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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo disenar un programa de seleccidon genética
mediante la defteccion molecular (RFLP-PCR) de las variantes Al y A2 del gen CSN2
en ganado Pardo Suizo de la Hacienda El Manzano, cantdn Tulcdn. Se utilizdé 250
bovinos hembra cuyas muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Diagndstico
Veterinario de la Universidad Politécnica Estatal del Carchi. La metodologia inicio con
la identificacion de controles genéticos, tomando 10 muestras de la poblacion vy
enviondo a un Laboratorio externo; de estos resultados, se seleccionaron los
genotipos A1A2 y A2A2 para la validacién del protocolo. Para la validacion, se aplicd
una gradiente de temperatura de 60°C a 70°C, estableciendo la temperatura ideal
de hibridacion en 64°C. Una vez validado el protocolo, se procedié a la toma de
muestras de sangre en tubos con EDTA. La extraccion de ADN se realizd utilizando el
Kit Thermo Scientific GenelJET Genomic DNA Purification Kit (#K0721). Posteriormente,
para el montaje de la PCR, se utilizd el Mastermix de la casa ABM junto con los

“primers” especificos del CSN2
(F/S'CCTGCAGAATTICTAGTICTATCCCITTICCCTIGGGCCCATCG-3');
(R/IS'GAGTCGACTGCAGATITTICAACATCAGTIGAGAGTICAGGCCCTG-3'). El

programa del termociclador se ejecutd a: desnaturalizacion a 94°C, hibridacién a
64°C y extension a 72°C. A continuacion, se realizé la restriccidn con la enzima TAQ 1
de la casa Thermo ScientifiC, finalmente se realizo la electroforesis en gel de agarosa
al 2% durante 45 minutos a 90 voltios. Los resultados revelaron una mayor prevalencia
del genotipo A2A2 (36.75%), seguido por ATAT (25.30%) y ATA2 (19.28%) mientras que
18.67% de los individuos no presentaron amplificacion concluyente. El cdlculo de las
frecuencias de alélicas mostré predominancia del alelo A2 (0.57) frente al alelo Al
(0.43). Con las frecuencias alélicas calculadas con el principio de Hardy-Weinberg se
observd que las frecuencias observadas no se ajustan al modelo (p<0.00001) al
aplicar la prueba de chi cuadrado. Basados en estos datos, se recomienda la
implementacion de programas de seleccion asistidos por marcadores moleculares
para optimizar la composicidn genética del hato y obtener un nicleo productivo de
caracteristicas alélicas A2A2.

Palabras clave: ganado Pardo Suizo, beta-caseina, pcr-rflp
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ABSTRACT

This study aimed to design a genetic selection program using molecular detection
(RFLP-PCR) of the A1 and A2 variants of the CSN2 gene in Brown Swiss cattle from the
El Manzano farm in Tulcdn Canton. Two hundred and fifty female cattle were used in
this study, and their samples were processed at the Veterinary Diagnostic Laboratory
of the Universidad Politécnica Estatal del Carchi. The methodology began with the
identification of genetic conftrols, which involved taking 10 samples from the
population and sending them to an external laboratory. Based on these results,
genotypes ATA2 and A2A2 were selected for protocol validation. For validation, a
temperature gradient from 60 to 70°C was applied, establishing the ideal hybridization
temperature at 64°C. Once the protocol was validated, blood samples were
collected in ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) tubes. DNA extraction was
performed using the Thermo Scientific GenelET Genomic DNA Purification Kit
(#K0721). Subsequently, for PCR setup, ABM Mastermix was used along with CSN2-
specific  primers (F/5'CCTGCAGAATICTAGTCTATCCCTICCCTGGGCCCATCG-3');
(R/S'GAGTCGACTGCAGATITTCAACATCAGTIGAGAGTICAGGCCCTG-3'). The
thermocycler program was run as follows: denaturation at 94°C, annealing at 64°C,
and extension at 72°C. The restriction step was then performed using the Thermo
Scientific TAQ 1 enzyme, and finally, electrophoresis was carried out on a 2% agarose
gel for 45 min at 90 volts. The results revealed a higher prevalence of the A2A2
genotype (36.75%), followed by ATAT (25.30%) and AT1A2 (19.28%), whereas 18.67% of
the individuals did not show conclusive amplification. The calculation of allele
frequencies showed a predominance of the A2 allele (0.57) over the Al allele (0.43).
Using the Hardy-Weinberg principle, the observed frequencies did not fit the model (p
< 0.00001) when the chi-square test was applied. Based on these data, the
implementation of marker-assisted selection programs is recommended to optimize
the genetic composition of the herd and obtain a productive nucleus with A2A2 allelic
traits.

Keywords: Brown Swiss cattle, beta-casein, PCR-RFLP
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INTRODUCCION

La produccidon lechera constituye un sector fundamental dentro de la economia
agropecuaria global, no solo por su relevancia en la seguridad alimentaria, sino
también por su papel en la generacidn de ingresos en comunidades rurales y en la
dinamizacion de estos territorios. Tradicionalmente, los programas de mejoramiento
genético bovino han centfrado su atencidn en caracteristicas cuantitativas como el
volumen de produccién de leche, grasa y proteina, que estdn determinadas por
multiples loci genéticos (Gonzdlez-Recio, Coffey, & Pryce, 2014). Sin embargo, el
avance de la biotecnologia y la creciente conciencia sobre la relacion entre
alimentos y salud han motivado la inclusion de pardmetros cualitativos en los
programas de seleccién, especialmente aquellos relacionados con la composicion

de las proteinas I&cteas, como la B-caseina (Liang et al., 2021).

En este contexto, la proteina B-caseina, una de las principales proteinas de la leche,
presenta dos variantes genéticas cominmente estudiadas: A1y A2. Diversos estudios
han senalado que la variante A1 puede liberar un péptido bioactivo denominado -
casomorfina-7 (BCM-7) durante la digestion, el cual ha sido asociado a posibles
efectos adversos sobre la salud humana, tales como molestias gastrointestinales,
respuesta inflamatoria, y predisposicion a enfermedades como la diabetes tipo 1y
trastornos cardiovasculares (Jinsmaa & Yoshikawa, 1999; Truswell, 2018). Por el
contrario, la variante A2 no genera este péptido, y su consumo ha sido vinculado con
un mejor perfil digestivo y menor reactividad inmunoldgica, lo que ha impulsado su
demanda en mercados especializados y enfre consumidores preocupados por la
salud (Brooke-Taylor et al., 2017; Kaur et al., 2022).

En Ecuador, la ganaderia lechera representa una de las actividades agropecuarias
de mayor importancia, tanto desde la perspectiva econdmica como social. Segun
datos del Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC, 2021), el pais produce
alrededor de 5.7 millones de litros de leche diarios, siendo la Sierra la principal region
productora. No obstante, aln existe una brecha significativa en cuanto a la
caracterizacién genética de los hatos, particularmente en lo que respecta a las
variantes de B-caseina. La provincia del Carchi, y en particular el cantdn Tulcdn, es
una zona destacada por su vocacidon ganadera, en donde se ha optado por la
insercion de razas de alta productividad como el Pardo Suizo, esta raza ha sido

adoptada por su rusticidad, eficiencia productiva y calidad composicional de la
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leche (FAO & MAG, 2022). Sin embargo, hasta el momento, no se han desarrollado
estudios moleculares que evalien la frecuencia de los alelos A1 y A2 en esta raza

dentro del contexto local.

El andlisis genético de las variantes de B-caseina en poblaciones bovinas no solo
responde a un interés cientifico, sino también a una necesidad productiva vy
comercial. La determinacién de las frecuencias alélicas A1y A2 posibilita el diseno de
estrategias de mejoramiento genético orientadas a la produccidon de leche
diferenciada, de mayor valor agregado y con potencial de penetfracion en
mercados exigentes. Ademds, este enfoque conftribuye al desarrollo de sistemas
ganaderos sostenibles al fomentar la trazabilidad genética, la seleccién asistida por
marcadores y la adaptacion de los hatos a tendencias globales de consumo
(Miluchova et al., 2024; Soma et al., 2021).

En funcidon de lo expuesto, el presente estudio tiene como objetivo disenar un
programa de mejoramiento genético mediante la identificaciéon de las variantes de
B-caseina Al y A2 en bovinos de raza Pardo Suizo pertenecientes a la Hacienda El
Manzano, en el cantdn Tulcdn, provincia del Carchi. Esta investigacion busca, no solo,
caracterizar genéticamente al hato, sino fambién sentar las bases para una
produccion lechera mds saludable, diferenciada y competitiva, alineada con los

retos de la ganaderia moderna.

16



. ELPROBLEMA
1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La produccion lechera bovina a nivel global ha centrado sus esfuerzos en la seleccidn
genética de rasgos cuantitativos, como el contenido de grasa, proteinay el volumen
de produccion lactea, caracteristicas poligénicas que limitan su progreso acelerado
(Brito et al., 2021). Ante esta complejidad, la identificacion de variantes genéticas con
impacto directo en la calidad nutricional y efectos en la salud humana, como la

beta(p)-caseina Al y A2, ha ganado protagonismo (Caroli et al., 2009).

En el sector ldcteo, la calidad proteica se ha posicionado como un criterio prioritario,
particularmente por los efectos diferenciales atribuidos a las variantes de B-caseina.
Estudios recientes confirman que el péptido BCM-7, derivado de la digestion de la
variante Al, podria modular procesos inflamatorios intestinales mediante la
activacién de receptores opioides en poblaciones con predisposicion genética, asi
también, evidencia cientifica ha asociado el consumo de leche con B-caseinas Al
con enfermedades como diabetes fipo 1, enfermedad coronaria, arteriosclerosis,
sindrome de muerte sUbita del lactante, autismo y esquizofrenia (Trinchese et al.,
2022). Aunque la OMS (2023) senala que se requieren mds evidencias para establecer
causalidades, la preferencia del consumidor por leche A2 ha impulsado su

comercializacion en mercados de Europa y Oceania (Dairy Global, 2024).

En ganado Pardo Suizo, andlisis gendmicos recientes revelan una frecuencia
heterogénea del alelo A2, con rangos del 50% al 75% en hatos latinoamericanos
(Gutiérrez et al., 2022). En Ecuador, Ruiz-Alvarez et al. (2024) identificaron un 66% de
prevalencia de A2, pero advierten que su seleccion indiscriminada podria reducir la
diversidad genética asociada a resistencia a enfermedades (ej. mastitis). Por ello,
programas como los implementados en Nueva Zelanda recomiendan enfoques
intfegrados que combinen secuenciacidon masiva y evaluacion fenotipica (Winkelman
et al., 2023).

Uno de los principales obstdculos para implementar programas de seleccion

genética eficaces radica en la estandarizacion de las técnicas de identificacion
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molecular, particularmente en la deteccidén del polimorfismo A1/A2 mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Métodos como la PCR-RFLP
(Polymorphism Length Restriction Fragment) y la PCR alelo-especifica (AS-PCR)
presentan diferencias criticas en sensibilidad (85-99%) y especificidad (Ruiz-Alvarez et
al., 2024). Un estudio reciente en Ecuador demostré que la AS-PCR, al utilizar
cebadores disenados para hibridacion especifica, reduce los falsos positivos en un
12% comparado con técnicas convencionales, siendo clave para garantizar la
confiabilidad en poblaciones de Pardo Suizo con alta diversidad genética (Gonzdlez
et al., 2023).

A esta complejidad técnica se suma la limitada infraestructura molecular en regiones
productoras. Segun el informe de la Red de Laboratorios Lacteos Latinoamericanos
(2023), solo el 34% de los laboratorios en zonas rurales cuenta con protocolos
estandarizados para andlisis de B-caseina, y el 61% del personal reporta insuficiente
capacitaciéon en técnicas de genotipado. Ademds, el costo por animal (USD 4-10)
representa una barrera econdmica, especialmente para pequenos productores,
donde el precio premium por leche A2 no compensa la inversion inicial (Caja-
Ferndndez, 2024).

Adicionalmente, el Pardo Suizo enfrenta desafios Unicos: su baja integraciéon en
programas genémicos globales (solo el 8% de los sementales evaluados incluyen
datos A1/A2; BMeditores, 2022) limita la seleccién simultdnea de ofros rasgos clave.
Modelos predictivos indican que una seleccidon intensiva hacia A2A2 sin indices
gendmicos podria reducir un 2% anual la ganancia genética en fertilidad (Landi et
al., 2011).

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

sCudl esla frecuencia genética de los alelos de la beta - caseina A1-A2 en el ganado
bovino en la hacienda El Manzano, cantdn Tulcdn, mediante la aplicaciéon de la

técnica de PCR alelo-especifico?
1.3. JUSTIFICACION

La identificacion genética de los alelos A1y A2 del gen de la B-caseina bovina (CSN2)
ha cobrado relevancia internacional debido a su implicacién en la calidad de la

leche y sus posibles efectos en la salud humana. La diferencia estructural entre los

18



alelos A1 y A2 influye directamente en la liberacién de péptidos bioactivos durante
la digestion, como la p-casomorfina-7 (BCM-7). Ante este escenario, seleccionar
bovinos con genotipo A2A2 se perfila como una estrategia de interés no solo para
mejorar la calidad composicional de la leche, sino también para atender nichos de

mercado sensibles a la salud (Carvajal & Levicoy, 2021; CRBiomed, 2023).

El mercado internacional de ldcteos ha experimentado una transformacion
significativa en la Ultima década, impulsado por consumidores cada vez mds
informados que buscan productos con beneficios especificos para la salud. La leche
A2 ha emergido como uno de los segmentos de mayor crecimiento dentro de esta
tendencia, particularmente en mercados desarrollados. Segun datos de Grand View
Research (2023), el mercado global de leche A2 fue valorado en USD 12.5 mil millones
en 2022, con proyecciones de alcanzar USD 38.7 mil millones para 2030, creciendo a
una tasa anual compuesta del 15.2%. Este crecimiento exponencial se sustenta en
varios factores clave: primero, el aumento de la prevalencia de trastornos digestivos
asociados al consumo de ldcteos, que afectan aproximadamente al 30% de la
poblacién adulta a nivel global (Lopez-Alonso et al., 2023); segundo, la disposicion de
consumidores de ingresos medios y altos a pagar primas de precio significativas por
productos percibidos como mas saludables; y tercero, el desarrollo de cadenas de
valor especializadas que garantizan la frazabilidad desde el hato hasta el producto

final.

Paises pioneros como Nueva Zelanda y Australia han demostrado la viabilidad de
modelos de negocio basados en la leche A2. The A2 Milk Company, lider global en
este segmento, reportd ingresos por USD 1.6 mil millones en 2023, con mdrgenes de
utilidad bruta del 52%, significativamente superiores a los de la leche convencional
(NZX, 2024). Estos resultados se han logrado mediante estrategias integradas que
combinan investigacion genética avanzada, marketing basado en ciencia vy
desarrollo de productos diferenciados. En Nueva Zelanda, por ejemplo, mds del 65%
de los hatos lecheros han sido genotipados para las variantes A1/A2, y el pais exporta
actualmente leche A2 a mds de 40 mercados internacionales con primas de precio
que oscilan entre 25-40% (DairyNZ, 2023).

El sector ldcteo ecuatoriano enfrenta desafios estructurales que limitan su
competitividad, incluyendo baja productividad (promedio de 12-15 litros/vaca/dia),

altos costos de produccion y escasa diferenciaciéon de productos. Sin embargo, esta
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situacion representa también una oportunidad para implementar estrategias de
reconversion hacia sistemas mds especializados y de mayor valor agregado. El
ganado Pardo Suizo, que representa aproximadamente el 35% del inventario lechero
nacional segun datos del MAG (2023), presenta caracteristicas genéticas

particularmente favorables para este propdsito.

Investigaciones recientes realizadas por la ESPOL y la Universidad Central del Ecuador
(Ruiz-Alvarez et al., 2024) en mds de 3000 animales distribuidos en las principales
cuencas lecheras del pais (Chimborazo, Pichincha, Tungurahua y Azuay) revelaron
que:. la frecuencia del alelo A2 en Pardo Suizo ecuatoriano es del 66.2%,
significativamente mayor que en razas especializadas como Holstein (48.5%); también
existe una correlaciéon positiva (r=0.42) entre el genotipo A2A2 y el contenido de
profeina lactea (3.4% vs 3.1% en A1A1); los animales A2A2 muestran mayor resistencia

a mastitis subclinica (recuento de células somaticas 15% menor).

Estos hallazgos sugieren que Ecuador podria posicionarse como proveedor
estratégico de leche A2 para el mercado andino, donde paises como PerU vy
Colombia han mostrado un crecimiento anual del 18% en demanda de este
producto (CAN, 2023). Adicionalmente, la adaptacion del Pardo Suizo a sistemas de
produccion en altura (2 500 - 3 500 msnm) representa una ventaja comparativa para
sistemas silvopastoriles y orgdnicos, que pueden complementar la estrategia de

diferenciacion.

Finalmente, incorporar el andlisis genético de B-caseina en programas de seleccioén
genética permitiria avanzar hacia un modelo de produccion ldctea mds eficiente,
sostenible y basado en ciencia. La genética A2 puede ser integrada con otras
caracteristicas deseables como productividad, ferfiidad vy resistencia a
enfermedades, dentro de esquemas de seleccion multi-caracteristica, tal como se
ha implementado en programas gendmicos de Europa y América del Norte (Caja
Ferndndez, 2024).
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1.4.

1.4.1.

OBJETIVOS Y PREGUNTAS DE INVESTIGACION

Objetivo General

Disenar un programa de seleccidn genética mediante la identificacion de las

variantes beta-caseina A1y A2 utilizando la técnica molecular PCR en ganado Pardo

Suizo de la hacienda El Manzano, cantdn Tulcdn.

1.4.2.

1.4.3.

Objetivos Especificos

Validar un protocolo de identificacion molecular para la deteccion de las
variantes beta-caseina Al y A2.

Determinar la frecuencia alélica de las variantes beta-caseina Al y A2 en
ganado Pardo Suizo de la hacienda El Manzano.

Disenar un programa de mejoramiento genético enfocado en la obtencion de

animales con genotipo A2A2 en la hacienda El Manzano.
Preguntas de Investigacion

2Qué medidas deben implementarse para validar un protocolo molecular
para la identificacién de las variantes beta-caseina Al y A22

sCudles son las frecuencias alélicas de las variantes beta-caseina Al y A2 en
el ganado Pardo Suizo de la hacienda El Manzano?

5Cudles son los criterios fundamentales para disenar un programa de
mejoramiento genético orientado a la obtencién de animales con genotipo
A2A2
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. FUNDAMENTACION TEORICA
2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

En esta seccidn se presentan algunos de los estudios que proporcionaron la base

tedrico-metodoldgica para el desarrollo del presente frabaijo.

Ruiz Alvarez & Salmerdn (2024) en su estudio titulado Evaluacion genética de los alelos
Al y A2 de B-caseina en cinco razas bovinas, con el objetivo de determinar la
frecuencia génica de los alelos Al y A2, asi como validar diferentes juegos de
cebadores para la técnica de PCR alelo-especifica (AS-PCR) en condiciones
ecuatorianas. Para ello, recolectaron 179 muestras sanguineas en las provincias de
Azuay, Canar y Guayas, aplicando dos esquemas de PCR y evaluando la claridad
de amplificacion de cada uno. Los resultados evidenciaron una frecuencia alélica
de 50 % tanto para A1 como para A2, con un 92 % de animales heterocigotos (A1A2).
Se concluydé que el uso del cebador BC-ASPCRI1For (854 bp) proporcioné mayor
precision, y que las poblaciones analizadas se encontraban en equilibrio de Hardy-
Weinberg, sin indicios de endogamia, lo que sugiere viabilidad para programas de

seleccion genética.

Carvajal, Levicoy & Pizarro-Ardnguiz (2023) desarrollaron la investigacion titulada
Genotyping of the beta-casein A1 and A2 variants in Chilean dairy cattle, cuyo
objetivo fue determinar la frecuencia de los genotipos ATAT, ATA2 y A2A2 en ganado
lechero de diferentes razas en el sur de Chile. Se analizaron 134 muestras de sangre
bovina utilizando la técnica de PCR alelo-especifica. Los resultados revelaron un
predominio del alelo A2 en la mayoria de las razas evaluadas, con poblaciones que
se ajustaban al equilibrio de Hardy-Weinberg, lo que indica una base genética
estable y favorable para implementar programas de seleccién orientados hacia el
genotipo A2A2. La investigacion respalda la aplicabiidad de la herramienta

molecular como estrategia para mejorar la calidad de la leche a nivel nacional.

Zuniga (2022) desarrolld la tesis titulada Determinacion de la frecuencia de los alelos
Aly A2 del gen CSN2 en bovinos de raza Holstein y bovinos criollos del departamento

de Apurimac, con el objetivo de establecer la distribucidn alélica y genotipica de los
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polimorfismos A1/A2 en dos tipos de ganado. Para ello, se aplicd la técnica de PCR-
RFLP en 320 muestras (Holstein y criollos), recolectadas en la empresa LACTEA S.A. y
zonas rurales de Apurimac. Los andlisis revelaron que en bovinos Holstein las
frecuencias genotipicas fueron 0.20 (A1A1), 0.46 (A1A2) y 0.34 (A2A2), con
frecuencias alélicas de 0.43 para Al y 0.57 para A2; mientras que en los criollos se
observaron genotipos 0.08 (AT1AT1), 0.42 (A1A2) y 0.50 (A2A2), y alélicas de 0.29 para
Al y 0.71 para A2. Ambos grupos se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg
(p<0.05), y se identificé una mayor prevalencia del genotipo A2A2 en el ganado
criollo, lo que resalta su potencial para programas de seleccion dirigidos a

incrementar la proporcidén de leche A2 en sistemas de produccion locales

Yamada, Sugimura & Kuramoto (2021) llevaron a cabo el estudio Genetic
polymorphism of bovine beta-casein gene in Japanese dairy farm herds, enfocado
en analizar la distribucion alélica de los polimorfismos A1, A2 y B del gen de la B-
caseina en vacas lecheras en Japon. El estudio utilizd 320 muestras de foliculos pilosos
extraidas de vacas Holstein, aplicando la técnica de PCR tipo Cycleave,
especializada en discriminacion alélica. Los hallazgos mostraron una frecuencia
alélica de 0.64 para A2, 0.32 para Al y 0.04 para B. El genotipo A2A2 fue el mas
prevalente (42 %), seguido de ATA2 (39 %) y ATAT (11 %). Los autores destacaron que
esta informacion genética es clave para la planificacion de estrategias de seleccion

dirigidas a mejorar la calidad proteica de la leche.

Sebastiani, C., et al. (2020) desarrollaron la investigacién Frequencies Evaluation of B-
Casein Gene Polymorphisms in Dairy Cows Reared in Cenftral Italy, con el objetivo de
evaluar la frecuencia de los alelos A1y A2 en vacas lecheras de la regidon central de
ltalia y proponer acciones de seleccion asistida por marcadores. El estudio incluyd el
andlisis genético mediante secuenciacion directa del gen CSN2 en animales de razas
Holstein y Brown Swiss. Los resultados revelaron una mayor prevalencia del alelo A2 en
comparacion con el Al, y un porcentaje considerable de individuos homocigotos
A2A2. En funcidn de estos datos, los autores sugirieron fomentar la seleccion de
individuos A2A2 para elevar la calidad nutricional de la leche sin afectar
negativamente la produccién total, destacando el potencial del genotfipado como

herramienta de mejoramiento.

Da Silva et al. (2022) realizaron la investigacion titulada Variability of the B-casein gene

polymorphism in Curraleiro Pé-Duro cattle: a geographical genetics approach, con el
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objetivo de identificar las frecuencias alélicas y genotipicas de los alelos A1y A2 del
gen CSN2 en hatos de la raza criolla Curraleiro Pé-Duro criados en Tocantins, Brasil.
Para ello, analizaron muestras sanguineas de bovinos en ocho hatos mediante
técnicas de PCR estandar, estimando frecuencias alélicas de 40 % para Al y 60%
para A2, y genoftipicas de 20% ATAT, 39 % ATA2 y 41 % A2A2. El estudio incluyd un
andlisis espacial que relaciond la prevalencia del genotipo A2A2 con caracteristicas
socioecondmicas locales, encontrando una asociacion significativa con zonas de
mayor desarrollo regional. Sin embargo, no se evidenciaron relaciones significativas
con otros indicadores como la densidad poblacional o el indice de desarrollo
humano. Estos hallazgos subrayan el potencial de esta raza criolla para programas
de mejoramiento genético orientados a aumentar la produccion de leche con B-
caseina A2, contribuyendo a la diversificacion y calidad genética en sistemas

extensivos regionales
2.2. MARCO TEORICO
2.2.1. Produccién lechera en Ecuador y América Latina

La lecheria en América Latina representa una actividad esencial para la seguridad
alimentaria, el empleo rural y la economia local. La regidn concentra
aproximadamente el 12 % de la produccién mundial de leche bovina, con mds de
81 millones de toneladas anuales. Esta produccion es generada mayoritariamente
por pequenos y medianos productores, quienes aportan hasta el 80 % del volumen
total, pero con indices de productividad muy por debajo de los estadndares
internacionales (FAO, 2023). Esta baja productividad se explica en gran medida por
la limitada tecnificacion, la informalidad en los canales de comercializacién vy la falta

de politicas publicas integrales que fortalezcan la cadena de valor lechera.

En paises como Brasil, México, Argentina y Colombia, los sistemas lecheros presentan
un mayor grado de tecnificacion y organizaciéon, con cooperativas y empresas que
han promovido estdndares de calidad, trazabilidad y certificaciones. No obstante, la
region en su conjunto aun enfrenta desafios significativos, como el acceso a
financiamiento, la asistencia técnica insuficiente y la vulnerabilidad frente al cambio
climdtico. Estos elementos limitan el potencial de crecimiento del sector, y en muchos
casos, generan desigualdades entre regiones productoras y excluyen del mercado

formal a numerosos pequenos productores (Alarcon et al., 2021).
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2.2.1.1. Produccién lechera en Ecuador: volumen y distribucion regional

En Ecuador, la producciéon lechera es una de las actividades agropecuarias mds
relevantes. En 2023, se estimd una produccidén diaria de 5.6 millones de litros de leche,
lo que representa un valor econdmico anual cercano a los USD 1400 millones,
generando empleo para mds de 1.2 millones de personas de forma directa e
indirecta (INEC, 2021). La region Sierra concentra mds del 77 % de la produccion
nacional, debido a sus condiciones agroecoldgicas favorables, tradicion ganadera
y disponibilidad de recursos hidricos. Provincias como Pichincha, Cotopaxi,
Tungurahua y Chimborazo lideran la produccién, destacdndose también por la
existencia de sistemas de pastoreo semi-intensivo y uso parcial de genética
mejorada. En este grupo se suma también la provincia de Carchi, que reporta una
produccion diaria de entre 285 074 y 400 000 litros, posiciondndose en el octavo lugar

a nivel nacional y reflejando un crecimiento sostenido en su aporte al sector.

A pesar del potencial de produccioén, el rendimiento promedio por vaca se situa entre
7.5y 8 litros por dia, cifra inferior a la observada en paises como Uruguay o Nueva
Zelanda, donde los promedios superan los 20 litros por vaca (FAO, 2023). Esto se debe
a varios factores, entre ellos la limitada difusion de razas especializadas, el manejo
empirico de los sistemas productivos, la escasa capacitacion técnica y la baja
inversion en investigaciéon y desarrollo agropecuario. En la region Costa y Amazonia,
la produccioén es aun mds limitada, con promedios de 4.3 y 5.5 litros por vaca por dig,
respectivamente (FAO & MAG, 2022).

2.2.1.2. Importancia de la produccién lechera en el contexto nacional

La lecheria ecuatoriana representa un sector estratégico para el desarrollo rural, la
nutricion nacional y la generaciéon de divisas. Con un consumo per cdpita estimado
en 114 litros por ano, aun por debajo de los 150 litros recomendados por la FAO, se
evidencia una brecha importante en términos de seguridad alimentaria (FAO, 2023).
A nivel nutricional, la leche vy sus derivados son fuente clave de calcio, proteinas de
alta calidad, vitaminas y minerales, lo que refuerza su importancia en politicas

publicas de alimentacién escolar y salud comunitaria (Tabla 1).
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Tabla 1. Composicién promedio de la leche bovina cruda

Componente Unidad Valor promedio
Agua % 87.0

Grasa % 3.9

Proteina total % 3.3

- Caseina % de proteina 80

- Proteinas del suero % de proteina 20

Lactosa % 4.8

Minerales (ceniza) % 0.7

Sélidos totales % 13.0

Solidos no grasos % 9.0

Fuente: Walstra, P., Wouters, J. T. M., & Geurts, T. J. (2019). Dairy Science and
Technology. CRC Press.

Desde el punto de vista econdmico, el sector lechero contribuye significativamente
al PIB agropecuario y se posiciona como uno de los rubros con mayor estabilidad en
el tiempo, incluso frente a crisis econdmicas o sanitarias. No obstante, persiste un alto
grado de informalidad, estimado en mds del 35 % de la produccion nacional, lo que
reduce la capacidad del Estado para monitorear la calidad del producto, garantizar
precios justos y asegurar el cumplimiento de estdndares sanitarios. Esta situacion
también limita la trazabilidad, una condicion cada vez mds demandada por los

mercados internacionales.

Asimismo, uno de los desafios mdas apremiantes del sector es la falta de valorizacion
de la leche diferenciada. Actualmente, los precios pagados al productor oscilan
enfre USD0.25 y 0.45 por litro, sin considerar criterios de calidad composicional,
genética del animal o prdacticas sostenibles. Esta ausencia de diferenciacion

desincentiva el mejoramiento continuo y limita la incorporacion de tecnologia.

Adicionalmente, existen importantes brechas de acceso a insumos, servicios
veterinarios, financiamiento y canales de comercializacion, lo cual repercute en la
calidad de la leche vy la sostenibilidad de las fincas familiares. Estos factores impiden
que muchos pequenos ganaderos puedan integrarse a cadenas formales de valor,
perpetuando ciclos de pobreza rural. La adopcidon de tecnologias genéticas vy
reproductivas constituye, por tanto, una oportunidad clave para mejorar la
eficiencia, reducir los costos de produccién y aumentar la rentabilidad del sistema

lechero nacional.

En este contexto, la ganaderia lechera no solo cumple una funciéon econdmica, sino
también social, al sostener los medios de vida de millones de familias rurales. Sin
embargo, para consolidar su aporte al desarrollo sostenible, se requiere una

transformacién estructural que incluya innovacion genética, mejora de pasturas,

26



manejo sanitario eficiente y mercados diferenciados que valoren atributos de calidad
y origen. La integracion de tecnologias como la identificacion molecular de genes
vinculados a la calidad de la leche, como la B-caseina A2, representa un paso

estratégico hacia este objetivo.
2.2.2. lLaraza Pardo Suizo

La raza bovina Pardo Suizo (Brown Swiss) es una de las mds valoradas a nivel global
por su versatilidad productiva y notable adaptabilidad a diversos ambientes.
Originaria de los Alpes suizos, esta raza ha sido seleccionada genéticamente durante
mds de un siglo para sistemas de doble propdsito, aunque en América Latina se ha
especializado principalmente en produccion lechera (Brown Swiss Association, 2023).
Su leche destaca por su excelente composicion, con rangos de 3.8-4.2% de grasa y
3.4-3.7% de proteina, caracteristicas que la hacen particularmente apta para la
elaboracién de quesos, mostrando un rendimiento 12-15% superior al de otras razas
lecheras (USDA, 2022; Bundesverband Rind und Schwein, 2023).

Mientras que en sistemas intensivos de Europa y Norteamérica alcanza producciones
de 10 000 - 12500 litros por lactancia (305 dias), en condiciones tropicales de América
Lafina su rendimiento se sitUa entre 4500 - 6200 litros, demostrando una notable
capacidad de adaptacién a climas cdlidos (Ruiz-Alvarez et al., 2023). Esta
adaptabilidad se ve reforzada por su mayor resistencia al estrés térmico en
comparacion con otras razas lecheras especializadas, manteniendo el 87% de su
produccion a temperaturas de 28°C (Gaughan et al., 2023). La combinaciéon de estos
atributos productivos y adaptativos ha consolidado al Pardo Suizo como una de las
razas bovinas mds eficientes para sistemas de produccion diversificados en distintas

regiones del mundo.

La raza Pardo Suizo (Brown Swiss) destaca por su excepcional adaptabilidad a
diversos ambientes, particularmente en regiones altoandinas (2500 - 4000 msnm),
donde combina alta productividad con notable rusticidad. Estudios recientes
demuestran que sus caracteristicas fisioldgicas Unicas - incluyendo piel pigmentada
(23% menor reflectividad solar que Holstein), alta densidad capilar (1200 pelos/cm?) y
eficiente termorregulacion (solo +0.5°C en temperatura rectal bajo estrés térmico vs
+1.8°C en Holstein) - le permiten mantener produccion estable en rangos de -5°C a
28°C (Ruiz-Alvarez et al., 2023; Gaughan et al., 2022). Esta adaptabiidad se
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complementa con: (1) superior eficiencia en pastoreo (12-15% mayor conversion de
forraje en sistemas extensivos), (2) estructura ésea robusta (18% mayor densidad
cortical para terrenos abruptos), y (3) docilidad excepcional que reduce estrés
durante ordeno (Bundesverband Rind und Schwein, 2023; Villacis et al., 2022).
Econdmicamente, su longevidad productiva (4.2 lactancias vs 2.8 en razas
especializadas), baja incidencia de distocias (8.3%) e intervalos entre partos
consistentes (395+21 dias) reducen costos de reposicidon en 30-40%, ofreciendo
ventajas Unicas para productores en topografias desafiantes (Brown Swiss Association,
2023; INIAP, 2023; FAO, 2022).

2.2.3. Mejoramiento genético en la ganaderia lechera

El mejoramiento genético bovino en Ecuador presenta un desarrollo
significativamente mds lento que en paises lideres de la regidn como Brasil y
Colombia, donde la adopcidon de tecnologias reproductivas es 3-4 veces mayor
(FAO, 2022). Las principales barreras identificadas incluyen: (1) sistemas de registros
genealdgicosincompletos (solo el 15% del hato nacional estd registrado, segun MAG,
2023), (2) déficit de especialistas en genética animal (1 técnico por cada 500
productores vs. 1:100 en Chile, IICA, 2022), y (3) acceso limitado a herramientas
gendmicas (Unicamente 2 laboratorios ofrecen servicios de genotipado a nivel
nacional, INIAP, 2023). Sin embargo, en las provincias de Chimborazo y Pichincha,
cooperativas como PROMELEC han logrado incrementos del 18-22% en produccion
ldctea mediante programas estructurados que combinan: inseminacién artificial con
semen de toros probados (85% de origen europeo), registro sistemdtico de lactancias
y seleccion basada en DEPs (Villacis et al., 2021; Ruiz-Alvarez, 2023). Estos casos
demuestran que, con asistencia técnica especializada y acceso a germoplasma

mejorado, es posible superar las brechas tecnoldgicas del sector.

En el contexto de la mejora genética bovina, la identificacion de genes asociados a
la calidad de la leche -particularmente el gen CSN2 que codifica la p-caseina- ha
adquirido especial relevancia. Estudios recientes confirman que la variante A2 de este
gen estd asociada con una mejor digestibilidad y reduccidon de sinfomas
gastrointestinales en consumidores sensibles, disminuyendo la aparicion de molestias
digestivas en un 32% comparado con la variante Al (Trinchese et al., 2022; Caroli et
al., 2023). La deteccidon de este alelo mediante técnicas moleculares como la PCR

alelo-especifica (con una precision del 98.5%) permite la seleccidn de animales
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homocigotos A2A2, facilitando el desarrollo de hatos con producciéon lactea
diferenciada (Gonzdlez et al., 2023). Esta estrategia no solo responde a demandas de
salud humana, sino que representa una oportunidad comercial significativa,
permitiendo primas de precio entre 20-35% en mercados especializados (Dairy
Global, 2023). La implementacién de programas de seleccidn genética para el alelo
A2, integrada con caracteristicas productivas y reproductivas, emerge, asi como un

enfoque sostenible para agregar valor a la cadena lactea.
2.23.1. Caracterizacion de laleche A1y A2

La leche bovina contiene un perfil proteico complejo donde las caseinas representan
aproximadamente el 80% del total, siendo la B-caseina la segunda mds abundante
con un 30% del contenido proteico total (Farrell et al., 2023). Esta proteina presenta
variantes genéticas polimdrficas, destacdndose las variantes A1y A2 como las mds
relevantes desde el punto de vista funcional y de salud. La diferencia fundamental
entre estas variantes radica en una sustituciéon puntual de citosina por adenina en la
posicion 200 del gen CSN2 (rs109625649), lo que resulta en el cambio del aminodcido
67 de prolina (A2) a histidina (A1) (Caroli et al., 2023). Esta modificacion estructural
aparentemente menor altera significativamente la hidrdlisis enzimdatica de la proteina
durante la digestion: mientras la B-caseina A2 se degrada completamente, la
variante Al libera el péptido bioactivo p-casomorfina-7 (BCM-7) en el fracto digestivo
(Trinchese et al., 2022). Este hallazgo ha impulsado numerosas investigaciones sobre
los posibles efectos diferenciales en la salud humana, particularmente en relacién
con la digestibilidad y procesos inflamatorios intestinales (European Food Safety
Authority [EFSA], 2022; Dairy Global, 2023).

Durante la digestion de la leche que contiene B-caseina Al, la sustitucion de prolina
por histidina en la posicion 67 permite la liberacion del péptido bioactivo B-
casomorfina-7 (BCM-7) mediante la accidon de enzimas digestivas (Trinchese et al.,
2022). Estudios in vitro y en modelos animales han demostrado que BCM-7 puede: (1)
aumentar la permeabilidad intestinal en un 40% mediante la regulacion negativa de
las proteinas de unidn estrecha (ZO-1 y ocludina), (2) inducir la produccidon de
citoquinas proinflamatorias (IL-6, TNF-a) en concentraciones 210 nM, y (3) modular la
actividad de linfocitos T en individuos con predisposicion genética (Caroli et al., 2023;
European Food Safety Authority [EFSA], 2022).
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Sin embargo, la evidencia clinica en humanos sigue siendo limitada y contfrovertida,
con metaandilisis recientes que no encuentran asociacion concluyente con diabetes
tipo 1 u otros trastornos autoinmunes (Bordoni et al., 2023). En confraste, la variante A2
-al mantener la prolina en posicion 67- no libera BCM-7 durante la digestion,
mostrando en estudios comparativos un 68% menor incidencia de sintomas
gastrointestinales en consumidores sensibles (Dairy Global, 2023). Esta diferencia
bioquimica, junto con estrategias de marketing efectivas, ha impulsado el
crecimiento anual del mercado de leche A2 en un 15-20%, aungue la comunidad
cientifica sigue debatiendo la magnitud real de sus beneficios para la poblacion

general (Food and Agriculture Organization [FAQO], 2023).

La caracterizacion gendmica de estas variantes se realiza mediante la identificacion
de polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) en el exdn 7 del gen CSN2. La técnica
mds comunmente empleada es la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR),
seguida de restriccion enzimdtica (PCR-RFLP), aunque también se utilizan técnicas
mds avanzadas como la PCR en tiempo real o la secuenciacion directa. Estas
pruebas permiten determinar si un animal es homocigoto A2A2, homocigoto ATAT o
heterocigoto A1A2 (Kumar et al., 2020). Esta informacion es crucial para establecer
programas de seleccidn genética, ya que al cruzar animales A2A2 se puede
mantener una descendencia con el mismo perfil genético, garantizando leche libre

de B-caseina Al.

Con ello, desde un enfoque productivo, no se han encontfrado diferencias
significativas en la cantidad total de leche, grasa o proteina entre vacas ATAT, ATA2
y A2A2, lo que indica que la seleccion por alelos A2 no compromete la eficiencia
productiva (Miluchovd, M. etal., 2024). Esto fortalece el argumento para
implementar programas de seleccion sin temor a disminuir el rendimiento, al tiempo
que se accede a mercados diferenciados. En paises como Australia, Nueva Zelanda,
India y China ya se comercializa ampliomente leche etiquetada como "A2 Milk", con
un valor agregado de hasta un 30 % superior al de la leche convencional (Zhou et al.,
2021). Estas experiencias han motivado iniciativas similares en América Lating,

incluyendo estudios en Brasil, Pery y recientemente Ecuador.

Asimismo, considerando un aspecto gendmico, la identificacion del alelo A2 se
intfegra cada vez mds en estrategias de mejoramiento animal orientadas a la salud y

sostenibilidad. Su inclusidn en programas de seleccidn asistida por marcadores (MAS)
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permite tomar decisiones reproductivas mds precisas y rédpidas, acortando los ciclos
generacionales (Soma et al., 2021; Miluchova et al., 2024). Bajo este contexto, el uso
de tecnologias accesibles como la PCR convencional representa una herramienta
eficaz para paises en desarrollo, facilitando el ingreso al mercado de leche
diferenciada sin requerir grandes inversiones en infraestructura molecular (Kumar et
al., 2020). Por lo tanto, la caracterizacion de la B-caseina no solo cumple una funcién
cientifica, sino también econdmica y estratégica para los productores que buscan
mayor competitividad en el mercado ldcteo, especialmente frente a consumidores

que valoran los atributos funcionales de la leche A2 (Zhou et al., 2021).
223.2. Polimorfismos en el ADN

La deteccién de polimorfismos en el ADN es una herramienta fundamental en la
biotecnologia moderna y constituye la base de los programas de mejoramiento
genético asistido por marcadores moleculares. Un polimorfismo se define como una
variacién en la secuencia del ADN entre individuos de una misma especie, que
puede implicar la sustitucidn, insercion o delecidén de uno o mds nucledtidos. Estas
variaciones, conocidas como polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs),
microsatélites o indels, pueden tener implicaciones funcionales sobre la expresion
génica vy las caracteristicas fenotipicas, o simplemente servir como marcadores

vinculados a genes de interés (Gonzdlez-Recio, O., Coffey, M. P., & Pryce, J. E. 2014).

En el dmbito de la produccién boving, los polimorfismos se utilizan para identificar
alelos asociados a rasgos productivos como el rendimiento lechero, la calidad de la
leche, la eficiencia reproductiva o la resistencia a enfermedades. Su deteccion
permite optimizar los programas de seleccidn genética, mediante la selecciéon de
animales portadores de variantes favorables. Por ejemplo, el andlisis del gen CSN2
permite identificar las variantes A1 y A2 de la B-caseina, las cuales se diferencian por
un solo nucledtido en el exdn 7. Esta pequena diferencia origina un cambio en la
estructura de la proteina, con implicaciones tanto para la salud humana como para

el valor comercial de la leche (Miluchovd et al., 2024).

Para la deteccidn de estos polimorfismos, se emplean diversas técnicas moleculares
entre las cuales destacan la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR), los
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccidon (RFLP), y los andilisis de

secuenciacion directa. La PCR permite amplificar fragmentos especificos del ADN vy,
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combinada con enzimas de restriccion (PCR-RFLP), permite diferenciar alelos
mediante patrones de corte Unicos. Esta técnica es ampliamente usada por su

sencillez, bajo costo y eficacia en estudios de genotipificacion (Kumar et al., 2020).

Otras metodologias avanzadas incluyen la PCR en tiempo real (QPCR), lareaccién en
cadena por polimerasa alelo especifica (ARMS-PCR) y tecnologias de secuenciacion
de nueva generacion (NGS), que permiten detectar multiples polimorfismos
simultdneamente. Sin embargo, estas Ultimas requieren infraestructura vy
conocimientos técnicos mdas avanzados, lo que limita su aplicacién inmediata en
muchos contextos productivos rurales. Por esta razén, la PCR convencional y la PCR-
RFLP siguen siendo las mds utilizadas en paises en desarrollo para la deteccién de

polimorfismos ligados a caracteristicas productivas en bovinos (Da Silva et al., 2022).

La informacién obtenida a partir de la deteccidon de polimorfismos puede ser
infegrada en sistemas de seleccion asistida por marcadores (MAS), los cuales
permiten tomar decisiones reproductivas informadas desde etapas tempranas de la
vida del animal. Esto acorta los ciclos de seleccion, mejora la precision de los
programas genéticos y permite consolidar hatos con mayor valor genético. En el caso
de la leche A2, por ejemplo, seleccionar animales portadores del alelo A2A2 puede
garantizar una produccién diferenciada desde el punto de vista nutricional y
comercial, lo cual representa una ventaja competitiva significativa en mercados

especializados (Zhou et al., 2021).

Por tanto, la deteccion de polimorfismos en el ADN no solo constituye una
herramienta clave en la investigacion genética, sino que también ofrece soluciones
prdcticas para mejorar la rentabilidad, la sostenibilidad y la competitividad de los

sistemas ganaderos modernos.

2.23.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa PCR para identificacion de
alelos A1y A2

La prueba de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) ha
revolucionado el andlisis genético en animales de produccion, y su aplicaciéon en la
identificaciéon de alelos de B-caseina Al y A2 en bovinos se ha consolidado como
una herramienta clave en los programas de mejoramiento genético. Esta técnica

permite amplificar regiones especificas del ADN, en este caso el exdn 7 del gen CSN2,
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donde se encuentra el polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) que diferencia a las
variantes Al (adenina) y A2 (citosina). Una vez amplificado el fragmento de interés,
se utilizan enzimas de restriccion o sondas especificas para distinguir los genotipos
ATA1, ATA2 y A2A2 (Kumar et al., 2020).

El uso de PCR en estudios de marcadores moleculares permite tomar decisiones
reproductivas mas eficientes. En programas de seleccion asistida por marcadores
(MAS), la identificacion temprana de genotipos deseables como A2A2 posibilita la
seleccion de reproductores de alto valor genético y la eliminacion progresiva de
alelos menos favorables. Ademds, la PCR es una técnica sensible, rdpida vy
relativamente accesible para laboratorios regionales, lo que permite su
implementacidon en contextos rurales o en programas piloto de innovacién genética
(Soma et al., 2021).

Por ende, diversos estudios en América Latina han demostrado la efectividad de esta
metodologia. Por ejemplo, en PerU y Brasil se han implementado andlisis de PCR-RFLP
en poblaciones de Holstein y razas criollas, lo que ha permitido establecer frecuencias
alélicas y genotipicas, disenar estrategias de apareamiento y consolidar bancos
geneticos de animales A2A2 (Zuniga, 2022; Da Silva et al., 2023). En Ecuador, aunque
el uso de esta herramienta adn es incipiente, algunas universidades y laboratorios
privados han comenzado a desarrollar protocolos especificos para razas como Pardo

Suizo, Jersey y Brown Swiss, en zonas lecheras como la Sierra Norte.

Es asi como, desde una perspectiva prdctica, la adopcién de la PCR no solo aporta
precision en la seleccién de animales, sino que también facilita la trazabilidad
genética y la certificacion de leche A2, lo cual es fundamental para acceder a
mercados diferenciados (Da Silva et al.,, 2023; Zuniga, 2022). La capacidad de
documentar la genética del hato es cada vez mds valorada en las cadenas
agroalimentarias, especialmente aquellas orientadas a consumidores preocupados

por la salud, la sostenibilidad y la calidad del producto final (Zhou et al., 2021).

Por ello, la PCR representa no solo una herramienta cientifica, sino también un recurso
estratégico para el desarrollo competitivo del sector lechero ecuatoriano vy
latinoamericano, al ofrecer ventajas comparativas en mercados donde los
consumidores estdn dispuestos a pagar mds por productos certificados como A2. Esto

abre nuevas posibilidades para el desarrollo rural y la innovacion tecnoldgica en la

33



ganaderia de leche, particularmente en paises en desarrollo que buscan
posicionarse dentro del comercio global con productos ldcteos diferenciados (Kumar
et al., 2020).

Finalmente, es importante destacar que el éxito de cualquier programa genético
depende de una adecuada articulacion entre los actores del sistema: productores,
técnicos, laboratorios, universidades y organismos estatales. Esto permitiia a los
productores seleccionar animales portadores del alelo A2A2, cuya leche ha
demostrado ser mejor tolerada por ciertos grupos humanos, y cuyo valor en el
mercado internacional tiende al alza. Con una estrategia integral que combine
genética, manejo y mercado, el Pardo Suizo puede consolidarse como una de las
razas mdas competitivas en la transicion hacia una produccion lechera de calidad y

valor agregado en el Ecuador.
2.23.4. Marcadores Moleculares

Los marcadores moleculares son secuencias especificas de ADN localizadas en
regiones conocidas del genoma, cuya presencia estd asociada con determinados
rasgos fenotipicos de interés, como la produccién de leche, contenido de proteina,
resistencia a enfermedades o tolerancia ambiental. Estos marcadores no
necesariamente codifican directamente el rasgo deseado, pero estdn ligados a
genes funcionales, por lo que su deteccidn permite inferir la presencia o ausencia de
variantes genéticas beneficiosas (Goddard & Hayes, 2009). De esta manera, los
marcadores actian como herramientas indirectas para seleccionar individuos
genéticamente superiores, facilitando procesos de mejoramiento asistido por

marcadores (MAS).

Para identificar estos marcadores con alta precision, es necesario emplear técnicas
moleculares sensibles, capaces de detectar pequenas variaciones en el ADN, como
los polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) y los polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP). Estas metodologias se combinan con la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa (PCR), que permite amplificar regiones especificas del
genoma, incluso a partir de muestras minimas de ADN, como foliculos pilosos, mucosa
bucal o sangre. La técnica PCR-RFLP es especialmente Util en estudios de
genotipificacion, ya que permite discriminar alelos con base en su patrén de corte

por enzimas de restriccion, como se ha aplicado exitosamente en el andlisis de genes
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relacionados con proteinas Idcteas como CSN2 (R-caseina) y CSN3 (k-caseinq)
(Miluchova et al., 2024).

La principal ventaja de estas técnicas es que no dependen del sexo, edad o estado
fisioldgico del animal, lo que permite realizar evaluaciones genéticas en etapas
tempranas de vida, antes incluso de que el animal enfre en produccion. Esto facilita
la planificacion de programas de seleccion mas eficientes, reduciendo tiempos y
costos en la mejora del hato. En el caso de la industria Idctea, la genotipificacion de
animales portadores del alelo A2A2 del gen CSN2 permite consolidar hatos
productores de leche A2, que presenta ventajas desde el punto de vista de la salud
humana y abre nuevas oportunidades comerciales (Kumar et al., 2020; Zhou et al.,
2021).

Estas herramientas moleculares han revolucionado la seleccién genética tradicional
al incorporar una dimensidon predictiva, permitiendo a los productores y técnicos
tomar decisiones mds informadas y precisas. En paises en desarrollo, como Ecuador,
la implementacion de estas técnicas puede marcar un punto de inflexion en la
eficiencia productiva y la competitividad, particularmente en zonas lecheras donde
se busca agregar valor a través de atributos funcionales de la leche. El acceso a
laboratorios locales, la formacion técnica y la disponibilidad de protocolos
estandarizados permitirdn una adopcidon progresiva y sostenible de estas

herramientas en el contexto de la ganaderia tropical y andina.
2.2.3.5. Técnica SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism)

La técnica Single-Strand Conformation Polymorphism (SSCP) es un método molecular
que permite detectar variaciones en la secuencia de ADN mediante la observacion
de diferencias en la movilidad electroforética de cadenas simples de ADN con
conformaciones tridimensionales especificas. Al desnaturalizar el ADN doble cadena
y separar las hebras simples, cada fragmento adopta una estructura Unica
dependiendo de su secuencia, lo que se traduce en diferentes patrones de

migracion en un gel poliacrilamida no desnaturalizante (Zhou et al., 2021).

Por ende, SSCP es una herramienta valiosa para la deteccién de polimorfismos de un
solo nucledtido (SNP) y otras mutaciones puntuales en estudios genéticos de ganado

debido a su alta sensibilidad, bajo costo y simplicidad técnica. Esto la hace
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especialmente Util en laboratorios con recursos limitados que trabajan en el
mejoramiento genético de especies como el ganado bovino (Liang et al., 2021). Esta
técnica ha sido utilizada con éxito para identificar variantes funcionales en genes
asociados a la produccién Idctea y caracteristicas productivas, incluyendo genes de

B-caseina en vacas (Singh et al., 2022).

No obstante, la técnica SSCP tiene limitaciones inherentes, como la posibilidad de no
detectar todas las variantes genéticas y su sensibilidad que depende del tamano y
secuencia del fragmento analizado. Por ello, SSCP se usa frecuentemente en
combinacion con técnicas como PCR-RFLP o secuenciacion directa para confirmar

resultados y garantizar la precision en la genotipificaciéon (Garcia et al., 2023).

En conclusidon, la SSCP sigue siendo una herramienta prdctica y efectiva en
programas de mejoramiento genético asistido, facilitando la deteccién répida de
polimorfismos importantes para la seleccidn de animales con caracteristicas
genéticas deseables, particularmente en regiones donde la infraestructura avanzada

para secuenciacion es limitada (Martinez et al., 2023).
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.  METODOLOGIA
3.1. ENFOQUE METODOLOGICO
3.1.1. Enfoque

La presente investigacion adopta un enfoque metodolégico mixto, infegrando
componentes cualitativos y cuantitativos con el fin de abordar de manera integral la
caracterizacion genética del ganado bovino. El componente cuadlitativo se
fundamenta en la identificaciéon de los alelos A1 y A2 del gen de la R-caseina
mediante la aplicacién de la técnica molecular de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR), lo cual permite describir y comprender las variantes genéticas
presentes en la poblacidén estudiada. Paralelamente, el enfoque cuantitativo se
manifiesta en el andlisis estadistico de los datos genotipicos obtenidos, lo que
posibilita determinar la frecuencia alélica y genotipica dentro del hato, aportando
cifras precisas que facilitan la interpretacion poblacional del rasgo, la combinacién
de ambos enfoques metodoldgicos proporciona una visidon holistica y rigurosa del

problema investigado (Creswell & Plano Clark, 2018).
3.1.2. Tipo de Investigacién

Para el desarrollo del presente trabajo se emplearon los siguientes fipos de

investigacion:

e De campo y laboratorio: También, se trata de una investigacion de campo,
porgue involucra la recoleccion directa de muestras bioldgicas en la unidad
productiva (Hacienda El Manzano), y de laboratorio, por el uso de técnicas de
biologia molecular como PCR y andlisis de electroforesis, necesarias para la

identificacion de los genotipos.
3.2. IDEA A DEFENDER

La identificacion de la frecuencia alélica (A1 — A2) del gen CSN2 (B-caseina), permite
elaborar un plan de mejoramiento genético del ganado Pardo Suizo de la Hacienda

El Manzano
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3.3.

DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Variable independiente: La Raza pardo suizo, Alelos Al- A2

Variable dependiente: Frecuencia genética

En la Tabla 2 se detalla la operacionalizaciéon de las variables, incluyendo las

dimensiones, indicadores, técnicas e instrumentos utilizados para identificar los alelos

B-caseina Al y A2 en el ganado Pardo Suizo.

Tabla 2. Operacionalizacion de las variables

Variable

Dimensidn

Indicadores

Técnicas

Instrumentos

VI: Raza
Pardo Suizo

VI:
Presencia
de alelos

Aly A2

VD:
Frecuencia
genética:

El Pardo Suizo es una raza
bovina lechera de origen
alpino, reconocida por su
rusticidad, longevidad y
alta produccién de leche
con elevado contenido de
sélidos. Es valorada por su
adaptabilidad a diversos
climas y sistemas de
produccion.

Los alelos A1y A2 son
variantes del gen CSN2
que codifica la p-caseina
de la leche bovina. Se
diferencian por un cambio
en el aminodcido 67
(prolina en A2, histidina en
Al), lo que afecta su
digestion vy liberacion de
péptidos bioactivos
(Trinchese et al., 2022).

Amplificacién mediante
PCR en punto finaly
andlisis por electroforesis
en gel de agarosa para la
identificacién de los
polimorfismos del gen Csn2

El principio de Hardy-
Weinberg (H-W) es un
modelo tedrico
fundamental en genética
de poblaciones. Establece
que, en una poblacion de
tamano infinito, las
frecuencias alélicas y
genotipicas
permanecerdn constantes

Raza Pardo Suizo

Alelos ATy A2

Presencia de
bandas
especificas
correspondientes
alalelo Aly A2
(en pb)

ATA1: Fragmentos

de 213 pby 38 pb.

A1A2: Fragmentos
de 251 pb, 213 pb
y 38 pb. (el
fragmento de 38
pb no se puede
ver en el gel)

A2A2: Fragmento
Unico de 251 pb

Frecuencia
genotipica
esperada bajo H-
W (p?% 2pa. o).

Diferencia enfre
observado (O) y
esperado (E) por
genotipo (O-E).

Observaciéon

Observaciéon

Observaciéon

Color: Su pelaje

grisdceo a marrény

temperamento
décil la distinguen.

Resultados PCR
Kit de extraccion
de ADN,
termociclador,
cebadores, gel de
agarosa, cdmara
de electroforesis,
fransiluminador
PRIMER-FWD
PRIMER-REV

Tag-1

Férmulas

Programa
estadistico

Computador
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alo largo de las
generaciones.

La prueba de Ji-cuadrado
(x?) es una herramienta
estadistica utilizada para
confrastar los valores
observados de una
variable categdrica con
los valores esperados bajo

Proporciéon
relativa (%) de
cada genotipo en
la poblacién.

Distribucién total
de genotipos
respecto al
tamano de
muesfra (n).

una hipotesis tedrica.

3.4. METODOS UTILIZADOS

3.4.1. Ubicacion geogrdfica. -

La presente investigacioén se llevd a cabo en el laboratorio de Diagndstico Veterinario

de la Universidad Politécnica del Carchi, en el cantdn Tulcdn, Provincia del Carchi.

MAPA DE UBICACION DEL PREDIO DOLORES CADENA E HIJOS CON RESPECTO A
BOSQUES PROTECTORES YAREAS PANE
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Figura 1. Mapa de ubicacion del predio en estudio con respecto al PAN y Bosques y
Vegetacion Protectora MAE.

Los animales en estudio fueron proporcionados de la Hacienda El Manzano, predio
de la senora Dolores Cadena e hijos con una extensién de 116,80Has, ubicada en la
provincia del Carchi, cantdn Tulcdn, parroquia Tulcdn, especificamente en el sector
El Manzano, en las coordenadas 85893N y 192672E zona geogrdfica UTM WGS84 18
NORTE., una zona rural caracterizada por su actividad agropecuaria, especialmente
orientada a la producciéon lechera. El clima de la zona es templado-frio de altitud,

con temperaturas promedio que oscilan entre los 8°C y 14°C, condiciones que
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favorecen el desarrollo de pasturas y la adaptacion de razas bovinas de doble
propdsito. Esta regidon forma parte de la zona altoandina ecuatoriana, con altitudes
gque superan los 2.800 m s. n. m., y es reconocida por su importante contriobucién a la
produccion de leche a nivel nacional. El predio se encuentra ubicado a 7 km en linea
recta del Parque nacional El Angel, a 17 km en linea recta del Bosque Protector
Hondon Chamizo y a 27 km en linea recta del Bosque Protector Lomas Corazon y

Bretana.
3.4.2. Poblacion de estudio

La poblacion de estudio estuvo conformada por 250 bovinos de raza Pardo Suizo,
pertenecientes a la Hacienda El Manzano, ubicada en el cantén Tulcdn, provincia
del Carchi. La seleccidon de los individuos se realizd de manera no probabilistica e
infencionada, considerando como Unico criterio que los animales pertenecieran a la
raza objetivo y formaran parte activa del hato productivo. Dado que se frata de un
estudio de cardcter gendmico, no se aplicaron restricciones relacionadas con la
edad o estado fisiolégico de los ejemplares, ya que la determinacion de variantes
alélicas del gen CSN2 (B-caseina) no depende de estos factores, y puede efectuarse

con muestras obtenidas en cualquier etapa de vida del animal (Zhou et al., 2021).
3.5. PROCEDIMIENTO
3.5.1. Manejo de la Investigacion
3.5.1.1. Toma de muestras

Se recolectaron muestras bioldgicas de sangre de 250 bovinos de la raza Pardo Suizo,
pertenecientes a la Hacienda El Manzano, las muestras fueron tomadas por puncion
en la vena vena coccigea, siguiendo protocolos de bioseguridad y bienestar animal.
Se utilizaron tubos Vacutainer® con EDTA (dcido etilendiaminotetraacético) como
anticoagulante, garantizando la preservacion del ADN gendmico. Una vez
recolectadas, las muestras fueron etfiquetadas y almacenadas inmediatamente en
condiciones de congelacién a -20°C, hasta su posterior procesamiento en el

laboratorio para la extraccién de ADN.
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3.5.1.2. Identificacion de controles.

Para el andlisis genético, se implementd un muestreo aleatorio estratificado que
incluyd 10 bovinos de la poblacién total evaluada en la hacienda El Manzano. Las
muestras fueron transportadas y enviadas en condiciones controladas al “Laboratorio
de Biologia y Genética molecular” para su andlisis gendmico. De esos resultados se
selecciond 2 casos representativos (Anexo 3 y 4) con esto se logré obtener los

controles que sirvieron para validar los protocolos aplicados en esta investigacion.
3.5.1.3. Fase de laboratorio:

3.5.1.3.1. Protocolo de purificacion del ADN genémico de sangre de

mamiferos

e La extraccion de ADN gendmico se realizd utilizando el kit Thermo Scientific
GeneJET Genomic DNA Purification Kit (#K0721), siguiendo las instrucciones del
fabricante. A continuacion, se detallan los pasos ejecutados en laboratorio:

e A 200 L de sangre entera se le anadieron 400 pL de solucién de lisis y 20 uL de
soluciéon de proteinasa K, mezclando vigorosamente mediante agitacion en
vortex o pipeteo para asegurar una suspension homogénea. La mezcla fue
incubada a 56°C durante 10 minutos, con agitacién ocasional, hasta
completar la lisis celular.

* Posteriormente, se agregaron 200 yL de etanol (96-100%), mezclando
nuevamente por vortex. El lisado resultante fue transferido a una columna de
purificacion GenelET acoplada a un tubo de recolecciéon. La muestra se
centrifugd a 6000 g durante 1 minuto, descartando el flujo y reutilizando una
nueva unidad de recolecciéon de 2 mL.

e Se continud con la fase de lavado, anadiendo 500 plL de tampdn de lavado |
(con etanol), centrifugando durante 1 minuto a 8000 g. Posteriormente, se
incorporaron 500 yL de tampdn de lavado Il (con etanol), realizando una
cenftrifugacion a 212000 g durante 3 minutos.

e Para la elucién, se aplicaron 200 uL del tampdn de elucidn en el centro de la
membrana de la columna, se incubd a temperatura ambiente por 2 minutos y
se centrifugd durante 1 minuto a 8000 g. EI ADN purificado fue recolectado y

almacenado a -20 °C hasta su posterior uso en andlisis moleculares.
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e Este protocolo permite obtener ADN de alta calidad, adecuado para
aplicaciones como PCR y genotipificaciéon (Thermo Scientific GenelET
Genomic DNA Purification Kit #K0721, 2016).

3.5.1.3.2. Montaje PCR

Con los controles establecidos, se procedidé a la extraccion del ADN de las muestras
de los animales que presentaban los alelos buscados (Al y A2), mediante el kit de
extracciéon Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit (#K0721), para la

validacion se aplicd una gradiente de temperatura de 60 a 70°C.

La genotipificacion del gen de la B-caseina (CSN2) se llevd a cabo mediante la
técnica de PCR en punto final, la cual permite amplificar una regién especifica del
ADN en la que se encuentran los polimorfismos que diferencian los alelos A1y A2. Este
método se fundamenta en la amplificacion de fragmentos especificos mediante
cebadores disenados para flanquear la mutaciéon puntual en el exdn 7 del gen CSN2,
que resulta en una sustitucion de aminodcido (prolina - histidina) y define las variantes
Al y A2 (Kumar et al., 2020; Djedovic¢ et al., 2023). Para la implementacion de la

prueba PCR se utilizé los siguientes reactivos (Tabla 3)

Tabla 3. Composicion utilizada en la mezcla para amplificacion por PCR

Producto Descripcion Cantidad
(L)
Es una mezcla lista para usar que contiene los componentes 12.5

esenciales para una PCR. Se utiliza para simplificar el proceso de
Mastermix de preparaciéon, garantizando consistencia y reduciendo errores en el
la casa ABM pipeteo.

Primer CSN2-R Secuencia: 0.5
R/5'GAGTCGACTGCAGATITTCAACATCAGTGAGAGTICAGGCCCTG-
3

Primer CSN2-F Secuencia: 0.5

F/5'CCTGCAGAATICTAGTICTATCCCTICCCTIGGGCCCATCG-3'

Lien et al. (1992)

Agua El agua libre de nucleasas en la mezcla de PCR cumple fres roles 6.5
esenciales: Ajusta el volumen final para mantener concentraciones
6ptimas de reactivos; equilibra la fuerza idnica del buffer y, evita
contaminacién al estar libre de nucleasas, iones pesados vy
microorganismos.
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ADN

El ADN es el sustrato fundamental que aporta la secuencia de 5.0
referencia que serd replicada exponencialmente durante los ciclos

térmicos, permitiendo el andlisis de genotipos en poblaciones de

ganado bovino.

‘ Graident Calculator

60.0

60.9 61.8 62.7 63.6 64.5 65.5 66.4 67.3 68.2 69.1 70.0

Figura 2. Gradiente de temperatura utilizada en la PCR

La amplificacion se realizdé en un termociclador de gradiente, con el siguiente

programa térmico:

Desnaturalizaciéon inicial a 95°C por 5 minutos, esto permite asegurar la
completa separaciéon de las dos hebras de ADN molde al inicio de la reaccion.
30 ciclos de:

94°C por 60 segundos (desnaturalizacion), en cada ciclo permite separar
nuevamente las cadenas de ADN para que cada hebra quede disponible
como molde. Es una repeticion breve de la desnaturalizacion inicial, necesaria
para mantener el ADN en estado monocatenario antes de que se unan los
cebadores;

64 °C por 60 segundos (alineamiento), tiene como objetivo permitir que los
cebadores (primers) se unan de manera especifica y complementaria a las
regiones flanqueantes de la secuencia objetivo. La temperatura de este paso
depende de la composicidon de los primers;

72 °C por 60 segundos (extension), aqui el ADN polimerasa termoestable (Tagl)
sinfefiza una nueva cadena de ADN, anadiendo nucledtidos en direccion 5'-
3’, usando como guia la hebra molde y desde el sitio donde se unio el
cebador. La temperatura de 72 °C es 6ptima para la actividad de la Taqgl
polimerasa, asegurando una copia eficiente y precisa.

Extension final a 72 °C por 10 minutos, su propdsito es completar la sintesis de
cualguier cadena parcial que no se haya terminado en los ciclos previos. Este
paso asegura que todas las moléculas de ADN amplificadas queden en su

longitud completa, listas para posteriores andlisis (electroforesis)
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e Findlizacién a 12°C, su objetivo es mantener los productos de PCR a baja
temperatura de manera segura hasta su andlisis posterior. Esta etapa no activa
la polimerasa ni altera el ADN, sino que congela temporalmente la reacciéon
en condiciones estables, evitando degradacion y permitiendo manipular la

muestra.

& Open Protocol

Preview

Folders

Edit Delete

Figura 3. Programa térmico de la PCR

3.5.1.3.3. PCR-RFLP

Para la deteccion del polimorfismo C>T en el exdn 7 del gen CSN2, asociado con las
variantes A1y A2 de la B-caseina, se empled la técnica de PCR-RFLP (Polymorphism
of Restriction Fragment Length using Artificial Created Restriction Site - ACRS). Se
disend la amplificacion de un fragmento de 251 pb del exdn 7 del gen CSN2 mediante

cebadores especificos reportados en literatura reciente (Sahin y Boztepe (2022).

Los productos de la PCR fueron digeridos con 0.6 U de enzima de restriccion Tag 1 en
un volumen final de 20 uL, utilizando la enzima FastDigest™ (Thermo Scientific). La
digestion se llevd a cabo bajo condiciones 6ptimas para revelar los fragmentos
correspondientes a los alelos A1y A2. La composicion de la solucion para realizar el
PCR-RFLP se observa en la Tabla 4.
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Tabla 4. Composicion utilizada en PCR-RFLP

Productos Descripcién Cantidad (pL)

Agua

El agua libre de nucleasas en la 68
mezcla de PCR cumple tres roles

esenciales: Ajusta el volumen final

para mantener concentraciones

6ptimas de reactivos; equilibra la

fuerza idnica del buffer y, evita

contaminacion al estar libre de

nucleasas, iones pesados vy
microorganismaos.

Buffer TBE 0.5X Es una solucion diluida del buffer 8

Taqgl

TBE (Tris-Borato-EDTA)  estdndar,
ampliamente utilizado en
electroforesis de acidos nucleicos.

La Tagl es una endonucleasa de 1
restriccion  tipo Il aislada de

Thermus aquaticus que corta
especificamente la secuencia 5'-

TICGA-3, generando extremos

cohesivos.

Taq polimerasa (Taql): es una ADN polimerasa termoestable que permite la
amplificacion de secuencias especificas de ADN mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). Su estabilidad a altas temperaturas (hasta
95°C) la hace ideal para soportar los ciclos térmicos repetidos de
desnaturalizacion sin perder actividad enzimdtica (Khehra, 2023). La
desnaturalizacion inicial a 65°C durante 5 minutos se realiza para asegurar la
completa separacion de las hebras de ADN molde, especialmente en
muestras con alto contenido de GC o ADN gendmico complejo, y para activar
enzimas de fipo "Hot Start", evitando amplificaciéon inespecifica antes del inicio

de los ciclos (Thermo Scientific, 2023).
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= Open Protocol

Figura 4. Ciclo de temperatura aplicado para la enzima Taqg

3.5.1.3.4. Electroforesis

La separaciéon de los fragmentos de restriccion se realizé mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2% (19), utilizando buffer TBE 1 X (50ml) como medio conductor. La
visualizacién de las bandas se efectud mediante exposicion a luz ultravioleta (UV) vy

se documentd con un sistema de captura digital de imégenes de geles.

Este procedimiento permitiod discriminar de forma clara los genotipos de acuerdo con
el patron de bandas obtenido. Los genotipos determinados corresponden a fres
posibles variantes: homocigoto ATA1, homocigoto A2A2 y heterocigoto A1A2, cuya
distribucion en la poblacion permitid calcular las frecuencias alélicas y genotipicas.
Esta técnica es ampliamente reconocida por su precision, bajo costo y utilidad en
estudios gendmicos aplicados a la produccién lechera (Zhou et al., 2021), y ha sido
validada en distintas razas bovinas como una herramienta confiable para apoyar

programas de mejoramiento genético y diferenciacion de productos lacteos.

El protocolo de identificacion molecular mediante la técnica PCR-RFLP, descrito por
Sahin y Boztepe (2022), fue adaptado y validado en el presente estudio. Este
protocolo permitié la identificacion de las variantes p-caseina A1 y A2 en poblaciones
bovinas mediante un andlisis sistemdatico de cada una de sus etapas. Si bien, la
mayoria de los pasos del protocolo fueron implementados con éxito, la etapa de

amplificacion mediante PCR requirid ajustes especificos en las condiciones térmicas,
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los cuales fueron optimizados para garantizar la especificidad y reproducibilidad de

los resultados observados en el (Anexo 5).
3.6.  ANALISIS ESTADISTICO

En el presente estudio, los datos genéticos obtenidos a partir del andlisis de ADN
fueron organizados y procesados mediante estadistica descriptiva, que permitic
identificar la frecuencia de individuos en cada uno de los grupos alélicos (ATAT,
ATA2, A2A2). Asimismo, se recurrid al uso de porcentajes y distribuciones absolutas y
relativas, presentados en tablas y grdficos para facilitar la interpretacion visual de los
resultados y ofrecer una panordmica clara sobre la distribucidén de las variantes de la

B-caseina en el hato bovino.

Para la identificacion de las frecuencias gendmicas se realizdé una tabla en donde se
identificaron los alelos del gen CSN2, y luego se procedié a determinar la frecuencia

de cada alelo. Los resultados se representardn en el esquema de la siguiente tabla

Tabla 5. Resultados de las frecuencias gendmicas

Alelos
Alelos N° Individuos
Al A2
ATAI1
ATA2
A2A2
Total
Frecuencia

Con el fin de verificar si las frecuencias genotipicas observadas se ajustaron a las
expectativas del equilibrio de Hardy-Weinberg, se aplicé la prueba de chi-cuadrado
(x3) que permite evaluar desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg en
poblaciones naturales, para comparar frecuencias genotipicas observadas con las
esperadas bajo condiciones de equilibrio (Sokal & Rohlf, 2012, pp. 730-735). Para ello

se utilizaron las siguientes férmulas:
Formula para calcular el equilibrio de Hardy-Weinberg (1908)
P(A1A1 esperados) = fA12x N

47



P(A1A2 esperados) = 2 x fA1* fA2 N

P(A2A2 esperados) = fA22 x N

Formula para calcular la prueba de chi-cuadrado (x?) (Pearson, 1900):

XZZZ(O_EE)Z

Donde:
e O: Frecuencias observadas.
e E: Frecuencias esperadas.

El andlisis se realizé utilizando software estadistico InfoStat 2020, permitiendo una mejor
comprension de la composicidon genética del ganado y respaldar la toma de
decisiones para la elaboracién de programas de mejoramiento orientados a la

produccion de leche diferenciada.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. RESULTADOS

4.1.1. Vdlidacion de protocolo de identificacion molecular para la deteccion de

las variantes B-caseina A1y A2.

En la figura 5, se puede observar el gradiente de temperatura utilizado durante la
validacion del protocolo de identificacion molecular para la deteccién de las

variantes alélicas.

‘ Graident Calculator

| 60.0 " 60.9 " 61.8 " 62.7 " 63.6 " 64.5 " 65.5 " 66.4 " 67.3 " 68.2 " 69.1 " 70.0 |

Figura 5. Gradiente de temperatura aplicada en la validacién del protocolo

Figura é. Resultados de electroforesis en gel de agarosa al 2% del gen CSN2

Por su parte, la Figura 6 muestra las bandas formadas por el gel de agarosa en el
proceso de electroforesis, donde se logra identificar claramente que la banda 6
(64.0°C) es la que define de forma nitida y sin arrastre, indicando una amplificaciéon

especifica y digestion completa.
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4.1.2. Resultados obtenidos

4.1.2.1. Determinacion de la frecuencia de individuos segin las variantes

alélicas de la B-caseina en ganado Pardo Suizo.

Se analizaron 250 bovinos de raza Pardo Suizo pertenecientes a la hacienda El
Manzano, de la cual una vez realizado el andlisis molecular permitié identificar que
36.75% (92/250) tienen el alelo A2A2, 25.30% (63/250) tienen el alelo ATA1, 19.28%
(48/250) tienen el alelo AT1A2, y 18.67% (47/250) presentaron resultado inconcluyente.

Frecuencia alélica de las variantes p-caseina A1y A2

18.67% Al-Al
25:30% ADAD
19.28% AT-A2

Inconcluyente
36,75%

Figura 7. Frecuencia alélica de las variantes B-caseina A1y A2.

En el andlisis de genotipificacion realizado mediante PCR para la deteccion de
variantes A1 y A2 del gen CSN2 en la poblacién bovina evaluada, se identificd una
mayor prevalencia del genotipo A2A2 (36.75%), seguido por los genotipos ATAI
(25.30%) y AT1A2 (19.28%), lo que sugiere una predominancia del alelo A2 en el hato,
mientras que 46 animales (18.67 %) no presentaron resultados concluyentes, ya que

no se detectd amplificacion especifica durante la pruelbba molecular.

La proporcidon de muestras no concluyentes representa un valor considerable, que
podria asociarse a fallos en la amplificacion o calidad del ADN. Sin embargo, el grupo
restante de muestras permitié identificar con claridad los tres genotipos esperados, lo
cual aporta una base vdlida para el cdlculo de las frecuencias alélicas y genotipicas

dentro de la poblacién de estudio.

4.1.2.2. Cadlculo de frecuencias alélicas
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Las frecuencias alélicas de los alelos Al y A2 se calcularon considerando las
frecuencias genotipicas observadas de los individuos de cada grupo, como se

muestra a continuacién (tabla é):

Tabla é. Frecuencias alélicas de los alelos A1y A2

Alelos
Alelos Nro. Individuos

Al A2
ATA1 63 126 0
ATA2 48 48 48
A2A2 92 0 184
Total 174 232
Frecuencia 0.43 0.57

El alelo A2 presenté una frecuencia mayor al alelo A1, de 0.57 y 0.43 respectivamente,
lo que sugiere una ventaja genética en términos de caracteristicas deseables

relacionadas con la produccidn de leche, como se observa en la tabla é.
4.1.2.3. Evaluacion del equilibrio de Hardy-Weinberg

Para verificar si las frecuencias observadas cumplen con el equilibrio de Hardy-
Weinberg, se calcularon las frecuencias genofipicas esperadas a partir de las

frecuencias alélicas. En donde los valores utilizados fueron:
P(A1A1 esperados) = 0.43% x 250 = 46 (0.18)
P(A1A2 esperados) = 2 * 0.43 x 0.57 * 250 = 122 (0.49)
P(A2A2 esperados) = 0.57% * 250 = 82 (0.33)
4.1.24. Prueba de Chi-cuadrado

Con un nivel de significancia del 5% (a = 0.05) y 2 grados de libertad (df = 2), el valor
critico es 55.13, con un p-valor de <0.00001. Dado que el p-valor es menor a 0.05, se
rechaza la hipdtesis nula (Hy), indicando que las frecuencias observadas no cumplen

con las expectativas del equilibrio de Hardy-Weinberg.
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El andlisis molecular mediante PCR permitid identificar las variantes B-caseina Al y A2
en la poblacion de ganado Pardo Suizo de la hacienda “El Manzano™. Los resultados
obtenidos indicaron diferencias significativas entre las frecuencias genotipicas
observadas y las distribuciones esperadas bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg. Este
hallazgo, evaluado mediante la prueba estadistica de chi-cuadrado, llevd alrechazo
de la hipdtesis nula (Ho), que planteaba en la poblacién de ganado Pardo Suizo de
la Hacienda El Manzano, una alta frecuencia del alelo A2 del gen CSN2 (B-caseinal),

lo cual no fue lo esperado.

Tabla 7. Prueba estadistica de las frecuencias estadisticas

Alelos Frecuencias observadas Frecuencias esperadas Proporciones esperadas
ATAI 63 46 0.18
ATA2 48 122 0.49
A2A2 92 82 0.33
chi-cuadrado 55.13
p-valor <0.0000 7 ****

4.1.3. Diseno de un programa de mejoramiento genético enfocado en la obtencion

de animales con genotipo A2A2.

El diseno de un programa de mejoramiento genético tiene como objetivo transformar
la composicién genética de la poblacién bovina de la hacienda El Manzano,
promoviendo una mayor frecuencia del genotipo A2A2. Este proceso busca
aprovechar herramientas moleculares avanzadas, estrategias de seleccion genética
y un manejo poblacional cuidadoso. La implementacién de estas medidas asegura
una fransicidon sostenible hacia una poblacién homogénea con caracteristicas
genéticas superiores, enfocada en la produccion de leche con B-caseina A2,

reconocida por sus beneficios para la salud humana.
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4.1.3.1. Etapa 1: Diagnéstico inicial

La etapa inicial del programa consiste en realizar un diagndstico genético exhaustivo
de la poblaciéon bovina utilizando el Kit Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA

Purification Kit (#K0721). Posteriormente, para el montaje de la PCR, se utilizando el

Mastermix junto con los primers especificos del CSN2
(F/5'CCTGCAGAATTICTAGTCTATCCCITCCCTGGGCCCATCG-3';
R/5'GAGTCGACTGCAGATTIITCAACATCAGTGAGAGTICAGGCCCTG-3’ ). El

programa del termociclador se ejecutard en tres etapas: desnaturalizacion a 94°C,
hibridacion a 64°C y extension a 72°C. Finalmente, la genotipificacion se completard
mediante PCR-RFLP, aplicando la enzima de restriccion Taqg 1, esta prueba molecular
permite identificar con precision los genotipos A2A2, A1A2 y A1A1, estableciendo la
linea base para las decisiones de seleccidon y cruzamiento. Ademds, se analiza la
frecuencia alélica inicial de los alelos A1 y A2, proporcionando informacion critica
para medir el progreso genético a lo largo del programa. Se clasifican las hembras
en tres categorias segun su genotipo: A2A2: Estas hembras representan el nicleo
reproductivo ideal, ya que transmiten Unicamente el alelo A2 a la descendencia.
ATA2: Los heterocigotos tienen un 50% de probabilidad de transmitir el alelo A2 y son
mantenidos temporalmente para evitar reducciones drdsticas en el tamano de la
poblacion. A1AT1: Este genotipo no aporta alelos A2 y se programa su descarte

progresivo.

Adicionalmente, se evalian caracteristicas productivas como volumen de leche,
calidad composicional, salud y longevidad. Este andlisis asegura que la seleccién
genética no solo mejore la composicidon genética, sino que también preserve vy

potencie la eficiencia productiva.
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Figura 8. Ejemplar vaca homocigdtica A2A2

4.1.3.2. Etapa 2: Seleccion de semen

En esta etapa, se selecciona semen de toros con genotipo A2A2, priorizando aquellos
con caracteristicas complementarias como alta produccién lechera, resistencia a
enfermedades y adaptabilidad al entorno local. Estos toros son seleccionados
mediante catdlogos genéticos confiables, asegurando la calidad del material
genético. La eleccidén cuidadosa de los toros no solo incrementa la proporcién de
genotipos A2A2, sino que también mejora otros pardmetros productivosy de salud en

la poblacién. Los toros seleccionados se pueden observar en las siguientes figuras:

BROWN SWISS ITALIANO
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SUPERBROWN ITE w7 R [
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GRKG 15 ratasvistawateral
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pPowerruLl | A2A2 KC BB UBREANTERIOR [ 1
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Figura 9. Catdlogo genético, ejemplar 1
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Figura 11. Catdlogo genético, ejemplar 3

Este enfoque garantiza que cada generacidn combine el genotipo deseado con
caracteristicas fenotipicas que fortalezcan el desempeno general del rebano,

mejorando tanto la sostenibilidad como la rentabilidad.
4.1.3.3. Etapa 3: Plan de cruzamiento

El plan de cruzamiento se estructura en generaciones consecutivas, disenadas para

maximizar la frecuencia del genotipo A2A2:

a. Primera generacion (F1):
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Todas las hembras A2A2 son cruzadas exclusivamente con toros A2A2, generando
una descendencia 100% A2A2. Las hembras heterocigotas A1A2 son cruzadas con
toros A2A2, produciendo una progenie con 50% de individuos A2A2 y 50%
heterocigotos A1A2, las hembras ATA1 serdn cruzadas con toros A2A2, obteniendo
como resultado 100% ATA2.

b. Segunda generacion (F2):

En esta generacion, las hembras A2A2 de la F1 forman el ndcleo reproductivo
principal. Los heterocigotos A1A2 se utilizan estratégicamente, pero se prioriza su
reemplazo progresivo por individuos A2A2. Este esquema de cruzamiento garantiza
un aumento constante en la proporcion de individuos A2A2, sin comprometer la

diversidad genética ni la sostenibilidad del rebano.

A2 A2
=t v
o S e &
Descendencia 100% A2A2
A1(A2) W W
A1 AD A2 A2
- o
Descendencia 50% A1A2 Descendencia 50% A2A2
A1 A1 A1 A2 A1
o o . o
Descendencia 100% A1A2

Figura12. Cruzamientos

4.1.3.4. Etapa 4: Descarte de animales

El descarte es un proceso gradual que permite eliminar a los animales con genotipo
A1A1, asegurando que el progreso genético no se vea obstaculizado por individuos
gue no contribuyen a los objetivos del programa. Este proceso se realiza en funcion
de criterios especificos, como productividad lechera, edad reproductiva y salud. Los
heterocigotos ATA2 son mantenidos temporalmente mientras se incrementa la
proporcion de hembras A2A2, pero eventualmente también son reemplazados. Este
enfoque asegura una transicion confrolada y sostenible hacia una poblacion

homogénea.
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4.1.3.5.

Etapa 5: Evaluaciones Periédicas

El monitoreo constante del progreso genético es fundamental para el éxito del

programa. Estas evaluaciones incluyen:

a.

C.

Pruebas moleculares periddicas: Permiten confirmar los genotipos de cada
generacion, garantizando que las estrategias implementadas cumplan con los
objetivos planteados.

Andlisis de frecuencias alélicas: Miden el incremento del alelo A2 y ayudan a
ajustar las estrategias segun el progreso observado.

Seguimiento productivo: Evalia que las mejoras genéticas no afecten
negativamente la productividad lechera, preservando la eficiencia

econdmica del sistema.

Estos andlisis permiten identificar posibles desviaciones y realizar ajustes oportunos,

asegurando la sostenibilidad del programa.

4.1.3.6. Etapa 6: Cronograma

El programa de mejoramiento genético propuesto tiene una duracion estimada de 4

a 6 anos, tiempo considerado adecuado para alcanzar avances significativos en la

obtencién de la frecuencia del alelo A2 dentro del hato bovino, asi como para

consolidar una base genética sélida que permita sostener la productividad y calidad

de la leche a largo plazo, el cronograma se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Cronograma

Anho Actividad Descripcion Responsable
1 Diagnéstico inicial Realizar pruebas PCR-RFLP para identificar Equipo técnico
genotipos (A2A2, ATA2, Al1Al) y evaluar molecular
frecuencias alélicas iniciales.
1 Seleccién de semen  Adquirir semen de toros A2A2 seleccionados Coordinador
de toros por genotipo y caracteristicas  genético
complementarias mediante catdlogos
genéticos.
1 Primera ronda de Inseminar hembras seleccionadas (A2A2 y Técnicos de
inseminacion A1A2) con semen de toros A2A2 para obtener inseminacion
la primera generacién (F1).
2 Evaluacién de la Redlizar pruebas genéticas y productivas enla  Equipo técnico

primera generacién descendencia de la F1 para determinar molecular
genotipos y seleccionar hembras A2A2 para
reproduccion.
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2 Segunda ronda de Continuar con la inseminacién de hembras Técnicos de
inseminacion A2A2 con semen de toros A2A2 y manejar inseminacion
estratégicamente los heterocigotos ATA2.

2 Incremento de la Cruzar exclusivamente hembras A2A2 y Coordinador
proporcién de manejar de manera estratégica la transicion  genético
individuos A2A2 para reducir la proporcién de heterocigotos

ATA2.

3-4 Descarte progresivo  Priorizar el descarte de hembras ATA1 con  Administrador

de animales ATA1 menor productividad o edad avanzada, ganadero
sustituyéndolas con hembras A2A2 o ATA2
temporales.

3-4 Consolidacion de la  Lograr al menos un 90% de individuos A2A2 Coordinador
poblaciéon con mediante cruzamientos continuos y descartes genético
genotipo estratégicos, asegurando una poblacion

predominante A2A2 homogénea y sostenible.

5-6 Evaluaciones finales Verificar el cumplimiento de objetivos Equipo técnico
y ajuste del genéticos y productivos, ajustar estrategias molecular
programa segun los resultados obtenidos y planificar el

manejo genético futuro.

4.1.3.7. Resultados esperados
El programa espera resultados claros en diferentes horizontes temporales:

Corto Plazo: Incremento inicial en la proporcion de individuos A2A2, gracias a los

cruzamientos dirigidos y la seleccion de semen de toros A2A2.

Mediano Plazo: Reducciéon significativa de individuos ATA1 y un aumento en la

proporcion de heterocigotos ATA2.

Largo Plazo: Consolidacion de una poblacion predominantemente A2A2, con
caracteristicas que optimicen la produccién de leche, su calidad y obtener un

producto funcional para personas que no toleran leche de vacas Al.

El programa de mejoramiento genético disenado para la obtencién de animales con
genotipo A2A2 es una estrategia integral que combina herramientas moleculares
avanzadas con técnicas de manejo poblacional y seleccidon genética. Este enfoque
no solo incrementa la frecuencia de genotipos A2A2, sino que también mejora otros
pardmetros productivos y econdmicos. La implementacion de este programa
asegura una producciéon de leche con caracteristicas saludables, fortaleciendo la
competitividad de la hacienda y estableciendo un modelo replicable para sistemas

de produccidén bovina en contextos similares.
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4.2. DISCUSION

El presente estudio abordd la validacion de un protocolo molecular y la
caracterizacién de las frecuencias alélicas de las variantes B-caseina Al y A2 en el
ganado Pardo Suizo de la hacienda EI Manzano, con el objetivo de disenar un
programa de mejoramiento genético que priorice la obtencidn de animales con

genotipo A2A2.

La validacion del protocolo molecular basado en la técnica PCR-RFLP resultd exitosa,
confirmando su eficacia para identificar las variantes B-caseina A1 y A2. En particular,
la etapa de amplificaciéon requirid ajustes especificos en las condiciones térmicas,
optimizadas mediante un gradiente térmico entre 63.6 °C y 64.5 °C, lo que garantizd
bandas nitidas y reproducibles. Este resultado es consistente con el estudio de Sahin
y Boztepe (2022), quienes también destacaron la importancia de ajustar las
condiciones térmicas para maximizar la especificidad en la identificacion de
polimorfismos del gen CSN2. De manera similar, Jiménez (2021) reportd la relevancia
de optimizar las temperaturas de alineacion para garantizar la deteccidon precisa de
variantes genéticas, enfatizando que la sensibilidad y especificidad del protocolo son

cruciales para estudios moleculares en sistemas de produccion bovina.

Los andlisis realizados en 250 bovinos de raza Pardo Suizo revelaron que el genotipo
A2A2 es predominante, con una frecuencia del 36.75%, seguido por los genotipos
ATAT (25.30%) vy ATA2 (19.28%). Estos resultados se asemejan a los obtenidos por
Investigaciones recientes realizadas por la ESPOL y la Universidad Central del Ecuador
(Ruiz-Alvarez et al., 2024) en mdas de 3000 animales distribuidos en las principales
cuencas lecheras del pais (Chimborazo, Pichincha, Tungurahua y Azuay) revelaron
que: la frecuencia del alelo A2 en Pardo Suizo ecuatoriano es del 66.2%,

significativamente mayor que en razas especializadas como Holstein (48.5%).

En términos de frecuencias alélicas, el alelo A2A2 mostrd una prevalencia superior
(46.4%) frente al alelo A1A2 (34.8%). Este patrén es similar al reportado por Manzano
(2017) y Brooke (2017), quienes destacaron la preferencia por el alelo A2 en sistemas
de produccion orientados a la calidad de la leche. Estos resultados subrayan el
potencial del ganado Pardo Suizo de la hacienda El Manzano para la produccién de

leche diferenciada, especialmente por los beneficios digestivos asociados al alelo A2.
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Considerando lo anterior, el genotipo A2A2 presentd la mayor prevalencia en la
poblacion estudiada, seguido por ATAT y ATA2, mientras que un 18.67 % de las
muestras no fueron concluyentes debido a limitaciones técnicas en el andlisis
molecular. Estas inconsistencias pueden atribuirse a diversos factores que afectan la
calidady precisiéon de lareaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Entre las causas
mas frecuentes se encuentra la degradaciéon del ADN durante el almacenamiento o
transporte, especialmente si no se mantienen adecuadamente las condiciones de
refrigeraciéon (Singh et al., 2020). Asimismo, la estabilidad y estado de los reactivos
empleados —particularmente la enzima polimerasa y soluciones tampdn— puede
verse afectada por inadecuado manejo o por sobrepasar la vida Util recomendada,
reduciendo la fiabilidad de la reaccion (Thermo Fisher Scientific, 2016). Ademdas, la
falta de especificidad de los cebadores, problemas en los ciclos térmicos del
termociclador o incluso el uso de enzimas de baja actividad pueden interferir con la
correcta amplificacion y posterior visualizacion de las bandas genotipicas en el gel
de electroforesis (Pérez & Rodriguez, 2019). Por lo tanto, aunque la técnica de PCR-
RFLP es ampliamente utilizada por su fiabilidad, es fundamental seguir protocolos
estrictos de control de calidad para minimizar los errores técnicos y asegurar la validez

de los resultados obtenidos.

El predominio del alelo A2 tiene implicaciones significativas para la produccion y
comercializacion de leche. Estudios como los de De Oliveira et al. (2021) y Brooke
(2017) han documentado la creciente demanda de leche A2 en mercados
internacionales, debido a su menor asociacion con problemas digestivos y mayor
aceptacién por parte de consumidores conscientes de la salud. En este contexto, la
poblacion de ganado estudiada en la hacienda El Manzano representa un recurso
genético valioso para satisfacer estas demandas y posicionar a la regiobn como un

referente en la produccién de leche de alta calidad.

El diseno de un programa de mejoramiento genético basado en la seleccion de toros
A2A2 y el descarte progresivo de animales ATA1 es consistente con las estrategias
propuestas por Alvarez (2014) y Rojas et al. (2011). Estas estrategias, que priorizan la
homogeneidad genética en términos de caracteristicas deseables, han demostrado
ser efectivas en la consolidacion de sistemas de produccién sostenible. Ademds, la
implementacion de herramientas moleculares como la PCR-RFLP fortalece la

capacidad de monitoreo y control del progreso genético.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. CONCLUSIONES

La temperatura ideal de “annealing” para la identificacion de RB-caseina A1y A2 en
poblaciones bovinas en las condiciones del Laboratorio de Diagndstico Veterinario

de la UPEC en la provincia del Carchi es 64°C.

De 250 bovinos de raza Pardo Suizo pertenecientes a la hacienda El Manzano, se
identificaron 36,75% (92/250) con el alelo A2A2, 25,30% (63/250) con el alelo ATAT,
19,28% (48/250) con el alelo A1A2, y 18,67% (47/250) presentaron resultado

inconcluyente.

Las frecuencias alélicas de los alelos A1y A2 fueron de 43% y 57% respectivamente,

denotando mayor frecuencia del alelo A2 en bovinos de la hacienda El Manzano.

Las frecuencias alélicas observadas no se ajustaron al modelo de frecuencias alélicas

esperadas obtenidas al simular el equilibrio de Hardy-Weinberg

5.2.  RECOMENDACIONES

Se recomienda la seleccién de animales A2A2 dentro del predio, priorizando aquellos
con buena conformaciéon, sanidad y desempeno productivo, con el fin de mejorar
progresivamente la calidad de la leche. Esta prdctica contribuye a obtener un
producto mds aceptado por ciertos consumidores, facilita la trazabilidad genética y
fortalece la sostenibilidad del sistema productivo, ya que permite consolidar un hato
con caracteristicas genéticas deseables sin depender exclusivamente de la compra

de animales externos.

Utilizar el Kit de Purificacion de ADN Gendmico GeneJET de Thermo Scientific (#K0721)
para realizar la extraccién del ADN de muestras de sangre bovina, ya que el kit estd
disenado para purificar ADN gendmico de alta calidad a partir de distintos fipos de

muestras (tejido, células, sangre, bacterias, levaduras).
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Para el caso de estandarizacion de pruebas moleculares, se recomienda optimizar la
especificidad de la PCR a través de la aplicacién de una gradiente de temperatura

durante la etapa de anillamiento.

Realizar la identificacidon molecular de B-caseina A1 y A2 mediante PCR tiempo real
con sondas, ya que permite una mejor identificacion de las estructuras alélicas de los

individuos.
Se recomienda implementar y dar seguimiento continuo al programa de

mejoramiento propuesto en la presente investigacion, con el fin de optimizar los

resultados y asegurar su efectividad a largo plazo.
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Anexo 3. Resultados de la prueba PCR para muestras de control
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Anexo 5. Resultados de Electroforesis
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