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Analisis de polimorfismos en el gen de lactoferrina como indicadores de mastitis en ganado
Holstein de Zamorano

Pablo Alejandro Valladares Medina

Resumen. La mastitis ocasiona pérdidas econdémicas y es una de las enfermedades mas frecuentes
en las explotaciones lecheras de todo el mundo debido a la atrofia de los pezones y falta de
inocuidad que produce en la leche. El objetivo del presente estudio fue descubrir variaciones
genomicas en el gen de lactoferrina (LTF) potencialmente asociados a la susceptibilidad de mastitis
en vacas Holstein de Zamorano. Se recolectaron 126 muestras biologicas, las cuales se clasificaron
segun la frecuencia a mastitis clinica que presentaron en sus dos primeros ciclos de lactancia. Se
terminaron evaluando 26 animales que habian presentado mastitis en sus dos primeras lactancias y
un grupo de 12 animales que nunca habian presentado mastitis. Se realizaron extracciones de ADN
mediante uso de foliculos pilosos, asimismo, la amplificacién y secuenciacion de dos regiones
especificas del LTF se establecié con diferentes programas de PCR; los resultados de la
secuenciacion fueron analizada en el programa UGENE" para determinar los polimorfismos. Sin
embargo, unicamente cinco polimorfismos fueron significativos con una frecuencia en el grupo de
vacas resistentes de un 13%. Estos polimorfismos estan relacionados de forma estadistica (prueba
de Fisher) con las vacas que segun su historial veterinario nunca habian presentado mastitis durante
el tiempo que llevaban en el hato lechero. Estos polimorfismos fueron encontrados en el exon 1 del
gen de lactoferrina. Se lograron descubrir polimorfismos y su asociacidn a caracteristicas
productivas, pero aun se debe seguir investigando otros polimorfismos presentes en el gen de
lactoferrina y conocer su efecto en el mejoramiento genético.

Palabras clave: ADN, mastitis, mejoramiento genético, resistencia, SNP’S.

Abstract. Mastitis is one of the most frequent and economically important diseases in dairy farms
around the world due to the atrophy of the nipples and the lack of innocuousness that it produces
in milk. The objective of the present study was to discover genomic variations in the lactoferrin
(LFT) gene potentially associated with productive characters of Holstein cows from Zamorano.
126 biological samples were collected, which were classified according to the frequency presented
by cows in cases of mastitis during their first two lactational cycles. 26 animals that had presented
mastitis in their first two lactations and a group of 12 animals that have never presented mastitis
were selected. DNA extractions were made using hair follicles, and specific gene regions
amplification and sequencing was established with different PCR programs and sequencing
outcome was analyzed in the UGENE® program to determine the polymorphisms. There were 23
total polymorphisms of the lactoferrin gene; however, only five polymorphisms were significant
with a frequency in the group of resistant cows of 13%. These polymorphisms are statistically
related (Fisher test) to cows that according to their health and production record had never had
mastitis during the time they were in the dairy herd. This type of polymorphisms was founded from
exon 1 of the lactoferrin gene. The polymorphisms and their association with productive
characteristics were discovered, but other polymorphisms present in the lactoferrin gene must still
be investigated and its effect on genetic improvement must be known.

Key words: DNA, genetic improvement, mastitis, resistance, SNP’S.
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1. INTRODUCCION

La produccion carnica y lactea en Honduras se caracteriza por su estacionalidad, ya que la
produccion de leche depende de la existencia de pasturas y forrajes, por lo tanto, de la presencia o
ausencia de lluvias durante el afio. Durante las estaciones climaticas que marcan el territorio
hondurefio, las cuales son verano e invierno suelen ser contraproducentes una de otra, pues durante
la época seca los productores pequefios dejan de producir leche, mientras que los mediano y
grandes productores se mantienen produciendo la mayor parte del afio (Fujisaka et al. 2008). Sin
embargo, el hato lechero de Zamorano mantiene su produccion todo el afo dado que proporciona
la mayoria de la materia prima a la planta procesadora de Zamorano, la cual suele mantener su
precio de compra de leche cruda clase A en un monto exacto de USD 0.47 durante la mayoria del
aflo, pero este precio suele tener una ligera variacion durante la época de invierno debido a la alta
oferta que se presenta en el mercado (Informacidon proporcionada por instructor de Planta de
Lacteos en conferencia de Comercializacion de la leche).

La produccion lechera (produccion primaria) es un negocio de alta rentabilidad, el cual esta
asegurado por el valor de cada una de las vacas en produccion y por el numero de lactancias que
llegue a tener cada vaca (Utrera et al. 2010). En Honduras los cruzamientos con mayor desempefio
se han determinado analizando caracteres productivos y reproductivos de los diferentes ejemplares
existentes en el territorio. Segun Judrez Sierra y Marsan Serrano (2013) los mejores cruces en
cuestion de produccion lactea fue Holstein % Otra Raza (5,029 + 83 kg) y Pardo Suizo x Otra Raza
(4,838 + 160 kg), mientras que los cruces de Jersey x Otra Raza (4,431 + 200 kg) mostraron los
peores rendimientos de leche. Los cruces pueden ser muy variados (La mayoria son consecuentes
de las decisiones de los ganaderos). Segin Morante Brigneti y Trejo Ramos (2003) las razas mas
comunes utilizadas en las ganaderias lechera de Honduras se conforman por hatos con razas puras
tales como Holstein, Pardo Suizo y Jersey, asimismo, existen hatos que usan diferentes
proporciones de encastes de las razas anteriormente mencionados tales como Holstein con Pardo
Suizo y Holstein con Jersey.

En la actualidad los programas de mejoramiento genético han desarrollado estrategias
biotecnoldgicas como la inseminacion artificial (IA) y la inseminacion artificial a tiempo fijo
(IATF) para la obtencion de animales doble proposito -produccion de carne y leche-, a partir de los
cruzamientos interraciales y seleccion genética (Carvajal y Kerr 2015). Asimismo, se utilizan
técnicas tales como la transferencia de embriones y la entrecruza de animales (complementariedad
genética). Asimismo, las estrategias de biotecnologia méds comunes utilizadas en hatos lecheros
especializados en Honduras son la prueba de progenies que busca analizar la descendencia de una
vaca reproductora, mientras que la otra estrategia que es de mayor uso es el andlisis por pedigri, el
cual busca analizar un toro mediante los registros de su padre, madre y abuelos. Sin embargo, no
existe documentacion que realmente demuestre cuantos ganaderos y en que proporciones se usan
estas estrategias biotecnologicas para seleccion de animales y mejoramiento genético de hatos
lecheros.

En los ultimos afios la implementacion de herramientas de genética molecular a través del uso de
los marcadores moleculares (por ejemplo, “Single-nucleotide polymorphism™) ha abierto la
posibilidad de intensificar el mejoramiento genético a través del descubrimiento de sitios en el



genoma bovino que estan significativamente asociados a caracteres de interés econdmico como la
produccion de leche su composicion o la susceptibilidad o resistencia a enfermedades como la
mastitis. Es por eso, que el mejoramiento genético de la capacidad de respuesta inmunologica del
animal hacia diferentes situaciones de infeccion es necesario seguirla mejorando. La mastitis es
una enfermedad muy compleja que puede ser ocasionada a partir de bacterias, protozoarios, hongos
y comun del ganado lechero, lo que causa grandes pérdidas econdémicas para la industria lactea en
todo el mundo (Janzen 1970; Lescourret y Coulon 1994; Nash et al. 2003; Ruegg 2003; Yuan et
al. 2012). Las pérdidas por mastitis en el mundo se estima que rondan los 35 billones de dolares
americanos (Wellenberg et al. 2002; O Flaherty et al. 2005).

Los polimorfismos de un solo nucledtido o SNP, por sus siglas en inglés (“Single-nucleotide
polymorphism™) son las mas abundantes variaciones genéticas en genomas de mamiferos,
ocurriendo en regiones reguladoras, exén e intron de genes (Teng y Gladwell 2006). Hasta el
momento, los SNP son considerados como una herramienta de estudio para el manejo y
mejoramiento de poblaciones bovinas. Las predisposiciones genéticas o también conocido como
el efecto bruto que tienen los genes sobre una caracteristica de importancia productiva, han sido
ampliamente estudiados en investigaciones de animales mediante el uso de marcadores genéticos.
El uso de este tipo de marcadores moleculares permite obtener hallazgos de alta relevancia, ya que,
al conocer el efecto de un marcador genético sobre una caracteristica productiva, el marcador puede
ser utilizado como un indicador para seleccionar animales de interés (Martinez 2018).

En los ultimos afios el descubrimiento de diferentes genes candidatos asociados a la mastitis
permitié encontrar el gen de la lactoferrina (LTF), la cual es una hormona que se encuentra en
diversas secreciones mucosas como la leche, las lagrimas y la saliva (Wakabayashi et al. 2004;
Rodriguez et al. 2013). La lactoferrina es un componente abundante de globulos blancos
(neutrofilos) y puede ser liberada al plasma sanguineo por la accion de éstos (Schwarcz et al. 2008;
Rodriguez et al. 2013). La LTF humana y bovina, despliegan un amplio espectro antimicrobiano,
actuando contra bacterias Gram positivas y Gram negativas y contra algunos virus y hongos
(Shukla y Spear 2001; Rodriguez et al. 2013). Inicialmente se pens6 que esta actividad
antimicrobiana se debia inicamente a su capacidad de secuestrar hierro (Rong-Hua y Schryvers
2002; Rodriguez et al. 2013). El efecto bacteriostatico de la LTF en su forma de LTF hormonal se
ha atribuido a su habilidad de captar el ion Fe** (presente en la sangre) y limitar asi su utilizacion
por bacterias patdgenas, que lo requieren como factor esencial para su crecimiento y expresion de
factores de virulencia (Orsi 2004; Rodriguez et al. 2013). Los objetivos de la presente investigacion
fueron:

e Determinar la distribucion productiva de las vacas productoras Holstein de Zamorano.
e Secuenciar el gen de la lactoferrina bovina en una muestra de vacas Holstein de Zamorano.

e Descubrir variaciones especificas en los sectores del gen de lactoferrina secuenciados
potencialmente relacionados a la resistencia a mastitis.

e Analizar las frecuencias de las variaciones encontradas para determinar su asociacion potencial
con extremos productivos de las vacas productoras de Zamorano.



2. MATERIALES Y METODOS

El presente proyecto se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia Animal (LBA), del Centro de
Biotecnologia Gendmica del Instituto Politécnico Nacional de México, en asociacion con la Unidad
de Ganado Lechero de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano. La investigacion en

asociacion con ambas partes mantuvo una duracion de tres meses comenzando el 6 de enero de
2020 y finalizando el 12 de abril de 2020.

Origen del material biolégico

Las muestras para este estudio se obtuvieron del lote lechero ubicado en el municipio de San
Antonio de oriente, Zamorano, Honduras. El hato lechero de la Escuela Agricola Panamericana,
Zamorano cuenta con 126 vacas de la raza Holstein en ordeno.

Se colectaron muestras de los foliculos pilosos de la punta de la cola del animal durante el ordefio
de la tarde (2 P.M. - 5 P.M.) y se almacenaron en sobres de papel manila a temperatura ambiente
(18 - 24 °C). Subsecuentemente, las muestras fueron identificadas con el niimero (tatuaje) del
animal. Las muestras posteriormente fueron trasladadas hacia el Centro de Biotecnologia
Genomica del IPN para sus analisis correspondientes.

Cuerpo del pelo
e

Foliculo Piloso (Ntucleo Celular)

Figura 1. Ilustracion del foliculo piloso utilizado para la extraccion de ADN, recolectado de la
granja productiva de Zamorano.

Fuente de datos

Se obtuvieron los datos productivos y reproductivos de las 126 vacas seleccionadas a partir del
respaldo de la aplicacion VAMPP BOVINO® 3.0. La informacién productiva y sanitaria de estos
animales, se extrajo en un documento de Excel para examinar las variables productivas y
reproductivas de interés con la finalidad de que puedan realizarse proyecciones estadisticas.



La informacion procesada logro la identificacion de vacas sin historial de mastitis (n = 12), aquellas
con un evento de mastitis (n =22) y las que tuvieron dos o més eventos de mastitis durante su vida
productiva (n = 4) Estas vacas fueron consideradas como base de los grupos extremos y
seleccionadas para el posterior andlisis gendmico.

Seleccion de los individuos: se determind mediante un analisis estadistico escoger tres grupos de
animales por separado, el grupo de baja repeticion lo conformaron 22 (veintidds) animales con una
frecuencia a mastitis de una vez con una variable limitante de 2 lactancias/animal. El grupo de alta
repeticion lo conformaron cuatro animales con una frecuencia a mastitis de dos veces con una
variable limitante de 2 lactancias/animal y el grupo testigo lo conformaron 12 animales con una
frecuencia a mastitis de cero veces con una variable limitante de 2 lactancias/animal.

Extraccion de ADN a partir de pelo

Para la correspondiente extraccion de ADN de los nticleos celulares de las células del foliculo
piloso se utilizo6 el kit especializado “de GenElute Genomic™” DNA CAT. GI1N350. Proveniente
de la casa comercial Sigma Aldrich, SL Misuri, EUA. Se utiliz6 especificamente el método de
extraccion por columnas, con ciclos de limpieza y purificacion del ADN. En el Anexo 1 se describe
el procedimiento requerido para la adecuada extraccion de ADN a partir de foliculo piloso.

Analisis de la calidad del ADN
Después de la extraccion de ADN proveniente de los foliculos piloso extraido de las vacas Holstein,
se realizo una electroforesis con gel de agarosa al 1.5% (se usaron combinacion de tiempo-voltaje,

tales como 90 voltios/40 min o 110 voltios/30 min). El marcador de peso molecular utilizado fue
el ADNA de 50 ng, el colorante fue “SYBR green”.

La visualizacion del gel se realizoé por medio del fotodocumentador “Kodak Gel Logic” 112. Se
cuantifico la concentracion de ADN de cada una de las muestras por medio del software “Kodak
Molecular Imaging Software®” v.5.0.1.27 de Carestream Health Inc.

Seleccion de genes candidatos

Para la seleccion de genes candidatos se considerando dos criterios: a) que el gen estuviera
implicado en la produccion de leche, b) que estuviera implicado en la resistencia a mastitis. Se
buscaron las secuencias gendomicas que estuvieran disponibles en la base de datos del “National
Center for Biotechnology Information” (NCBI) y “Genome Software” (ENSEMBL). Una vez que
se realizd la recopilacion y sintesis de la informacidon se eligido lactoferrina con referencia
ENSBTAG00000001292 quien cumpliéo con los criterios de seleccion, ademés que ha sido
reportada de participar ampliamente en la produccion de leche y la resistencia a mastitis en otras
especies y se han encontrado diferentes polimorfismos con efectos en el fenotipo de produccion de
leche y resistencia a mastitis.

Dilucion de la concentracion de ADN
Se determino utilizar una concentracion final de 10 ng/1ul (la concentracion final fue establecida
utilizando como punto de referencia la menor concentracion obtenida a partir del kit de extraccion
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de ADN) por lo cual fue necesario diluir las muestras obtenidas mediante el kit de extraccion
“GenElute™ Genomic” DNA CAT. GIN350 (Sigma Aldrich, SL Misuri, EUA). No obstante, fue
necesario el uso de operaciones matematicas para la correcta dilucion de las muestras.

Al momento de cuantificar, se requirié dividir el resultado entre dos (2) debido a que se suministro
2 uL. de ADN por muestra al momento de realizar la electroforesis y realizar la cuantificacion,
utilizando la ecuacion 1:

ADN/1uL=X/2 [I]

Donde:

ADN / 1uL = Cantidad de ng de ADN, diluidos en un microlitro de solucion.

X = Cuantificacion de ADN obtenida mediante la lectura del fotodocumentador.

2 = Es el namero de uLL de ADN anadidos a la solucion de lectura de la electroforesis.

Del mismo modo, al obtener dicho resultado se utilizé una formula de igualacion de concentracion
y volimenes para obtener una disolucién exacta de 10 Ng/luL, el cual se utiliz6 para los
procedimientos de PCR (ecuacion 2).

c1_c2 _(€2)x(V1) . _(€2)+(V1)

- 1= » vz =220 o
V1 V2 V2 c1

Donde:

V2 = Volumen de ADN necesario para una disolucion establecida.
C2 = Concentracion de ADN que requerimos en la disolucion.

V1 = Volumen obtenido mediante el Kit de extraccion de ADN.

C1 = concentracion de ADN obtenida en la cuantificacion de ADN.

Diseiio de oligonucleotidos para cada gen

Se disenaron los pares de oligonucleotidos en la interface de la aplicacion “PrimerBLAST” del
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), tomando como base la secuencia
reportada ENSBTAGO00000001292, asi como la longitud ideal de oligonucleo6tido para patrones no
mayor de 1500 pb, temperatura de alineamiento (Tm), contenidos en G/C y cadenas de
polipirimidinas (T,C) o polipurinas (A,G), complementariedad, especificidad, secuencia 3’y 5’
terminal y regiones centrales.

La longitud de los oligonucledtidos para el gen de lactoferrina se disend de tal forma que se
traslapara las regiones para la obtencion de una cobertura total al momento de la secuenciacion.
Para el gen de la lactoferrina bovina se disefiaron tres pares de oligonucledtidos, para la
secuenciacion de la regién promotora del gen de lactoferrina y abarcar del exon 1. Una vez que se
decidieron cudles serian los oligonucleo6tidos para el gen de Lactoferrina, estos se comenzaron a
sintetizar a una casa comercia especializada en la fabricacion de “primers” para luego ser utilizados
en la amplificacion de los sectores de interés del gen de lactoferrina.



Optimizacion de los oligonucledtidos para el gen candidato

La importancia de optimizar los primers consiste en encontrar la forma mas eficiente de utilizar los
reactivos, el banco de ADN y el termociclador. La practica consisti6 en cuatro ensayos
experimentales en los cuales se incluian controles negativos (no contenian ADN) con la finalidad
de poder confirmar que no existid la posibilidad de contaminacion durante la preparacion de las
mezclas de reactivos. De la misma forma, al concluir la PCR de los cuatro ensayos experimentales,
se procedio a realizar un gel de agarosa al 1.5%, con la finalidad de realizar una electroforesis que
permitiera realizar una lectura de la amplificacion del fragmento de ADN de interés mediante el
uso del fotodocumentador “Kodak Gel Logic 112" y el “Kodak Molecular Imaging Software®
v.5.0.1.27” de Carestream Health Inc. (Figura 2).

Optimizacion de los oligonucledtidos de lactoferrina

La optimizacion de los tres pares de “primers” para los genes candidatos a lactoferrina se realizo
mediante dos programas de PCR-TD 55 y PCR-TD 60 (Anexo 2), previamente establecidos en el
termociclador, los ensayos tenian como objetivo poder amplificar el ADN de un mismo individuo
variando los volimenes de tres reactivos (ADN, MgClz Primers) propios de la mezcla de PCR y la
temperatura de accion de los ciclos que componen una PCR (desnaturalizacion, hibridacion y
sintesis). Los primers para lactoferrina obtuvieron los siguientes resultados:

Cuadro 1. Condiciones experimentales utilizadas en las soluciones de reaccion para la
amplificacion de las regiones de interés de lactoferrina

Condiciones del

Experimento . Primer 1 Primer 2 Primer 3
experimento

ADN Bajo

MgCl2 Bajo e o e

A Iniciadores Alto Amplifico Amplifico Amplifico
Temperatura Alto
ADN Bajo

MgCl2 Alto e No e

B Iniciadores Bajo Amplific Amplificd Amplific
Temperatura Bajo
ADN Alto

MgClz Bajo e No e

¢ Iniciadores Bajo Amplifico Amplifico Amplificd
Temperatura Bajo
ADN Alto

MgClz Alto e o e

D Iniciadores Alfo Amplifico Amplifico Amplifico
Temperatura Alto




Upper Primer: 21-mer 5 TGCATATCCACCCCCAACAGE ¥ | | Upper Primer; Z1-mer 5 GTTCCTGTCTCCCACCTCATA ) Upper Primer: 22-mer 5 GBTTCCCAAGCACTTTAGATAC 1
Lower Primer 24mer & COCAATACAGCTCCCAGAALACAG 3 Lower Primer: 20-mer 5 GOGCCCCAGCCTCCCTCCTC ) Lower Primer: 24-mer 5 ACTGAGGGGTGAGGGGACTGGATG 3
DMA 250 pM, Salt 50 mbd Upper Primar | Lower Primer DiMA 250 pM, Salt 50 mbd Upper Primer | Lowsr Primer DNA 250 pM, Salt 50 mM Upper Primer | Lower Primer
Primer Tm B90°C B.9°C Primer Tm 8.5 °C 65.8°C Frimer Tm 453°C 63.1°C
Primer Owerall Stability 428 koim | 480 keim Primer Overall Stability -4 keim | -47.3 koim Primer Overall Stability S8 kem | -47.2 koim
Primer Location 4.4 763,740 Primer Location 629,848 1284, 1255 Primar Location 221542 1544, 1521
Product Tm - Primer Tm 26°C Product Tm - Primer Tm 1325C Product Tm - Primer Tm 56°C
Primers Tm Difference 01°%C Primers Tm Differznce 153°C Primers Tm Difference 138°C
Optimal Annealing Temperature 8.4 °C Crptimal Annealing Temperaturs B8°C Optimal Annealing Temperature f4°C
Product Length 750 bp Product Length 656 bp Product Length fizd bp
Product Tm (%GC Method) 19.5°C Prosduct Tm (3:GC Method) 818 °C Product Tm (%GC Method) 80°C
Product GC Content 0.0% Product GC Content 4% Product GC Content 83.8%
Product Tm at Bx55C 01.1°C Product Tm at Bx55C 105.2 *C Product Tm at fix55C 106.6*C
Product Metting Temperature (%GC Method) Prosduct Melting Temperaturs (G0 Method) Product Melting Tempsraturs {%GC Method)
Salt Formamide Salt Formamide Salt Formamide
mM  ®85C xSSPE | 0% W Bl mid  x55C x8SPE| 0% i A% B mM  x55C xSSPE | 0% 10% 20 A%
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i0 0051 0062 | BT 614 F4 9 F4 ] 0051 002 | T20 B85 BRD 385 10 0051 0082 | T34 i f04 405
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65 0846 1.03 88.1 BE 751 F5G 85 0846 103 | @2 BT THZ  BGT B 088 103 938 5 808 61.1
W 18w 2082 | 93 ] 80.1 BA W0 1882 2082 | ST2 0 T 42 B4T 10 1692 2062 | %8B 92 1 ] 6.1
R0 2B 34X | Wi il 831 Y] ) 28B4 3125 | 1002 T BTZ2  BTT B0 2EB4 3125 | 1B 951 8RB 9.1
000 512 828D | 1014 a4 8 8.1 686 1000 5128 6280 | 1052 ST @2 727 DX E128 6250 | WEE 1001 il 41
[ ||t | 129 400 |niomamise=Tmaa3C 122 | 1000 | {1208 |00 [wiomamise=Tmanacc | |38 [ |10 |[1218 |00 |nformamise=Tm 34570

Figura 2. Descripcion y recomendaciones de adecuacion de los primers diseiiados para el proceso de PCR.



Reaccion en cadena de la polimerasa de lactoferrina (LTF)

Mediante la optimizacion de los oligonucleotidos de lactoferrina se obtuvieron las condiciones més
apropiadas para la amplificacion de los “primers” en todas las muestras seleccionadas. Las
condiciones para la amplificacion de los primers se formularon de la siguiente forma para la mezcla
o soluciones de reactivos de PCR; en cuestion de formulacion, las soluciones constaban con una
baja cantidad de ADN y cloruro de magnesio (MgClz), mientras que los iniciadores y la temperatura
de accion (TD60) fueron altas.

Cuadro 2. Descripcion de los volimenes de reactivos necesarios para el procesamiento de una
muestra de PCR.

Concentracion Volumen

Reactivos Stock Final Final (uL) Vol/Reaccion Vol/Mix
Buffer 5 1.0 12.5 2.50 2.50
MgCl2 25 1.5 12.5 0.75 0.75
dNTP's 10 0.2 12.5 0.25 0.25
Primer F' 5 0.1 12.5 0.25 0.25
Primer R’ 5 0.1 12.5 0.25 0.25
Taq Polimerasa 5 0.1 12.5 0.25 0.25
ADN 0.50 0.50
Suma 4.75
Agua MiliQ 7.75
Vol Total 12.50

Vol: Volumen
Mix: Soluciéon

La finalidad de obtener un volumen tan alto consistia en las siguientes practicas a realizar una vez
finalizado los PCR, se procedia al desarrollo de un gel de agarosa al 1.5% para el desarrollo de una
electroforesis y corroborar que el fragmento que se habia amplificado era el correcto mediante su
conteo de pares de bases, este conteo de pares de bases ya se tenia previamente mediante el analisis
del gen de lactoferrina para el desarrollo de los “primers”, es decir, se conocia el méximo de pares
de bases que debia amplificar el primer que se habia mandado a sintetizar. La electroforesis
constaba de 30 minutos a un voltaje entre los 110 y 112 voltios para la migracion de la muestra (se
utilizaron para las muestras de PCR 2 pL de la mezcla de PCR y 3 pL de “SYBR green”, mientras
que para el marcador de pares de bases de utilizaron 4 pL de “SYBR green” y 1.5 uLL de marcador
de 100 pares de bases). Una vez finalizada la electroforesis se prosigui6 a realizar la cuantificacion
de las muestras.

Secuenciacion del gen de lactoferrina

Una vez finalizado todos los PCR, se inicid la preparacion de las muestras para ser secuenciadas.
Las muestras fueron preparadas para un volumen final de 8 pL, las muestras incluian 6 pL de la
solucion de PCR y 2 uL de agua MiliQ. La mezcla se afiadi6é a un tubo de secuenciacién con la
premezcla utilizando el kit Simple Seq de “Eurofin Genomics” (Eurofins Scientific, Luxemburgo).
Los resultados de la secuenciacion se recibieron de forma electronica y se analizaron con el



software “Unipro UGENE®” (Okonechnikov et al. 2012) para detectar los polimorfismos que
fueran observados en al menos cuatro individuos y la informacion, se extrajo en un documento de
Excel todas las mutaciones existentes en las secuencias con respecto al gen de lactoferrina
previamente establecido en la literatura cientifica.

Disefio experimental y analisis estadistico

Se utilizd6 un Disefio Experimental Verdadero en el cual se seleccionaron los animales con un
genoma con pureza 4/4 Holstein o como minimo 2/4 Holstein, bajo el criterio de que es la raza
bovina con mayor produccion lactea en el hato lechero, ademas de ser la raza que conforma cerca
del 50% del hato lechero de Zamorano (se requiere la mayor poblacion existente). Mediante el
historial médico de las vacas seleccionados se establecieron los grupos experimentales
(susceptibles) y los grupos testigos (resistentes) usando como variable limitante dos ciclos
completos lactantes. Asimismo, para determinar la asociacion entre la ocurrencia de repeticiones
con las que se encontraban los polimorfismos identificados entre los grupos experimentales y
testigos se hizo uso de la prueba exacta de Fisher, dicha prueba fue corrida en el programa
estadistico “Software SAS® University edition” (SAS Institute, Cary NC, EUA). Mediante el uso
de este software se compararon las frecuencias observadas de cada polimorfismo entre los grupos
de vacas susceptibles a mastitis y vacas resistentes a mastitis.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Alineacion de los fragmentos de interés del gen de lactoferrina

Las secuencias fueron alineadas en el software “Unipro UGENE®” (Okonechnikov et al. 2012)
para identificar los polimorfismos en el ex6n I y en la region promotora del gen de lactoferrina en
ganado Holstein. La alineacion se establece de acuerdo con la secuencia de referencia
ENSBTAG00000001292 de lactoferrina bovina.

El gen de la lactoferrina bovina (bLTF) esté4 localizado en el cromosoma 22 del genoma bovino, se
extiende sobre 33.4 kb, contiene 17 exones, 16 intrones y 1122 pb (pares de bases) de region
promotora (NCBI: NC_007320.4). En este estudio, se analizaron tanto la regién promotora como
el exon I, para la region promotora se encontré que estaba muy conservada y no se observaron
polimorfismos. Sin embargo, en el exén I fue donde se encontraron muchos cambios, entre los
cuales se eligieron aquellos con mayor frecuencia para analizar.

Al momento de realizar la alineacion de las pares de bases conforme al gen de referencia
ENSBTAG00000001292 se encontraron los polimorfismos existentes, los vacios o gaps y las bases
no secuenciadas. Las cuales se demuestran en la Figura 3.

Gen de referencia Regiones

ENSBTAG0000000129

Polimorfismos

Consensus:

V629_PREMIX Sample_Name=BPN62S
V620_PREMIX Sample_Name=BPN62C
V624_PREMIX Sample_Name=BPN624
V625_PREMIX Sample_Name=BPN625
V628_PREMIX Sample_Name=BPN62&
V648_PREMIX Sample_Name=BPN64&
V635_PREMIX Sample_Name=BPN635
V627_PREMIX Sample_Name=BPN627
V622_PREMIX Sample_Name=BPN62z
V626_PREMIX Sample_Name=BPN62€E
V619_PREMIX Sample_Name=BPN61S
V632_PREMIX Sample_Name=BPN63Zz
V647_PREMIX Sample_Name=BPN647
V623_PREMIX Sample_Name=BPN625
V636_PREMIX Sample_Name=BPN63€E
V655_PREMIX Sample_Name=BPN655
V621_PREMIX Sample_Name=BPN621
V642_PREMIX Sample_Name=BPN64z

z»>>>>>>>@>E6Ez > > > >

>
Blz@@eeeeea  @o o

ARA
AlGA
Algla
A A
Algla
A A
Algla
Algla
Algla
Algla
Algla
Algla
Algla
Algla
A A
Algla
A A
Algla
A A

>>P>PPPPPPPPPDPDPDPD>DP DD
>>PPPPPPPPPPDPDPDPDPDP DD

Figura 3. Descripcion de las diferentes situaciones interpuestas al momento de analizar las
secuenciaciones de los animales analizados.
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Polimorfismos encontrados en el gen de lactoferrina
El Cuadro 3, muestra los cambios encontrados en diferentes sitios del exon 1 del gen de
lactoferrina, el polimorfismo encontrado, el tipo de cambio (transicion o transversion), su
frecuencia y el valor de probabilidad obtenido de la prueba exacta de Fisher para determinar su
asociacion con el grupo de susceptibilidad a la mastitis.

Los polimorfismos que tienen un valor P < 0.05 segun la prueba de distribucién de Fisher, se
consideran datos significativos, es decir, se presentan con una frecuencia amplia en la muestra de
la poblacion analizada, mientras que los polimorfismo que tienen un valor P < 0.08 son
polimorfismos en tendencias que pueden llegar a ser significativos si se vuelven a secuenciar el
exon 1 en los mismo animales aumentando la precision del trabajo de la PCR o evaluando
diferentes regiones del gen de lactoferrina.

Cuadro 3. Polimorfismos encontrados en el hato lechero de Zamorano para el gen de la
lactoferrina.

Sitio Polimorfismo Tipo de cambio Frecuencia Valor de P
305 G>A Transicion 0.13 0.0833*
350 G>A Transicion 0.13 0.0833*
358 T>C Transicion 0.16 0.0284**
365 G>A Transicion 0.13 0.0833*
394 G>A Transicion 0.13 0.0833*
432 A>G Transicidn 0.13 0.0833*
457 A>G Transicidn 0.13 0.0833*
479 T>G Transicion 0.13 0.0833*
497 G>A Transicion 0.13 0.0833*
501 G>A Transicidn 0.13 0.0833*
568 T>C Transicion 0.1 0.1514
299 C>G Transversion 0.13 0.0833*
300 G>C Transversion 0.13 0.0833*
303 C>G Transversion 0.13 0.0833*
310 A>C Transversion 0.13 0.0833*
325 T>G Transversion 0.13 0.0833*
353 A>T Transversion 0.13 0.0833*
363 T>A Transversion 0.13 0.0833*
403 G>C Transversion 0.16 0.0284**
415 G>C Transversion 0.16 0.0284**
427 C>G Transversion 0.16 0.0284**
435 A>C Transversion 0.16 0.0284**
464 G>C Transversion 0.13 0.0833*

**P <0.05 *P <0.10
Fuente: Unipro UGENE (Okonechnikov et al. 2012).
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Es innegable que puedan existir otros polimorfismo diferentes o iguales a los mostrados en esta
investigacion, por lo tanto, los polimorfismos que fueron significativos son de amplio interés ya
que pueden ser asociados a una caracteristica productiva de interés para el desarrollo del hato
lechero.

Polimorfismos significativos del gen de lactoferrina en el exon 1

El Cuadro 4, muestra los cambios encontrados en diferentes sitios del exén 1 del gen de la
lactoferrina, el polimorfismo encontrado, el tipo de cambio, su frecuencia y el valor de probabilidad
obtenido de la prueba exacta de Fisher para determinar su asociacién con el grupo de
susceptibilidad a la mastitis.

Cuadro 4. Polimorfismos de lactoferrina significativos en el hato lechero de Zamorano.

Sitio Polimorfismo Izllll)lfb(ii(f Cambio Frecuencia Val(l))r de
358 T>C Transicion Purina/Purina 0.16 0.0284**
403 G>C Transversion Purina/Pirimidina 0.16 0.0284**
415 G>C Transversion Purina/Pirimidina 0.16 0.0284**
427 C>G Transversion Pirimidina/Purina 0.16 0.0284**
435 A>C Transversion Purina/Pirimidina 0.16 0.0284**

Hay que considerar que el tipo de cambio es de amplio interés debido a que involucra cambios de
transversion y transicion en la lectura del ADN, es decir, estos cambios pueden proporcionar una
diferencia en la lectura del codigo genético (codones) para la produccion de ciertos aminodcidos
de la proteina de lactoferrina que tiene una funcion bacteriostatica. Por ejemplo, el polimorfismo
G>C presenta un cambio de transversion en la posicion 415. Si se traduce este polimorfismo del
codigo genético a sustancias bioquimicas se produciria el aminoacido Lisina (AAG) o Asparagina
(AAC), también se podria desarrollar el aminoécido acido aspartico (GAC) o acido glutdmico
(GAQ) y asi sucesivamente se pueden crear una gran variedad de aminoacidos cuando existen
modificaciones en la lectura de los codones del codigo genético, que pueden tener un impacto
positivo o neutro en el desarrollo y efecto de la proteina. Ademas, se debe considerar que la
prediccion del efecto sobre la proteina de los polimorfismos encontrados no se pudo estimar por
limitantes (tiempo, accesibilidad de trabajo en los laboratorios.) de fuerza mayor durante el
desarrollo de la investigacion producidas por la pandemia COVID-19. Sin embargo, existe la
posibilidad de poder determinar el efecto real de estos polimorfismos en un futuro.

La Figura 4, demuestra la lectura de los codones y el producto de dicha lectura. Existen 64 lecturas
de codones, los cuales pueden representar el inicio de una lectura, la traducciéon de aminoacidos, la
cual puede dar como resultado un mismo aminoacido o un aminoacido diferente segin el codon
que presente la lectura y la finalizacion de la lectura.
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Segunda Letra

u | c | A | ¢

UUU Phe | UCU Ser | UAU Tyr | UGU Cys | U

UUC Phe | UCC Ser | ULAC Tyr | UGC cCys | ©

U UUA Leu | UCA  Ser sropm sToP| A

UUG Leu | UCG  Ser m STOP| UGG Ty | G

| CUU Leu | CCU Pro | CAU Hs | CGU Ag | U
g C CUC Leu | CCC Pro | CAC His | CGC Arg | € o
D CUA Leu | CCA Pro | CAA Gin | CGA Arg | A o
T'u | CUG  Leu | CCG  Pro | CAG  Gin | GG Ag | G 14
> AUU Iso | ACU Thr | AAU Asn | AGU  Ser u ﬁ
§ A AUC Iso | ACC Thr | AAC Asn | AGC  Ser c @
a AUA I1so | ACA Thr | AAA Lys | AGA Ag | A P~

Met | ACG Thr | AAG Lys | AGG Arg | G

GUU Val | GCU Al | GAU Asp | GGU Gy | U |

GUC Val GCC Ala GAC Asp GGC Gly (o

G GUA Val GCA Ala GAA Glu GGA Gly A

| GUG  Val | GCG  Ala | GAG  Glu | GGG Gy | G

Figura 4. Tlustracion de la organizacion del codigo necesario para la generacion de los codones, la
traduccion y generacion de los diferentes aminoacidos.
Fuente: BIOINNOVA 2017.

Es importante resaltar que la frecuencia de los cambios encontrados eras mas alta en el grupo de
vacas que no manifestaron la mastitis clinica (resistencia inmunologica), es decir, los
polimorfismos significativos se encontraban en las vacas que segun el programa de registro
VAMPP BOVINO® 3.0 indicaba que jamas se habia registrado un evento de mastitis durante sus
dos primeras lactancias, y la frecuencia del polimorfismo en el grupo susceptible fue de tan solo el
3%. Es decir, para el gen de lactoferrina casi todas las vacas que habian presentado susceptibilidad
a mastitis compartian la misma secuencia de bases nitrogenadas para el gen de lactoferrina (Figura
2). De toda la poblacién analizada tnicamente el 13% presenta polimorfismos frecuentes al
cambio, provocando una resistencia metabolica por parte del animal a la enfermedad de mastitis.

Asociacion de lactoferrina con componentes en la leche

En la actualidad, las lecherias especializadas tienen un objetivo muy especifico en cuestion de sus
programas de reproduccion modernos, estan fuertemente ligadas a incorporar de forma constante
una mayor resistencia a la mastitis, esto sin afectar los genes ligados a niveles productivos de las
vacas (Hayes et al. 2009; Beecher et al. 2010).

Segun Corbellini (2002), en promedio el 1% de los cuartos mamarios de las vacas lecheras
presentan infecciones por bacterias Gram negativas (Gram -). A diferencia de las bacterias Gram
positivas (Gram +) que suelen tener una tasa del 35 al 50% de infeccion en los cuartos mamarios,
en un mismo lapso. Asi, se ha estimado que para observar una infeccion mamaria por bacterias
Gram — se requiere que las vacas productoras pasen por un procedimiento de 2,000 a 4,000 ordefios
durante su vida productiva. Sin embargo, para las bacterias Gram + las vacas productoras deben
pasar por un proceso de 600 a 800 ordefios para presentar una infeccion por Gram +. Aun asi, la
infeccion causada por bacterias Gram — son las causantes de aproximadamente del 30 al 50% de
todos los casos de mastitis clinica.
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Las vacas con secreciones lacteas que presenten un conteo de células somaticas <200,000 cel/mL
no suelen presentar infecciones por patdgenos que puedan provocar una mastitis, mientras que si
la secrecion lactea cuenta con un umbral > 300,000 CCS representa automaticamente un cuadro de
infeccion en los cuartos mamarios. Por lo general, el conteo de células somaticas para diagnosticar
mastitis se encuentra entre 200,000 CCS a 300,000 CCS. Mediante agencias reguladoras de varios
paises y con ayuda de la investigacion se ha determinado limites superiores de CCS en leche cruda,
llegando a tener como limite en la Union Europea 400,000 cel/mL, mientras que los Estados Unidos
han impuesto un limite de 750,000 cel/mL (Smith 1996).

La proteina de lactoferrina es una proteina que se encuentra en las secreciones que captura los iones
de Fe*" presentes en la sangre del animal y limita su uso por parte de las bacterias patogenas
presentes en algin area de la anatomia del animal permitiendo a los anticuerpos atacar al huésped
microbiano es su etapa mas temprana. Se ha determinado una asociacion fuerte entre la produccion
de lactoferrina y la variacion de las concentraciones de células somaticas presentes en la secrecion
lactea de las vacas en ordefio (Serrano et al. 2008).

La produccion de lactoferrina permite combatir las infecciones mamarias mediante el sistema
inmunolégico propio de la vaca, es decir, el animal produce sus propias sustancias endocrinas tales
como globulos blancos, proteinas antimicrobianas. Asimismo, se evita incurrir en gastos
innecesarios de antibidticos o recibir perdidas o castigos del precio de la leche (Hameed et al.
2006).

Es probable que, con los polimorfismos encontrados en el grupo de resistencia a mastitis, existan
un nimero muy reducido de células somaticas en la secrecion lactea, sin embargo, el tener muy
poco animales que presenten una inmunologia propia a mastitis en el hato lechero de Zamorano
provoque una influencia muy baja en el conteo final de células somaticas en la leche. Pero es
necesario aclarar, que no son los unicos polimorfismo presentes o asociados a resistencia a mastitis,
existen muchos polimorfismos a lo largo del gen de lactoferrina tales como diferentes exones,
intrones y regiones promotoras del gen de lactoferrina, aunque los conteos de células somaticas
totales de la leche ordefiada en el hato lechero de Zamorano es aceptable se podria mejorar
realizando estudios que asocien y confirmen estos polimorfismo con dicha caracteristica
productiva, logrando obtener un mejor precio de pago de la leche por parte de la industria
procesadora de leche fluida, que podria provocar un mayor plazo de vida anaquel de la leche.

Asociacion de lactoferrina como indicativo de mejoramiento genético de hatos lechero

El desarrollar investigaciones que involucren el andlisis tan especifico de segmentos del codigo
genético de los animales, abre una brecha tan significativa para mejorar el concepto de
mejoramiento genético, es decir, inicamente el concepto de mejoramiento genético no se enfoca
en las practicas biotecnoldgicas tales como complementariedad de razas (cruzamientos),
inseminacion artificial y transferencia de embriones. Los programas de mejoramiento genético
deben ser direccionados al analisis de genes asociados a caracteristicas productivas. Segun
Guttmacher y Collins (2002) “los polimorfismos son la base de la evolucion y los que se
consolidan, bien pueden ser silentes o proporcionar ventajas a los individuos, aunque también
pueden contribuir a causar enfermedades”.
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Sin embargo, estos estudios requieren de la infraestructura e inversion necesaria pero una vez bien
establecidos, los resultados podrian generar mayor eficiencia y rentabilidad. Hay que considerar
que la secrecion de lactoferrina es una glicoproteina monomérica no hémica de union a hierro,
asimismo, la secrecion de lactoferrina bovina y la humana estimulan o inhiben diversos
componentes hormonales y celulares de la inmunidad que permiten la prevencion y/o resolucion
de infecciones Gram— o Gram+ (Serrano et al. 2008), es decir, que es considerada componente
esencial de la inmunidad innata del hospedero y esta fuertemente asociada con la produccion de
diferentes sustancias endocrinas. Un analisis de la interaccion funcional proteina-proteina indica
que la Lactoferrina esta relacionada a un considerable nimero de genes tales como LYZ2, HP,
CLU, CHI3LI, entre otros. que puedan ser candidatos para evaluar en busca de polimorfismos que
puedan significativamente describir la vulnerabilidad o resistencia a la mastitis (Figura 5).

Los hallazgos del presente estudio pueden sentar las bases para el establecimiento de programas de
mejoramiento genético asistido de esta y otras caracteristicas de importancia econémica que
fomenten la eficiencia y rentabilidad de los sistemas de produccion lechera en Honduras.
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ENSBTAGOOO0O0046511
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Figura 5. Red de interaccion del gen de la lactoferrina (LTF) y otros genes candidatos asociados
en su actividad funcional.
Fuente: String v11 (Szklarczyk et al. 2019).

Segun Singh et al. (2014) muchos polimorfismos de resistencia a mastitis con respecto a la
lactoferrina se encuentran en animales que son hibridos, determinaron que en su investigacion al
comparar las secuencias de nucleétidos del gen de lactoferrina de las vacas Deoni con ganado
taurino revel6 un total de 39 mutaciones puntuales. Esto podria ser un punto clave de analisis para
un futuro experimento, ya que podria proporcionarnos informacion sobre cuéles son las mejores
entrecruzas que presentan una resistencia innata a mastitis o poder confirmar que los animales
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puros también tienen también dicha resistencia a mastitis. Sin embargo, aun falta mucho por
analizar sobre el mejoramiento genético del hato lechero de Zamorano.

O’Halloran et al. (2009), en su investigacion identificaron diecinueve polimorfismos nuevos y
algunos de estos se encontraron dentro del factor de transcripcion, sitios de union. En la presente
investigacion se encontraron 22 polimorfismo de los cuales tinicamente cinco fueron significativos
aun analizando unicamente el exon I y la regién promotora gen, por lo cual ain se puede percibir
que falta mucho por descubrir acerca de este gen y sobre todo su aplicacion en programa de
mejoramiento genético y programas de diferenciacion de la leche.

Es de amplio interés para la creacion de nuevos programas de mejoramiento con bases en genética
molecular el descubrir la heredabilidad de las caracteristicas de interés de un animal lechero, aun
en la investigacion que se realizo, falta por confirmar los polimorfismos descubierto en una
poblacion Holstein mas grande y a partir de esto analizar la descendencia de los animales que
presentaron los polimorfismos para determinar la heredabilidad y el funcionamiento exacto que
tienen estos polimorfismos en la resistencia a mastitis.

El Cuadro 5, indica que la heredabilidad tedricamente a mastitis es de un 10%, pero se debe trabajar
en futuras investigaciones este porcentaje de heredabilidad y llegar a ser capaces en el hato lechero
de Zamorano de reducir ese porcentaje de heredabilidad a susceptibilidad y poder aumentar el
porcentaje de heredabilidad de la resistencia a mastitis, llegando a reducir las grandes pérdidas que
esta enfermedad llega a causar cada afio en los hatos lechero de todo el mundo.

Estos procedimientos de heredabilidad podrian lograrse una vez finalizado la comprobacion de los
polimorfismos en una poblacién mas grande a la estudiada en esta investigacion, mediante practicas
que permitan el analisis constante de las progenies de los animales con polimorfismos asociados a
la caracteristica de resistencia a mastitis u otra caracteristica de interés, asimismo, tendriamos que
estar realizando constante pruebas de PCR con la finalidad de descubrir si dichos animales
heredaron el polimorfismo de interés y esta manera seleccionar los reemplazo a futuro del hato
lechero. Asimismo, también podriamos llegar a tener un fuerte impacto en el conteo final de células
somaticas, logrando reducir dicho conteo y teniendo una leche con mayor vida anaquel, pero es
necesario seguir investigando para poder hacer realidad todos estos procedimientos de
mejoramiento en el hato lechero de Zamorano.

Por supuesto, este tipo de analisis de genética molecular aparte de tener un gran impacto en las
bases de los nuevos programas de mejoramiento genético de los animales productivo, permite
mejorar la calidad de todos los productos ofrecidos por los animales (reduccion de células
somaticas en la leche) y permite identificar a los animales con las mejores caracteristicas tanto en
el aspecto genético como en el aspecto fenotipico, permitiendo su procreaciéon como posibles
reemplazos del lote y analizando constantemente que la progenie estd siendo mucho mas efectiva
en los ambitos reproductivo y productivo con respecto a la media productiva de sus padres.
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Cuadro 5. Porcentaje de heredabilidad de diferentes caracteristicas de interés en un animal de
produccion lechera.

Caracteristica % Heredabilidad
Produccion

Leche 25
Grasa 25
Solidos no grasos 21
% Grasa 57
Proteina 25
% Solidos totales 54
% Proteina 50
Susceptibilidad a enfermedades

Mastitis 10
Cetosis 5
Fiebre de leche 5
Ovarios quisticos 5
Caracteristicas Corporales

Peso corporal 35
Caracter lechero 25
Calificacion del tipo 20
Eficiencia Alimentaria 20
Caracteristicas de la ubre

Sostén de la ubre 15
Sistema mamario 22
Profundidad de la ubre 15

Fuente: Ochoa Galvan 1991.

Los andlisis de genética molecular no son baratos ni de amplia accesibilidad para el ganadero
comun en Honduras y en muchas partes del mundo, debido al personal y los instrumentos de
laboratorio requeridos para realizar las practicas que conlleva esta tecnologia. Es necesario
comenzar a estandarizar estas practicas en el sector agropecuario para mejorar los programas de
mejoramiento genético y no seguir utilizando programas de mejoramiento genético con individuos
con un genoma que provoquen un fenotipo no tan eficiente en cuestion de producciéon o que
simplemente no cumplan con el perfil del animal deseado para las explotaciones lechera de la
actualidad. De igual forma, se comienza a crear ganaderia de precision que garantice al productor
una produccion estable y eficiente, que reduzca los rangos de pérdidas y evite el desarrollo de
animales que no retornaran la inversion realizada durante sus etapas productivas.
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4. CONCLUSIONES

Se descubrieron veintitrés polimorfismos en el exon I, de los cuales cinco polimorfismos fueron
significativos en el exon 1 del gen de lactoferrina que no habian sido evaluadas ni patentados
con anterioridad, dichos cambios en las bases nitrogenadas fueron de transicion y transversion.

Dentro del andlisis expuesto, se determind con amplia especificidad las distribuciones
productivas de los animales mediante la amplia base de datos productivos y reproductivos con
los que cuenta el hato lechero de Zamorano.

En relacion con lo antes expuesto, la secuenciacion permitié determinar que las vacas Holstein
de Zamorano presentaron regiones conservadas en su ADN conforme al gen de lactoferrina,
pero también un nimero considerable de animales presentaron cambios en su ADN.

De igual forma, la secuenciacion permito descubrir polimorfismos en sectores especificos del

gen de la lactoferrina para los diferentes individuos estudiados, dichos polimorfismos fueron
de alta frecuencia en el grupo con resistencia inmunologica a mastitis.
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5. RECOMENDACIONES

Es indispensable el implementar andlisis constantes de los componentes de la leche por grupos
raciales, especialmente de los animales que tienen los polimorfismos encontrados, para poder
determinar si existe una relacion entre los polimorfismos encontrados y la reduccion
considerable de las células somaticas presentes en la leche que se ordefa y de esta forma
diferenciar la leche por componentes y poder obtener un mejor precio de compra.

Es recomendable adquirir de forma inmediata una herramienta tecnoldgica que nos permita
lecturas rapidas y constates durante el ordefio de los componentes de la leche, de esta forma se
podrian determinar diferencias entre grupos genéticos.

Es posible que aun existan muchos mas polimorfismos que los que se encontraron en esta
investigacion, es por eso, que se deben seguir investigando muchos mas sobre los
polimorfismos presentes en todo el gen de lactoferrina y otros genes relacionados.

Es indiscutible que, una vez comprobados los polimorfismos se comience a realizar practicas
biotecnoldgicas tales como superovulacion y transferencia de embriones extraidos de las vacas
que presentaron resistencia a mastitis y mediante el analisis de la descendencia que logremos
de estos animales analizar la heredabilidad, asimismo, la asociacion de los polimorfismos y sus
efectos en la caracteristica que consideramos de interés. Asimismo, se podra garantizar la venta
de genética para el aspecto de resistencia a mastitis y empezar a ser los pioneros en la venta de
genética lechera garantizada en Honduras.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Procedimiento de extraccion, lavado y purificacion de ADN.

l.

Transferir 50-100 foliculos pilosos a un tubo Eppendorf ™ (tubo de microcentrifuga) de 1.5 mL.

2. Adicionar 180 pL de solucion de lisis T (B6678) Y 20 uL proteinasa K, mezclar la solucion en

10.

11.

un 33.4 kb Vortex® mixer por 15 seg.

Incubar a 55 °C/4-8 hrs., (toda la noche). Hasta observar que el foliculo piloso esté
completamente lisado.

Adicionar 200 pL de solucion de lisis C (B8803); mezclar al Vortex® mixer por 15 seg, e
incubar a 70 °C/10 min.

Agregar 20 pL RNAsa, mezclar e incubar por 2 min. a temperatura ambiente.

Adicionar 500 pL de solucion de preparacion de columnas a la misma y centrifugar a 12,000
rpm/ 1 min, descartar la solucion.

Adicionar 200 pL de etanol al 100% de concentracion al lisado y llevar al Vortex® mixer por
20 seg.

Transferir a la columna el lisado junto con el etanol del paso anterior y centrifugar a 6,500 rpm/
1 min.

Transferir la columna a un tubo nuevo y adiciona 500 pL de solucién de lavado y centrifugar a
6,500 rpm/ 1 min.

Transferir la columna a un tubo nuevo, adiciona 500 pL de solucién de lavado y centrifugar a
12,000 rpm/ 3 min. Para secar la muestra.

Transferir la columna a un tubo nuevo y adiciona entre 50-80 pL de solucidon de elusion y
centrifugar a 6,500 rpm/ 1 min.
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Anexo 2. Programas de PCR utilizados para la amplificacion de ADN.

Programa de PCR-TD 55

Programa de PCR-TD 60

Accion Temperatura Duracion Accion Temperatura Duracion
Incubacion 95°C 5 minutos. Incubacion 95 °C 5 minutos.
Incubacion 95 °C 45 segundos. Incubacion 95 °C 45 segundos.
Incubacion 65 °C 45 segundos. Incubacion 62 °C 45 segundos.

Disminucion de £2 °C cada ciclo.
Incubacién 72 °C

Repeticion del paso 2 durante 5 veces mas.

Incubacion 95 °C 45 segundos.
Incubacion 60 °C 45 segundos.
Incubacion 72 °C 1:30 minutos.

Repetir el paso 6 durante 30 veces mas.

Incubaciéon 72°C

Incubacion 16 °C

10 minutos.

45 segundos.

Indefinidamente.

Disminucion de +£2 °C cada ciclo.
Incubacion 72 °C 1:30 minutos.

Repeticion del paso 2 durante 5 veces mas.

Incubacion 95°C 45 segundos.
Incubacion 55°C 45 segundos.
Incubacion 72 °C 1:30 minutos.

Repetir el paso 6 durante 30 veces mas.
72 °C

Incubacion 16 °C

Incubaciéon 5 minutos.

Indefinidamente
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