exén 11 que causan cambios
importantes en la misma; en el exdn 4, en la posicion 1155 A/G causa un cambio de isoleucina a valina, y el
exén 11 en la posicion 1415 C/T causa un cambio de histidina a triptdfano, estos cambios activan elementos
promotores (Chaneton et al. 2008). Un polimorfismo en el intron 6 (C/T), esta ligado a los cambios en los
exones 4 y 1, separados por 14.5 kb. Cuando el intrén 6 se encuentra en su forma no mutada (Citosina), el exon
4 contiene una Adenina y el ex6on 11 una Citosina, cuando el intrén 6 se encuentra con su forma mutada
(Timina) el ex6n 4 se encuentra con una Guanina y el exén 11 con una Timina (Seyfert ef al. 1996).

Conocer la estructura genética de las poblaciones locales de Holstein es de gran importancia, ya que una
poblacion para un locus determinado, en este caso el lugar del polimorfismo del intron 6, podria producir
cambios y por ende producir efectos genéticos importantes en los parametros de la poblacion, es decir, cambios
en la frecuencia génica, estas resultado usual del equilibrio entre seleccion, mutacion, migracion y azar. Lo que
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permitiria la interpretacion de la evolucion en la raza y la base para dilucidar sus efectos en las frecuencias
génicas de las poblaciones de Holstein. El objetivo del presente trabajo fue determinar las frecuencias alélicas y
genotipicas del polimorfismo del gen lactoferrina (LTF) y estimar algunos pardmetros de estructura poblacional
en una poblacion holstein del departamento de Atioquia, Colombia.

Material y métodos

En el estudio se incluyeron 510 vacas de la raza Holstein, pertenecientes a diez lecherias especializadas
ubicadas en seis municipios del departamento de Antioquia; las cuales estuvieron incluidas en un programa de
control lechero para medir parametros de produccion, calidad sanitaria y nutricional de la leche, con analisis de
leche periddicos. Tales como produccion de leche, porcentaje de proteina y grasa, y recuento de células
somaticas (RCS). Se tomaron como subpoblaciones los municipios.

Para la obtencion del DNA de sangre periférica se utilizé el método de “salting out” (Miller ef al. 1988). Las
muestras se amplificaron mediante la técnica de PCR seguida de una electroforesis en gel de agarosa al 2.5% y
bromuro de etidio. Luego se realizd un analisis de los polimorfismos de longitud con enzimas de restriccion
(RFPL) usando la enzima de restriccion EcoRI. El patrén de restriccion esperado para el genotipo AA es un
fragmento de 301pb, para el genotipo AB tres fragmentos (301pb, 201pb y 100pb), y para el genotipo BB dos
fragmentos (201pb y 100pb).Las frecuencias alélicas y genotipicas, la prueba exacta de Hardy-Weinberg (HW),
la  Heterocigosidad observada (Ho) y Heterocigosidad esperada (He) en cada poblacion utilizando los
algoritmos incluidos en el programa GENEPOP version 4.0 (http://genepop.curtin.edu.av/). Al igual que
estadisticos F de Wright parametros F y Rho.Los recuentos celulares de cada control se transforman a una escala
lineal (SCS) de 1 a 9 mediante una transformacion logaritmica segin la expresion Log2 (RCS/100) + 3. Los
porcentajes de proteina y grasa se calcularon con base en las lactancias completas que tenian informacion para
las caracteristicas. Se realizd un analisis de varianza basado en las fuentes de variacién conocidas, Hato, nimero
de partos , edad, para cada una de las variables dependientes (produccion de leche ajustada a 305 dias,
porcentaje de grasa y proteina, y RCS) y test Duncan para comparacion de medias, usando el paquete estadistico
SAS 9.0. Usando el mismo paquete estadistico se realizé un analisis de regresion lineal simple para determinar
la relacion del efecto alélico y las variables en estudio, para este fin los genotipos AA, AB y BB se convirtieron
a una escala cuantitativa 0, 1 y 2 respectivamente.

Resultados y discusion

Se obtuvo amplificacion del DNA de las 510 vacas. Las frecuencias de los alelos A y B fueron 0,78 y 0,22
respectivamente. Los alelos controlan la incidencia de tres genotipos AA, AB y BB, con frecuencias 0,60, 0,36
y 0.04 respectivamente. Solo la poblacion de Pedro de los Milagros, mostrd desvios significativos (P < 0,05)
para el andlisis de equilibrio de HW, esta desviacion se debié a un exceso de heterocigotos; La poblacion total
se encontr6 exogamica en equilibrio de HW. La Heterocigocidad observada y esperada tuvo una variacion de
0,27 a 0,42 y de 0,30 a 0,43, respectivamente, indicando a priori, una mediana variacion entre las poblaciones.
Los valores de Fis en las subpoblaciones fueron menores a cero, indicando leve exceso de heterocigotos en los
municipios de San Pedro y Entrerrios, -0,12 y -0,11 respectivamente. Para Los municipios de Medellin, La
Union y Belmira el valor positivo de Fis indica un leve exceso de homocigotos con un parametro estimado de
0,11, 0,07 y 0,03 respectivamente. El parametro Fis estimado para la poblacion total fue de -0,717. La
comparacion de Ho y He entre pares de municipios indicé que no se presenta diferenciacion entre ninguna de las
parejas, excepto entre el municipio de San Pedro de los Milagros y Entrerrios (P<0,05), indicando que todas las
poblaciones pueden ser consideradas la misma unidad genética. Entre todas las parejas de subpoblaciones, el
estadistico Fst estuvo en el rango de 0 a 0,05, indicando poca diferenciacion genética segun Wright. El Fst
global fue 0,0099 ratificando la baja diferenciacion entre poblaciones. Al considerar las poblaciones se observo
un Firde -0.0611, que evidencia como la poblacion en general se encuentra en exogamia. Cuando se analizaron
las poblaciones mediante el estadistico Rho no se observaron diferencias. El genotipo no tuvo un efecto
significativo sobre la produccién de leche (R*=0,32), porcentaje de proteina (R*=0,1) y grasa (R*=0,1), ni para
SCS (R?=0,23). Un analisis de medias de Duncan llevado a cabo posteriormente, mostré como las vacas con
genotipo AA produjeron 840,7 Kg. de leche mas por lactancia que las vacas con genotipo BB. De la misma

152



Actas Iberoamericanas de Conservacion Animal AICA 1 (2011) 151-153

forma los individuos AB fueron superiores en 807,3 Kg. a los BB que presentaron el menor rendimiento, sin
embargo estadisticamente no se detectaron diferencias significativas entre las medias (P>0,05). El porcentaje de
grasa de las vacas con el genotipo BB fue mayor que el de las vacas con genotipos AA y AB, con diferencias de
0,16 % y 0,12% respectivamente, sin embargo estadisticamente no se detectaron diferencias significativas entre
las medias (P>0,05). El analisis de medias de Duncan llevado a cabo para porcentaje de proteina mostro
diferencias significativas (p<0,05) entre las medias de los tres genotipos, denotando el genotipo BB como el
mas adecuado para porcentaje de proteina. Este mismo analisis para el SCS, mostré diferencias significativas
(p<0,05) entre las medias de los tres genotipos, denotando el genotipo AB como el mas favorable para el SCS
con un puntaje menor (Tabla I).

Tabla I. Asociacion entre los genotipos de LTF y produccién, composicion y RCS de la leche
(Association between of LTF genotypes and production, composition and SCC of milk)

Genotipo Produccion de leche (Kg.) % Grasa % Proteina SCS
AA 5072 a 395a 3,10a 4,76 ab
AB 5038 a 399 a 3,13 ab 4,61 a
BB 4231 a 4,11 a 328D 5,38b

CV (%) 28,69 12,04 7,81 23,70

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa p<0,05.

El coeficiente de regresion (Beta) para produccion de leche y SCS indica que por cada alelo B la produccion
disminuye en 135,47 litros por lactancia y 0,023 puntos el score de células somaticas respectivamente, sin
embargo estadisticamente el modelo no detectd diferencias significativas, lo mismo ocurrié para el porcentaje
de grasa lo cual indico como por cada alelo B aumentaba en 0,043. Para porcentaje de proteina se observéd que
por cada alelo B la proteina aumenta significativamente en 0,044%.

Conclusiones

Con base en la poblacion analizada se puede concluir que el gen de la lactoferrina bovina LTF no ha sido objeto
de seleccion genética ni de otras fuerzas génicas que sugieran cambios en la estructura de las diferentes
poblaciones, pese a que este gen se ha encontrado asociado a diferentes caracteristicas sanitarias, en las
poblaciones estudiadas la seleccion indirecta que se ha llevado a cabo, no ha provocado cambios que impliquen
desviaciones del equilibrio de HW.
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