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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el efecto del polimorfismo de la k-caseina sobre la produccién y composicién
guimica de la leche, en un rebafio de raza Holstein ubicado en la zona central de Venezuela, se determiné
la distribucion de las variantes genéticas de la k-caseina en el rebano utilizando la técnica de
isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida. Se analizaron 294 muestras de leche, recolectadas de 62 vacas
en produccion durante un periodo de siete (7) meses. Los resultados fueron analizados mediante disefio

estadistico de bloques al azar con arreglo factorial 23. El alelo A de la k-caseina se encontré en 92% de
las vacas en produccion, mientras que el alelo B se encontré en el 52%. Al comparar estadisticamente los
niveles de produccion de leche de cada uno de estos animales se observd un mayor volumen de
produccion diaria en las vacas con el alelo A de la k-caseina. El analisis estadistico de los resultados sobre
la composicion de estas muestras de leche demostréd que el polimorfismo de la k-caseina encontrado en
este rebafio Holstein no tiene efecto sobre el contenido de los principales componentes de la leche.

(Palabras clave: k-caseina, leche de vaca, razas (animales), Holstein, composicion aproximada,
variacion genética, Aragua)

ABSTRACT

To evaluate the effect of k-casein polymorphism on milk yield and composition in a Holstein herd located
in the central region of Venezuela, different k-casein genetic variants present in the herd were determined
by the isoelectric focusing technique. A total of 294 milk samples were analyzed using a completely

randomized statistical design with a 23 factorial arrangement. The allele A of casein was found in 92% of
the cows in the herd, while the allele B was found in 52%. When the levels of milk yield of each animal
were compared, it was found that those animals with allele A had a higher daily milk yield. The statistical
analysis of the results of milk composition from milk samples showed that the k-casein polymorphism
found in the Holstein herd has no effect on the content of the main components of milk.

(Key words: k-casein, cow milk, breeds (animals), Holstein, proximate composition, genetic variation,
Aragua)
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INTRODUCCION

Como actividad productiva rentable, el éxito de la produccion e industrializacion lechera depende del
manejo de los factores que inciden sobre el rendimiento de la leche. Por ejemplo, a nivel de la Industria
del Queso, juega un papel de gran importancia el contenido de sélidos de la leche en la elaboracién de
productos lacteos: a mayor contenido de grasa y caseina en la leche utilizada como materia prima, mayor
sera la cantidad de queso obtenido.

Segun Auldist et al. (1998) los factores que ejercen una influencia significativa, sobre la composicién de la
leche, son: a) factores genéticos asociados a las distintas razas lecheras, b) factores nutricionales
asociados con la disponibilidad estacional y cambiante de la calidad de los pastos a lo largo del afio, c)
factores fisioldgicos asociados con la etapa de lactacion, d) factores patoldgicos relacionados con la
incidencia de mastitis y otras enfermedades.

Dentro de los primeros factores mencionados, el polimorfismo genético de las proteinas de la leche,
existente en todas las razas lecheras, es de gran interés en la produccion animal debido a su relacién con
caracteres productivos, de composicion y calidad de la leche (Amigo et al., 2000).

La relacion entre las variantes genéticas de las proteinas y la composicion de la leche ha sido elucidada
por numerosos estudios, en particular se ha evidenciado que las leches caracterizadas por las variantes B
de la B-lactogloulina, kx-caseina y p-caseina presentan un contenido de nitrégeno mayor que el de aquellas
caracterizadas como tipo A, y por tanto, son mas favorables para la produccion de quesos (Formaggioni et
al., 2000). Diversos autores han reportado también el efecto positivo del alelo B de la x-caseina sobre las
propiedades de coagulacion de la leche (Ng-Kwai-Hang et al., 1987; Ostersen et al., 1997; Ikonen et al.,
1999). La mayor parte de estos trabajos se han realizado en zonas templadas y son escasos los trabajos
realizados bajo las condiciones del trépico.

Diversas técnicas se emplean en la identificaciéon de las variantes genéticas de las proteinas de la leche,
una que ha sido ampliamente usada es la del Isoelectroenfoque: técnica de electroforesis en la cual se
utiliza la propiedad del punto isoeléctrico de cada una de las proteinas de la leche para lograr la
separacion de las mismas. Mediante esta técnica se han logrado identificar las dos principales variantes
genéticas de la k-caseina: A y B (Macheboeuf et al., 1993).

En el presente estudio se evalud el efecto del polimorfismo de la k-caseina sobre la produccion de leche y
su contenido de grasa, caseina, proteina y sélidos totales, en un rebafio Holstein manejado en condiciones
tropicales.

MATERIALES Y METODOS

El rebafio estudiado pertenece a la Estacién Experimental Santa Maria de la FCV-UCV, ubicada en el sector
Santa Maria del Municipio Zamora, en el estado Aragua. La Estacién se encuentra a una altura de 436
m.Ss.n.m., en una zona caracterizada por una precipitacion promedio anual de 1.120 mm, distribuida
principalmente entre los meses de mayo y octubre; de clima calido (temperaturas entre 20,3 y 31,6 °C) y
humedad relativa entre 61 y 79%.

El manejo de este rebafio, de 62 vacas de raza Holstein, se realiza bajo un sistema intensivo estabulado,
con un promedio mensual de 42 vacas en produccién mediante ordefio mecanico dos veces al dia (el
primero a las 6 a.m. y el segundo a las 4 p.m.). La Estacién Experimental mantiene registros diarios de la
produccion de leche para cada animal, a partir de los cuales se tomaron los datos de produccion del dia de
cada vaca correspondientes a la fecha de toma de la muestra.

Durante el periodo de recoleccion de muestras, la alimentacién tuvo una base de forrajes, residuos de
cebada (subproducto de cerveceria) y alimento concentrado (V-40 de Procria, elaborado a partir de
subproductos del procesamiento de maiz y semillas de oleaginosas). El forraje estuvo conformado por
pasto fresco (Cynodon plectostachium, Panicum maximum y/o Cynodon dactylon), o por ensilaje de sorgo
(Sorghum vulgaris). La dieta diaria de cada animal consistié de 20 Kg de forraje, 8 Kg de cebada y una
cantidad de alimento concentrado de acuerdo al nivel de produccion de leche de cada animal (4, 6 y 9 Kg



de alimento concentrado para vacas con producciones menores de 14, de 14 a 17 y mayores de 17 Lts de
leche, respectivamente).

En un periodo de siete (07) meses, desde septiembre del 2001 hasta abril 2002, se recolectaron 294
muestras de leche en total.

Se procedidé a recolectar , una muestra de 300 mL de leche de cada vaca en produccidon una vez al mes,
en el ordefio de la mafiana, a partir del recipiente de recoleccidon de cada puesto de ordeno. Se asegurd la
homogeneidad de la muestra previo a la toma, mediante agitacidon por inversién del sistema de vacio en el
recipiente de recolecciéon, después de culminado el ordefio. Siguiendo el procedimiento establecido en la
Norma COVENIN 938-83 (Fondonorma, 1983), en cada puesto de ordefio, se procedié a colocar un envase
estéril en la boquilla de descarga del recipiente, abriéndola para permitir el llenado del envase. Luego de
cerrado herméticamente el frasco, se procedié a colocarlo en una cava con hielo. Una vez concluida la
toma de muestras de todas las vacas en produccion, la cava con las muestras fue transportada al
Laboratorio de Industria de la Leche de la FCV-UCV, nlcleo Maracay, para su analisis inmediato. Al
momento de la recepcidn, antes de iniciar los analisis quimicos, se tomaron 10 mL de leche de cada
envase y se colocaron en viales, debidamente identificados y sellados, para almacenarlos bajo congelacién
a -25 °C, hasta el momento de realizar la electroforesis.

Identificacion de variantes de la «x-caseina

A partir de alicuotas de cada muestra de leche, se procedié a determinar los tipos de variante de la -
caseina presentes en el rebafio. La identificacion se logré mediante la técnica de electroforesis por
Isoelectroenfoque (IEF) en gel de poliacrilamida, segun el procedimiento descrito por Seibert et al.
(1985), utilizando un equipo HE 950 Isobox Cooled Flatbed (Hoefer Scientific Instruments, San
Francisco, California, USA), perteneciente al Instituto de Genética Aplicada de la Facultad de Agronomia,
UCV, nucleo Maracay.

Diez mL de cada muestra de leche se centrifugaron a 4500 g por 20 minutos a 4°C, se descartd la grasa
sobrenadante y luego se diluyd la leche descremada en una proporcion 1:1 con una solucion 8 mol/L de
Urea en agua destilada conteniendo 3% (v/v) de 2-mercaptoetanol (solucidon muestra-area-
mercaptoetanol).

El gel de poliacrilamida 5% T (% del mondmero: acrilamida mas bisacrilamida) se prepard diluyendo Urea
y la mezcla de anfolitos (Pharmalyte 3-10, Pharmacia, Uppsala, Suecia) en la solucion mondmero de
acrilamida-N,N "-metilenebisacrilamida (Ready Mix IEF, Pharmacia, Uppsala, Suecia), polimerizando con
persulfato de amonio y N,N,NO,NC0-tetrametiletilendiamina (TEMED; R.D.H., Koéln, Alemania).
Inmediatamente se vertid la solucién de poliacrilamida 5% T en un «molde», espacio de 1 mm entre dos
ldminas vidrio, previamente tratadas con Silane (Bind Silane para el soporte y Repel Silane para la tapa,
ambos Pharmacia, Uppsala, Suecia), y selladas en tres de los bordes. Posteriormente, se dejé en reposo
hasta la completa gelificacion de la solucidn. Una vez listo el gel, se retir6 la tapa de vidrio del molde vy se
coloco el gel con su soporte sobre la plancha refrigerada (10°C) del Isobox. Se colocaron dos franjas de
papel absorbente Whatman N° 1 (Whatman L.T.D., Maidstone, Inglaterra) de 5mm de ancho en ambos
extremos del gel donde reposarian cada uno de los electrodos del sistema. Para el dnodo se impregné la
tira de papel con una solucién 0,2M de acido acético con 5% glicerol; para el catodo se utilizd una solucion
1M de NaOH.

Una vez ensamblado el sistema se realizé un pre-enfoque por 15 minutos a potencia constante (10W) y
voltaje variable (iniciando en 800V); de esta forma se asegura la formacion del gradiente de pH necesario
para la separaciéon de las proteinas por ésta técnica. Luego se colocd, a una distancia de 2mm de
separacion del anodo, una fila de pequenos circulos de papel de filtro, Whatman N° 1 (Whatman L.T.D.,
Maidstone, Inglaterra) de 2mm de didametro cada uno. Con una micropipeta, para cada muestra de leche,
se inocularon 20 mL de solucion muestra-Urea-mercaptoetanol sobre los circulos de papel; en uno de los
circulos de los extremos se inoculd una solucion de patrones de proteina (Broad pH kit 3,5-9,3,
Pharmacia, Uppsala, Suecia) para poder luego identificar las bandas separadas. Se reensambld el equipo y
se conectd la fuente de poder a potencia constante (10W) por una hora.



Al concluir el enfoque, se retird el gel de la plancha y se sumergié en una soluciéon 20% (p/v) de acido
tricloroacético por 10 minutos para su fijacion. Luego, se enjuagd en agua por 10 segundos y se sumergio
en una solucién 0,1% de coomasie-blue R 250 (Pharmacia Uppsala, Suecia), 45% de etanol y 10% de
acido acético, para su coloracién, durante 30 minutos. Luego, se enjuagd y se sumergio, por 20 horas, en
una solucién 30% v/v de etanol y 10% v/v de acido acético para decolorar el gel y revelar las bandas. Al
retirarlo de esta solucion, se colocé sobre papel absorbente para eliminar el exceso de humedad. Se
identificaron las bandas de acuerdo a su posicion en el gel con relacion al patrén de proteinas.
Dependiendo de la presencia de una o ambas bandas correspondientes a la k-caseina, ubicadas hacia
donde estuvo conectado el polo negativo del gel, se identificaron las vacas de donde se extrajo la muestra
como: AA, AB, BB.

Analisis Quimico

En el Laboratorio de Industria de la Leche de la FCV-UCV, cada muestra de leche fue sometida a los
siguientes andlisis: a) determinacidon de grasa por el método de Babcock segin Norma COVENIN 503-82
(Fondonorma, 1982); b) determinacidon de caseina por el método de Walker (Rosell y Dos Santos, 1952);
c) determinacion de proteina por el método de Kjeldahl segin norma COVENIN 370:97 (Fondonorma,
1997); d) determinacion de humedad mediante diferencia de peso después de secado en estufa a 100°C
(A.0.A.C., 1990), a partir de este resultado se calculd, por diferencia, el contenido de sélidos totales.

Analisis Estadistico

Utilizando el paquete estadistico Statistix 8.0 (Analytical Software, USA), se evaluaron los resultados
obtenidos para cada variable (produccion diaria, contenido de grasa, caseina, proteina y soélidos totales)
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mediante un Disefio de Bloque al Azar con arreglo Factorial 2 . Se comprobd el cumplimiento de los
supuestos del ANAVAR, antes de aplicar pruebas paramétricas, incluyendo el de independencia de los
residuales.

Los dos factores considerados en el ensayo fueron: Periodo dentro de la curva de lactacién (inicial: de 1 a
60 dias; medio: de 61 a 120 dias; vy final: mas de 120 dias), y tipo de variante genética de la x-caseina
(AA, AB, BB). Las variables cuantificadas fueron: produccion diaria, contenidos porcentuales de grasa,
caseina, proteina totales y sélidos totales. Los dos bloques representan los grupos de vacas clasificadas
segun la edad (1: menos de 66 meses; 2: de 66 a 78 meses), esto basado en analisis previos (datos no
publicados) en los cuales se observd que el segundo grupo alcanza una produccion de leche
significativamente mayor que el primero.

El modelo utilizado en el presente estudio considerd efectos fijos para los factores y el bloque:

Yijk —m+ o + Bj + (O,B)ij + Py + aijk

i=1, a=3
j=1, b=3
k=1,r=2
Donde:

Yo observaciéon del i-ésimo nivel del periodo de lactancia, j-ésima variante genética y k-ésimo grupo de

1]

edad
m : media general

a.: efecto del i-ésimo nivel del periodo de lactacion
I



Bj : efecto de la j-ésima variante genética de la x-caseina

(aB). : efecto de la interaccion de primer orden del i-ésimo nivel del periodo de lactancia y la j-ésima
ij
variante genética de la x-caseina.

P, efecto del k-ésimo bloque (grupo de edad)

&, & €rror experimental del i-ésimo nivel del periodo de lactancia, la j-ésima variante genética y el k-

ésimo bloque.

RESULTADOS Y DISCUSION
Variantes de la «k-Caseina

Los geles obtenidos mediante la técnica de isoelectroenfoque demuestran que el rebafio total de 62 vacas
de la E.E. Santa Maria esta conformado por: 30 vacas (48%) homocigotas AA, 27 (44%) heterocigotas AB
y 5 (8%) homocigotas BB. Se tiene asi que el alelo A esta presente en el 92% del rebafio, mientras que el
B esta en el 52%.

Estos resultados eran de esperarse, considerando que la seleccion de los animales en un rebafo,
tradicionalmente se ha realizado para aumentar la produccion diaria de leche, la cual se ha demostrado
estd asociada con el alelo A de la k-caseina; en la raza Holstein, por ejemplo, se han observado
frecuencias de hasta 93% (Formaggioni et a/, 2000).

Produccion diaria y composicion de la leche

En la Tabla 1 se observa que para todas las variables, a excepcidon del contenido de grasa, existen
diferencias significativas (P<0,05) entre los bloques (representados por los dos grupos de edad). Se
confirmoé de esta manera que el grupo de mayor edad (> 66 meses) produjo una cantidad
significativamente mayor de leche que el de menor edad (< 66 meses). Y en concordancia con estos
resultados, el contenido de sélidos totales (incluyendo caseinas y proteinas) resultd significativamente
menor, reflejando un efecto de diluciéon debido a una mayor cantidad de leche producida.

Tabla 1. Promedios de Produccién diaria (Kg) y composicion de leche de las vacas seleccionadas, para
cada grupo de muestras clasificados por edad (en meses)

Edad
Variable < 66 meses > 66 meses
Produccion (Kg) 16,2 ° 19,12
% Grasa 3,1°2 3,3°
% Caseina 2,472 2,2°
% Proteina total 3,0° 2,7°
% Sélidos totales 11,6° 10,9°

a,b: indices diferentes indican grupos estadisticamente diferentes (P < 0,05) ANAVAR.

En las Tablas 2 a la 6 se resumen los promedios de cada una de las variables evaluadas mediante el
modelo estadistico propuesto; determinandose la diferencia entre medias mediante la prueba de Tukey.



http://www.scielo.org.ve/scielo.php?pid=S0258-65762006000100006&script=sci_arttext#Tabla%201
http://www.scielo.org.ve/scielo.php?pid=S0258-65762006000100006&script=sci_arttext#Tabla%202

Tabla 2. Promedios de Produccion diaria (Kg) de leche de las vacas seleccionadas, seguln registros de la
E.E. Santa Maria para el dia de toma de la muestra, para cada combinacién de los factores: periodo de
lactancia y variante genética

PERIODO DE LACTANCIA

Genotipo Inicial Medio Final Prome_dlo
Genotipo

AA 17,4 ° 20,6° 14,4 ° 17,5°

AB 22,02 21,3° 16,5° 19,92

BB 17,2° 15,6° 13,6 °¢ 15,5¢

Promedio 18,9° 19,22 14,9°

P.Lactancia

a,b,c: indices diferentes indican grupos estadisticamente diferentes (P < 0,05) ANAVAR.

Tabla 3. Contenido porcentual de grasa (%) en leche de las vacas seleccionadas, para cada combinacion
de los factores: periodo de lactancia y variante genética

PERIODO DE LACTANCIA

Genotipo Inicial Medio Final
AA 3,1° 4,1° 3,0°
AB 3,0° 2,9° 3,2°
BB 3,0° 3,4° 3,1°

a,b: indices diferentes indican grupos estadisticamente diferentes (P < 0,05) ANAVAR.

Tabla 4. Contenido porcentual de caseina (%) en leche de las vacas seleccionadas, para cada
combinacién de los factores: periodo de lactancia y variante genética

PERIODO DE LACTANCIA

Genotipo Inicial Medio Final
AA 2,1° 2,1°2 2,5°
AB 2,2° 2,08 2,4°
BB 2,2° 2,4° 2,4°

a,b: indices diferentes indican grupos estadisticamente diferentes (P < 0,05) ANAVAR.

Tabla 5. Contenido porcentual de proteina (%) en leche de las vacas seleccionadas, para cada
combinacidén de los factores: periodo de lactancia y variante genética

PERIODO DE LACTANCIA

Genotipo Inicial Medio Final
AA 2,6° 2,6° 3,2°
AB 2,7° 2,6° 3,1°
BB 2,6° 2,8° 3,1°
Promedio b b a
P.Lactancia 2,7 2,7 3.1

a,b: indices diferentes indican grupos estadisticamente diferentes (P < 0,05) ANAVAR.



Tabla 6. Contenido porcentual de sdlidos totales (%) en leche de las vacas seleccionadas, para cada
combinacién de los factores: periodo de lactancia y variante genética

PERIODO DE LACTANCIA

Genotipo Inicial Medio Final
AA 11,1° 12,1° 11,5°
AB 11,2° 10,9° 11,4°
BB 10,9° 10,4° 11,7°

a,b: indices diferentes indican grupos estadisticamente diferentes (P < 0,05) ANAVAR.

Segun el analisis estadistico, la interaccion entre el periodo de lactancia y la variante genética no fue
significativa en ninguno de los casos, por tanto, cada variable evaluada es afectada de forma
independiente por cada uno de estos factores.

En el caso de la producciéon de leche por dia (Tabla 2), analizando cada efecto independientemente, existe
suficiente evidencia para suponer un efecto significativo (P<0,05) de los grupos. Las vacas en las dos
primeras etapas de la lactacién (hasta 120 dias) produjeron mayor cantidad de leche que al final de la
misma (mas de 120 dias), confirmando lo reportado por numerosos estudios resumidos por Walstra et al.
(2000), segun los cuales la curva de la lactacion se caracteriza por incremento marcado en la produccién
dentro de los primeros 60 dias, luego de lo cual se estabiliza y después de los 140 dias comienza a
disminuir hasta el momento del secado.

Con respecto a la variante genética de la k-caseina, las vacas con el alelo A produjeron significativamente
(P<0,05) mas leche que las homocigotas BB. En general, la literatura sefiala que el alelo A esta asociado
a una mayor produccién de leche. Gonyon et al. (1987) y Bovenhuis et al. (1992) reportaron que la «-
caseina AA estaba asociada con una mayor produccion de leche que la tipo BB, mientras que el
heterocigoto AB mostré una produccién intermedia. En contraste, Ng-Kwai-Hang et al. (1987)
demostraron que las vacas «k-caseina AB resultaron mayores productoras que cualquiera de las
homocigotas. Esto Ultimo coincide con lo encontrado en el presente trabajo, donde las vacas identificadas
como k-caseina AB produjeron significativamente mas leche que las homocigotas.

Por lo general, se considera que una mayor produccidén de leche estd asociada a un menor contenido de
sélidos. En el presente estudio, esto solo se vio reflejado al analizar el efecto de la curva de lactacion
sobre el contenido de proteina de la leche (Tabla 5), mas no para las demas variables (Tablas 3, 4 y 6).
En la Tabla 5, se observa que efectivamente en el caso de la proteina total, se obtuvo un contenido
porcentual significativamente mayor en las muestras de leche provenientes de vacas en la etapa final de
lactancia.

Con respecto a los contenidos de grasa, caseina, proteinas y solidos totales, (Tablas 3,4,5 y 6) no se
encontrd suficiente evidencia muestral para rechazar la hipdtesis nula de igualdad de las medias entre
variantes genéticas de la «-caseina, por tanto, se puede asumir que no existe diferencia en estos
contenidos debido a este factor. Estos resultados concuerdan parcialmente con lo reportado por
Macheboeuf et al. (1993) quienes no encontraron diferencias significativas entre el tipo de variante de la
k-caseina y la composicion quimica de la leche. Sin embargo, no coincide con lo reportado por Ostersen et
al. (1997) sobre un mayor porcentaje de grasa cuando esta presente el alelo B de la k-caseina.

CONCLUSIONES

El rebafio Holstein evaluado en el presente trabajo, presenta una mayor prevalencia del alelo A de la «-
caseina, presumiblemente debido a la seleccién realizada en busca de una mayor produccién de leche. La
variante genética A de la x-caseina demostré tener efecto sobre el volumen de produccién de leche,
siendo las vacas heterocigotas AB las mayores productoras, seguidas por las homocigotas AA. El
polimorfismo de la k-caseina no resultd estar asociado a cambios en el contenido porcentual de los
distintos componentes de la leche en el rebafio analizado en el Troépico.
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