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PALAVRAS CHAVE ADICIONAIS

Proteinas lacteas. Seleccion asistida por marca-
dores. Hormona del crecimiento y prolactina.

RESUMEN

Los altos niveles de produccion alcanzados
en la explotacion animal se deben en gran medida
al trabajo de seleccion que se ha desarrollado en
las principales especies de interés econémico. El
empleo de la informacién molecular en los progra-
mas de seleccion asistida ha abierto un amplio
campo en lamejora animal. Se describe la metodo-
logia empleada para el genotipado simultaneo de
los genes que codifican para las seis principales
proteinas lacteas, la hormona del crecimiento y
prolactina bovinas. Fueron utilizadas tres técni-
cas para el genotipado: digestion con enzimas de
restriccion, secuenciacién y minisecuenciacion
para determinar SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms), donde las dos primeras se usa-
ron como control de los resultados obtenidos por
minisecuenciacion. Esta ultima metodologia permi-
te la automatizacion del analisis, el trabajo simul-
tdneo con varias muestras y 10 o mas marcadores
en una sola reaccién. Se observé que los genes
que codifican para as,-caseina y prolactina se
comportaron monomorficos. Para la as,-caseina
se identificaron los alelos B y C; en la B-caseina
se identificaron los alelos Ay B; por otra parte para
la k-caseina fueron los alelos A y B los observa-
dos. En la a-lactoalbumina y B-lactoglobulina se
identificaron los alelos A y B, mientras que para la
hormona del crecimiento se observaron los alelos
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Ly V. En todos los casos resultaron ser los alelos
que con mayor frecuencia se describen. Se corro-
boré que la técnica de minisecuenciacién simplifi-
caelanalisisy es util enla caracterizacion molecular
dirigida a una futura seleccién asistida por marca-
dores.

SUMMARY

High production levels achieved in animal
exploitation is due largely to the selection work that
has developed in the main species of economic
interest. The use of the molecularinformation in the
programs of assisted selection has opened a big
field in the animal improvement. The methodology
for the simultaneous genoptyping of the genes that
encode the six major milk proteins, growth hormone
and bovine prolactinis described. Three techniques
were used for genotyping: restriction enzyme
digestion, sequencing and minisequencing to de-
termine SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms),
where the first two were used as control to the
results of minisequencing. This latter methodology
enables the automation of analysis, simultaneous
work with several samples and ten or more markers
in a single reaction. It was found that the genes
encoding for as,-casein and prolactin behaved as
monomorphic. For the as -casein the alleles B and

Arch. Zootec. 60 (231): 595-606. 2011.



ACOSTA, SANZ,UFFO,RONDA, OSTA, MARTIN,RODELLAR Y ZARAGOZA

C were identified; in the B-casein the alleles A and
B were identified; on the other hand for the k-
casein the alleles A and B were the observed
ones. Inthe a-lactoalbumin and B-lactoglobulin the
alleles A and B were identified, moreover for the
growth hormone, alleles L and V were observed.
In all cases the most frequent alleles are the
described ones. It was confirmed that the
minisequencing technique simplifies the analysis
and it is useful for the molecular characterization
focused a future targeted molecular marker-
assisted selection.

INTRODUCCION

Con el progreso cientifico técnico se
han incorporado nuevas metodologias para
incrementar la eficiencia de los actuales
programas de seleccion, como la determina-
cion de los SNPs, uno de los marcadores
empleados dentro de la més reciente gene-
racion de estos. Enla practica, los SNPs son
bialélicos, debido a la baja probabilidad de
que unnucleétido sustituya a los nucledtidos
originales del SNP, que se estima entre 1x107
y 5x107 por nucleotido y por afio sobre la
posicion inicial en los mamiferos (Liet al.,
1981; Martinez-Arias etal., 2001).

Elempleo de lainformacion molecular en
los programas de seleccion asistida ha abier-
toun amplio campo en la mejora animal, que
se ha denominado seleccion asistida por
marcadores MAS (Marker Assisted
Selection) y que incrementa la precision y
eficiencia de esta seleccion (Hua et al,
2009). Un gran niimero de investigaciones
han tenido como objetivo fundamental la
identificacion y estudio de /oci asociados a
parametros cuantitativos QTL (Quantitative
Trait Loci) lograndose incorporar esta in-
formacion a los programas de seleccion ar-
tificial (Malveiro et al., 2001; Lara et al.,
2002; Huaetal.,2009). Dentro de las venta-
jas de este sistema se destacan que la deter-
minacién de los genotipos en los animales
puede ser estudiada en cualquier etapa de
desarrollo del mismo, ademas de que dichos
estudios se pueden realizar en animales que
no expresan fenotipicamente el caracter de

interés. Esto, junto a las tecnologias de la
reproduccidén como la inseminacion artifi-
cial y la fertilizacion in vitro permiten incre-
mentar rapidamente la proporcion de genes
favorables para un caracter de interés, lo
que aumenta el progreso genético por gene-
racion.

Gran parte de los esfuerzos investigativos
han estado dedicados a los genes candida-
tos a QTL, los cuales codifican proteinas
que por su funcion biolégica pudieran estar
relacionadas con caracteres productivos de
interés. Tal es el caso de los genes que
codifican para las seis principales proteinas
lacteas bovinas (as -caseina, as,-caseina,
B-caseina, k-caseina, a.-lactoalbiminay 3-
lactoglobulina), asi como la hormona del
crecimientoy la prolactina. Las caseinas se
comportan como una unidad genética en la
cual la combinacién de alelos puede ser
una caracteristica peculiar de una raza
(Formaggioni et al., 1999). Dentro de este
grupo de proteinas la as,-caseina (CASA2)
presenta la variante A como la mas frecuen-
temente en poblaciones bovinas la cual fue
descrita por primera vez por Brignon et al.
(1977). En el caso de las tres restantes
caseinas, se refiere en mayor o menor grado
ciertarelacion con caracteres productivos o
de composicion de la leche. Elalelo Bde la
as,-caseina (CASAT1) se ha asociado favo-
rablemente a produccion de leche, produc-
cion de grasa y proteina total (Ng-Kwai-
Hang et al., 1986; Aleandri et al., 1990).
Estos autores describen al alelo B de la (3-
caseina (CASB) asociado positivamente a
la produccion de grasa y porcentaje de ca-
seina, mientras que el alelo A se asocia
favorablemente a producciéon de leche y
proteina total. Para la industria lactea el
genotipo de la k-caseina (CASK) tiene una
gran importancia, pues la leche procedente
de animales con genotipo BB presenta ma-
yores porcentajes de proteina, mejores pro-
piedades de coagulacion y sinéresis de los
quesos (Giovambattista et al., 1998).

Los genes que codifican para o-
lactoalbumina (LAA) yla B-lactoglobulina
(LGB) se encuentran en el cromosoma 5
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(Friesetal., 1993)y cromosoma 11 (Hayes
y Petit 1993), respectivamente; esto explica
su segregacion independiente con respec-
toalas caseinas (Formaggioniefal., 1999).
El alelo A de la LAA se describe asociado
favorablemente a la produccion de grasay
proteinas totales (Bleck y Bremel, 1993),
mientras que para la LGB el alelo A serela-
ciona de manera favorable con produccion
de leche y proteinas del suero (Ng-Kwai-
Hangetal., 1986; Vander Bergetal., 1990;
Bollaetal., 1992)yelalelo B con produccion
de grasa, proteina total y porcentaje de
caseina (Hill, 1993).

Lahormonadel crecimiento bovina (GH)
ejerce un papel muy importante en el creci-
miento, desarrollo y lactacion de la glandula
mamaria en el ganado bovino (Etherton,
2004; Akers2006; Chagas et al., 2007; Thidar-
Myint et al., 2008), por tal motivo el gen
bGH, que codifica para la misma es blanco
potencial para estudios de variacién
genética relacionados con produccion de
leche y rasgos de crecimiento en bovinos
(Hoj et al., 1993). La seleccion para rendi-
miento de leche se haasociado con el incre-
mento de los niveles en sangre de esta
hormona (Lukes et al., 1989), pero esto
también depende del estado fisiologico del
animal y varia con el momento del dia en que
sea medida. La presencia del alelo V de la
bGH se ha asociado con mayores rendi-
mientos lecheros; en tal sentido Schlee et
al. (1994)y Grochowskaeral. (2001) descri-
ben una relacion positiva entre dicho alelo
y el mérito genético para la produccion de
leche en ganado Holstein. Sin embargo los
resultados de Hoj ef al. (1993), contrastan
con los anteriores pues indican un efecto
positivo del alelo L sobre los caracteres
asociados con la produccién de leche.

La prolactina (PRL) tiene una gran im-
portancia en el desarrollo mamario y pro-
duccion de leche (Forsyth, 1983; Mellai et
al., 2003); tras la ocurrencia del parto, sus
concentraciones en sangre son reguladas
por el estimulo de vaciado de la ubre, que
limita la liberacion del factor inhibitorio o

PIF, lo que trae consigo la sintesis y libera-
cionde PRL (Gorewitezal., 1992). Debido al
gran numero de rutas metabodlicas en las que
participa dicha hormona, se conoce como la
mas versatil del conjunto de hormonas
secretadas por la hipofisis (Cabrera et al.,
2000); esto explica el creciente interés de la
comunidad cientifica en el estudio del gen
que codifica su sintesis (Rochaetal., 1992;
Udina et al., 2001; Brym et al., 2005). A
partir de estas investigaciones se ha iden-
tificado el polimorfismo de longitud existen-
te en el exdn 3 debido al cambio de A—>Gy
polimorfismo de microsatélite de la region
regulatoria 5” de dicho gen (Udina et al.,
2001).

La técnica de minisecuenciacion o pri-
mer extension implica la utilizacidon de un
cebador que solo se extiende una base (sin-
gle base extension, SBE primer) y cuyo ex-
tremo 3’ se ubica junto a la base que precede
al SNP. Para lograr la extension se agrega
una ADN polimerasa y ddNTPs marcados
con cuatro colorantes fluorescentes. Para
analizar los resultados puede utilizarse cual-
quier método que permita separar los
oligonucle6tidos marcados de los ddNTPs
marcados no incorporados. (Syvanen, 1999;
Saueretal., 2000). Estametodologia permi-
te la automatizacion del andlisis, el trabajo
simultaneo con varias muestras y 10 o mas
marcadores en una sola reaccion (Sanz,
2002), aspectos estos que facilitan las in-
vestigaciones en genética poblacional que
se caracterizan por el estudio de muestras
relativamente numerosas.

El objetivo del presente trabajo es des-
cribir lametodologia empleada para la deter-
minacion por minisecuenciacién de los SNPs
en seis de las principales proteinas lacteas
bovinas, la hormona del crecimiento y la
prolactina.

MATERIALY METODOS

ANIMALES Y OBTENCION DEL MATERIAL
GENETICO
Fueron incluidos en el estudio un total de
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Tabla I. Secuencia de los oligonucledtidos empleados en los genes para las seis principales
proteinas ldcteas. (Sequence of oligonucleotide primers used in the six major milk protein fractions

gene).
Locus Nombre Oligonucledtidos Fragmento Ta(°C)
(5°-37) amplificado
CASA1 CASA1(36) CCGGATCCTATTGGCTCTGAGAACGGTG
CASA1(37) CTGCTCCACATGTTCCTGAG 252pb 57
CASA2 CASA2(18) TGTGTATTCTCTTGAGCCAC
CASA2(19) TGATTTCTCCATTGCTCACC 396pb 62
CASB CASB(31) CCAGACACAGTCTCTAGTCTATCCC
CASB(32) CAACATCAGTGAGAGTCAGGCTCCG 233pb 59
KCAS KCAS(1) TGAGCAGGTATCCTAGTTAT
KCAS(2) TGAGTAGGTATCCTAGTTAT 437pb 42
KCAS(3) TTTGATGTCTCCTTAGAGT
LAA LAA(33) TTCCTGGATGTAAGGCTTGA
LAA(34) GGTATGAAACGCGGTACAGA 583pb 62
LAG LAG(29) TGTGCTGGACACCGACTACAAAAAG
LAG(30) GCTCCCGGTATATGACCACCCTCT 247pb 60

20 vacas de la raza Taino de Cuba
(*/, Holstein-*/, Criollo cubano) a partir
de los cuales se colectaron muestras de
sangre periférica con pleno cumplimiento
de las normas establecidas por el comité de
éticay bienestar animal. Se emplearon 0,5 ml
de 0,5 M EDTA como anticoagulante. Se
procedio a la extraccion y purificacion del
ADN mediante el método de precipitacion
salina descrito por Miller et al. (1988). Se
determinaron las concentraciones de ADN
por espectrofotometria, realizandose la lec-
tura de absorbancia a 260 nm. Para estimar
pureza fueronrealizadas lecturasa 260y 280
nm y se hicieron las diluciones correspon-
dientes hasta alcanzar una concentracion
en cada muestra de 20 pmol/pl.

(GENOTIPADO DE LAS SEIS PROTEINAS LAC-
TEAS, LAHORMONA DEL CRECIMIENTO Y LA
PROLACTINA

Digestion con enzimas de restriccion
Las condiciones de reaccidn fueron des-
critas por Osta y Uffo (Osta, 1994; Uffo,
2003). La mezcla de reaccion estaba com-
puesta de Buffer de Reaccidon 10X libre de

magnesio, 50 mM MgCl,, 1,25 mM dNTPs,
20 nmol/pul oligonucleétidos correspondien-
tes para cadauno de los fragmentos a ampli-
ficar (tabla I) y 5 U/ul de ADN polimerasa
comercial (Promega). Se emplearon 20 ng/pl
ADN por cada muestra y se completo el
volumen a 30 ul con agua.

Tres metodologias fueron empleadas para
establecer el genotipo de las muestras pro-
blemas: la creacion de los sitios de restric-
cion o ACRS (Amplification Created
Restriction Sites) para CASA1 (Lien et al.,
1993)y CASB (Medrano and Sharrow, 1991),
tipificacion del polimorfismo de los frag-
mentos de restriccion (RFLP, Restriction
Fragment Length Polymorphism) para la
CASA2(Osta, 1994),laLAA (Osta, 1994)
y LGB (Medrano y Aguilar-Cérdova, 1990)
y la metodologia oligonucleotidos alelo-
especifico (ASO, Allele Specific Oligo-
nucleotides) empleada para el genotipado de
laKCAS (Osta, 1994). A partirde 10 pl del
producto amplificado se procedid a la di-
gestion con las enzimas especificas para
cada uno de los fragmentos las cuales se
muestran en la tabla II. La temperatura de
incubacion fue de 37°C durante 3 horas
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Tabla Il1. Enzimas de restriccion empleadas en el genotipado de los fragmentos amplificados.
(Restriction enzymes used in the genotype of the amplified fragments).

Locus Enzima Buffer especifico Sitio de corte

CASA1 Hphl Tp4 5"..GGTGA(N)8*..3"
3"..CCACT(N)7*..5
CASA2 Mnll Tp2 5°..CCTC(N)7*..3"
3"..GGAG(N)6*..5

CASB Mspl TpB 5..C*CGG..3"

3"..GGC*C..5
KCAS Hind Il TpE 5"..A*AGCTT..3"
3"..TTCGA*A..5

LAA Mspl TpB 5..C*CGG..3"

3"..GGC*C..5

LAG Haelll TpM 5"..GG*CC..3"

3"..CC*GG..5

(Osta, 1994; Uffo, 2003). El producto digeri-
do fue visualizado en gel de electroforesis
agarosa 4%, TBE 0,5X, con tincion por bro-
muro de etidio a una concentracion de 10
mg/ml.

Secuenciacion

Los oligonucledtidos descritos en la
tabla I se emplearon a una concentraciéon de
20 nmol/pl parala obtencion de los fragmen-
tos a secuenciar. En el caso de la KCAS se
preparé una mezclade los oligonucleo6tidos
KCAS(1) y KCAS(2) con una concentra-
cién inicial en ambos casos de 20 nmol/pl.
Para el caso de la hormona del crecimiento
(Schleeetal., 1994)ylaprolactina (Mitra et
al., 1995; Chrenek et al., 1998), se utilizaron
los oligonucledtidos que se muestran en la
tablaIII, auna concentracion de 20 nmol/pl.

A partir del producto amplificado se prepa-
r6 una segunda reaccion donde se utiliz6 el
Kit BigDye terminator v 3,1 Cycle Squen-
cing con los oligonucleotidos directos e in-
versos por separado, siguiendo las indicacio-
nes del fabricante. El programa empleado
fue de 96°C por 1min, 25 ciclos de 96°C por
10 seg 50°C por 5 segy 60°C por 4 seg.

El producto amplificado para secuen-
ciar se purificd con el Kit BigDye X
Terminator™ Purification, segln indica-
ciones del fabricante. Se procedidé a
secuenciar el fragmento de interés en un
secuenciador automatico ABI Prism 3130y
se utilizo el programa BioEdit (Hall, 1999)
paravisualizar el resultado. Enel casodela
secuenciacion las muestras trabajadas fue-
ron empleadas como controles en el proce-

Tabla III. Secuencia de los oligonucledtidos empleados en los genes GH y Prol. (Sequence
of oligonucleotide primers used in the GH and Prol gene).

Locus Nombre Oligonucledtidos Fragmento Ta(°C)
(5°-37) amplificado
GH GH (1) GCTGCTCCTGAGGGCCCTTCGGCG
GH (2) GCGGCACTTCATGACCCT 223pb 60
Prol Prol (1) CGAGTCCTTATGAGCTTGATTCTT
Prol (2) GCCTTCCAGAAGTGTTTGTTTTC 156pb 59
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Tabla 1V. Secuencia de los oligonucledtidos empleados en el gen KCAS. (Sequence of

oligonucleotide primers used in the KCAS gene).

Locus Nombre Oligonucledtidos Fragmento Ta(°C)
(5°-37) amplificado
KCAS KCAS(4) CCCTACCATCAATACCATTGCT
KCAS(5) TTGCTTATTTACCTGCGTTGTCTT 200pb 60

so de minisecuenciacion.

Reaccion de minisecuenciacion para de-
terminar los SNPs

Se optimizaron las condiciones de reac-
cién parala obtencion de PCR multiple que
permitié la amplificacion de los ocho frag-
mentos de interés. Se emplearon 2,5 pul de Kit
QIAGEN®Multiplex PCR Master Mix 2X
que contiene los ANTPs, tampon de PCR,
MgCl, y HotStarTaq DNA Polymerase,
0,5 pulsolucion QIAGEN®, 1,5 uldelamez-
clade oligonucledtidos (tablas I'y III), ex-
cepto para el fragmento KCAS donde se
disefié una nueva pareja de cebadores que
se muestran en la tabla IV, utilizando 1,25
nmol/pl como concentracidn final de cada
cebador. Seutilizé 1 pul de lamuestrade ADN
agenotipary 0,5 ul de agua paraun volumen
final de reaccion de 6 pul. El programa em-
pleado para la amplificacion simultanea de
los fragmentos fue disefiado en tres grupos
de ciclos. Se parti6 de la desnaturalizacion

a95°C durante 15 min, 12 ciclos de por 95°C
por30seg, 58°C por 1 miny 72°C por | min;
12 ciclos de 95°C por 30 seg, 60°C por 1 min
y 72°Cpor 1 min; 17ciclos de 95°C por 30 seg,
62°C por 1 miny 72°C por 1 min; finalmente
un periodo de elongacion de 30 min a 72°C.

Para la purificacion de los fragmentos
amplificados se utilizaron 2 pl de la enzima
Exosapy 5 uldel producto amplificado, que
se mantuvieron en incubaciona 37°C duran-
te 45 min e inactivacion de la enzimaa 80°C
durante 15 min. Tras la purificacion de los
fragmentos se prepard la reacciéon de
minisecuenciacion que permitid identificar
el polimorfismo de una base descritos en la
tablaV.

Se prepard previamente una mezcla de
oligonucleoétidos, los cuales se relacionan
en latabla VIy cuyaorientacion se muestra
en la figura 1, dentro del panel de
minisecuenciacion. Se utilizé una concen-
tracidn final de 2,5 nmol/pl de los cebadores
en la mezcla de reaccion; se empled 1 pl de

Tabla V. Ubicacion de los ocho SNPs a testar. (Position of the eight SNPs to check).

Locus Nombre del gen Ubicacion en genbank Localizacion del SNP
CASA1 alpha-S1-casein X59856 26181 (A/G)
CASA2 alpha-s2 casein X68972 492 (GIT)
CASB beta casein EU310401 223 (G/C)
KCAS k-casein AJ841946 353 (C/A)
LAA alpha-lactalbumin X06366 851 (A/G)
LAG beta-lactoglobulin X14710 5263 (T/C)

GH growth hormone M57764 2141(CIG)

Prol prolactin precursor AF426315 1810272 (A/G)
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17pb  20pb 32pb 36pb 42pb 47pb 52pb 56pb
Y A A A A A A R

SNP_bLG SNP_as2 CAS SNP Bcas SNP alA 2
SNP_Prol SNP_GH SNP_asl_CAS SNP_Keas

Figura 1. Ubicacion y direccion de los oligonucledtidos empleados en la reaccion de
minisecuenciacion. (Position and direction of oligonucleotide primers used in the minisequence

reaction).

Kit SnatPshot, 1 pl de lamezcla de oligonu-
cledtidos, 1,5 pldel producto amplificadoy
purificadoy 2,5 nl de agua para completarun
volumen de 6 pl.

Elprogramaempleado incluy6 25 ciclos
de 96°C por 10 seg, 50°C por 5 seg y 60°C
durante 30 seg. El producto de estareaccion
se purifico con la enzima Shrimp Alkaline
Phosphatasa (SAP) agregandose 1 pl a cada
producto amplificado, incubado a 37°C du-
rante 1 hora y seguido de la inactivacion de
laenzimaa 75°C en 15 min.

Se empled la metodologia de electro-
foresis capilar en el secuenciador automati-
co ABIPrism 3130 conel polimero Pop7. Las
muestras se prepararon tomando 1 pl del
producto de la reaccion de minisecuen-
ciacion, 0,3 ulde GeneScan™-120 Liz™ Size
Standard y 9,7 ul de formamida Hi-Diparaun

volumen final de 11 pl. La visualizacion del
resultado se realizd a través del programa
GeneMapper v3,7 (GeneMapper 2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se pudieron identificar los dos alelos
que con mayor frecuencia se han descrito
paralaCASA1 (Laraetal., 2002; Litwificzuk
yKrd6l,2002; Uffoetal., 2006): los alelos B
y C, que se diferencian en la sustituciéon de
A—G, lo que provoca un cambio en el
aminoacido 192 durante la sintesis proteica
(de 4cido glutamico a glicina). El hallazgo
del alelo C en laraza Taino de Cuba corro-
bora la presencia de genes Bos indicus en
el ganado Criollo de Cuba, previamente es-
tablecido por Sanchez et al., 1977. Uffo,
(2003) y Uffo et al. (2006), si tenemos en

Tabla V1. Secuencia de los oligonucledtidos empleados en la reaccion de minisecuenciacion.
(Sequence of oligonucleotide primers used in the minisequence reaction).

Locus Nombre Oligonucledtidos

(5°-37)
CASA1 SNP_as1_CAS (22T)CCACCACAGTGGCATAGTAGTCTTT
CASA2 SNP_as2_CAS GCTATTTGATGTTAAAAGAAAAGGTCTCTTAC
CASB SNP_Bcas (17T)CAACATCAGTGAGAGTCAGGCTCCG
KCAS SNP_Kcas (8T)GGGCTCTCAATAACTTCTGGAGAA
LAA SNP_aLA 2 TTTTTGCCCTTCAAGTCTTTCAGCTCC
LAG SNP_bLG GCCCGAGCAAAGCCTGG
GH SNP_GH (17T)CTCCCTCCCTTGGCAGGAG
Prol SNP_Prol GCATCTGGGGCTCCTTTCAT
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cuenta las elevadas frecuencias del alelo
CASAI1Csontipicas de animales acebuados
y el origen del ganado Criollo de Cuba.

La CASA2 se comporté monomorfica
parael alelo A; este hecho coincide con los
resultados obtenidos en investigaciones
previas en animales pertenecientes a laraza
Siboney de Cuba, Cebt Cubano y Criollo
de Cuba (Uffoetal., 2006). Esto también fue
descrito en laraza espafiola Rubia Galle-
ga segun Osta et al. (1995), aunque otros
autores han encontrado el alelo D en razas
europeas como Parda Alpina (n=0,07), As-
turiana de los Valles (n=0,06), algunos reba-
fios de Frisona (n=0,01) y las razas autocto-
nas francesas Montb¢liarde y Vosgiénhe
(Grosclaude, 1988), todos todas en frecuen-
ciasmuy bajas. También Ikonen ez al. (1996)
y Erdhardt en el mismo afio, encontraron el
alelo A practicamente fijado en las razas
Ayrshire Finlandesa (n=0,991) y Limpurger
alemana (n=0,984).

Parala CASB se identificaron los alelos
A y B, que son los que aparecen con
mayor frecuencia en poblaciones bovinas
(Litwificzuk y Kr61, 2002). El estudio de las
variantes genéticas de esta proteina ha te-
nido un especial interés debido a que la
variante B proporciona caracteristicas ido-
neas para la produccion de queso (Jacob y
Puhan, 1992). Las diferencias entre estas
dos variantes genéticas radican en la susti-
tucion del nucleoétido C por G que provoca
un cambio aminoacidico en la posicion 122,
que cambia a una Serina por Arginina.

Seidentificaron dos variantes genéticas
para la KCAS, siendo estas las correspon-
dientes con los alelos A y B, que difieren
entre si por un cambio de nucleo6tido A por
C, lo que provoca la sustitucion en la posi-
cion 148 del acido aspartico por alanina.
Estos alelos estan descritos en poblaciones
de razas portuguesas (Beja-Pereira et al.,
2002), hindues (Malik et al., 1997), venezo-
lanas (Escoda et al., 1981), asi como en
poblaciones bovinas cubanas (Uffo, 2003).

Elalelo A del gen que codificaparaLAA
esta descrito como marcador racial de Bos

indicus (Eigeletal., 1984). Eninvestigacio-
nes previas fue demostrada la presencia de
genes Cebu dentro de las poblaciones de
ganado Criollo Cubano debido al mestizaje
que ha sufrido este tltimo con el anterior
(Uffoetal., 2006). Enlas muestras analiza-
das se identificaron los alelos A y B, lo que
se corresponde con las razas que dieron
origen al genotipo Taino de Cuba. La dife-
rencia entre estos alelos consiste en un
cambio del nucleo6tido A por G que provoca
en el momento de la sintesis proteica, una
sustitucion del aminoacido 10 de la estructu-
ra primaria de la proteina consistente en
la sustitucion de glicina por arginina.

Se identificaron los alelos A y B de la
LGB, que se diferencian por el cambio de
una T por una C, lo que trae consigo que en
la estructura primaria de la proteina traduci-
da, el aminoacido 118 (valina) sea sustituido
porunaalanina. Estos alelos se han descrito
en poblaciones bovinas espafiolas (Osta,
1994), venezolanas (Escoda et al., 19981),
polacas (Litwificzuk y K61, 2002), asi como
en poblaciones cubanas (Uffo et al., 2000).
Estas variantes proteicas, al igual que los
de laKCAS han sido ampliamente utiliza-
das para la seleccion de animales con
genotipo favorable para mejorar las ca-
racteristicas para la manufactura de los
quesos (Ng-Kwai-Hang et al., 1986; Van der
Berg et al., 1990; Bolla et al., 1992; Hill,
1993).

En el caso de la GH estan descrito los
alelos Ly V (leucina/valina) en la posicion
127 de la estructura primaria de la hormona
para el ganado de carne Canchim (%/
Charolais y*/,Cebu) (Pereira et al., 2005)
asi como en descendientes de una vaca alta
productora en Cuba (Uffo et al., 2002). En
las muestras genotipadas en el presente
trabajo se identificaron ambos alelos, lo
cual permitird hacer, en un futuro, estudios
de asociacion con caracteres productivos y
de composicion lactea en la raza en cues-
tion.

Parala PRL se han descrito dos alelos (A
yB)entresrazasrusas (Udinaetal., 2001),
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pero no fue encontrado el genotipo BB den-
tro de los animales estudiados por el mismo
autor. Por otra parte las mayores frecuen-
cias del alelo B se han observado en anima-
les de laraza cebuina Sahiwal (0,51), mien-
tras que la mas baja se observd en animales
delarazaHolstein (0,05) (Mitraetal., 1995).
En nuestro estudio solo se pudo identificar
la presencia del alelo A, con un comporta-
miento monomorfico para este gen. Esto
puede deberse al pequefio nimero de mues-
tras trabajadas.

Se observd que los genes que codifican
para CASA2 y PRL se comportaron mono-
morficos mientras que para el resto de los
genes estudiados (CASA1, CASB, KCAS,
LAA, LAG y GH) se identificaron los
polimorfismos descritos. Enunatinicareac-
cién se obtienen los resultados para ocho
SNPs, lo que permite el aumento del nimero
de muestras analizadas por unidad de tiem-
po. Otras investigaciones recomiendan el
empleo de esta la metodologia de minise-
cuenciacidn para la determinacion de SNPs
y se resaltan las amplias posibilidades de
automatizacion de la misma, el trabajo de
forma simultdnea con varias muestras y la
posibilidad de testar 10 o mds marcadores en
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