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Resumen

En el presente estudio se presentan los
primeros resultados de la determinacion de
la estructura genética de tres poblaciones de
ganado bovino autéctono cubano: Criollo de
Cuba, Cebtt Cubano y Siboney de Cuba,
para los loci de seis proteinas lacteas
(CASA1, CASAB, CASA2, CASK, LAAy
LGB). Se analizaron un total de

150 individuos (50 por cada raza), mediante
analisis de ADN por PCR-RFLP. Se
calcularon las frecuencias alélicas para cada
locus asi como condiciones de equilibrio de
Hardy-Weinberg. Fueron identificados los
alelos CASA1C y LAA# como evidencia de la
presencia de genes de Bos indicus en las tres
poblaciones cubanas. Se comprob¢ la
existencia de elevada variabilidad en cada
poblacién lo que constituye un elemento
importante para trazar estrategias de
mejoramiento y/o conservacion genética.

Summary

The present study shows the first results of
the genetic structure determination of three
populations of Cuban autochthonous bovine
livestock: Criollo de Cuba, Cebtt Cubano and
Siboney de Cuba, for the six major milk
proteins loci (CASA1, CASAB, CASA2,
CASK, LAA and LGB). A total of

150 individuals (50 for each population)
were analysed, by means of DNA analysis by
PCR-RFLP. The allelic frequencies were
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calculated for each locus as well as
conditions of Hardy-Weinberg equilibrium.
The CASA1® and LAA* alelles were
identified as evidence of the presence of Bos
indicus genes in the three Cuban populations.
It was proven that the existence of high
variability in each population constitutes an
important means to establish strategies for
improvement and/or genetic conservation.

Abreviaturas:

CASAT: o -caseina.
CASAB: B-caseina.
CASA2: -caseina.
CASK: x-caseina.

LAA: o-lactoalbumina.
LGB: B-lactoglobulina.

Palabras clave: polimorfismo, PCR-RFLP.

Introduccion

La seleccién en la especie bovina se ha
basado principalmente en la mejora de
caracteres cuantitativos como leche, grasa y
proteinas controlados por multiples loci. Si
ademds tenemos en cuenta que para
conseguir mejorar estos caracteres se actta
principalmente controlando los machos y
que las medidas se hacen en individuos
adultos, resulta sencillo entender que el
progreso genético es lento y costoso.

Los avances producidos acerca del estudio
de la importancia de algunos genes sobre
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caracteres productivos, permite en este
momento priorizar lo que podriamos llamar
“caracteres cualitativos” relacionados
especialmente con la calidad. Por otra parte,
determinados marcadores se consideran
herramientas fundamentales para conocer
genes de interés econémico como los
denominados QTLs (Rodriguez-Zas et al.,
2002) de aplicaciéon directa en los programas
de mejora a través de la Seleccion Asistida
por Marcadores (MAS) (Boichard, 1998;
Kenelly et al., 2000; Lara et al., 2002; Grisat et
al., 2002; Brunner ef al., 2003).

Las proteinas de la leche han sido muy
investigadas en paises del continente
Americano, por su gran potencial de uso en
este tipo de Seleccion Asistida por
Marcadores, asi como para la caracterizaciéon
y diferenciacion de poblaciones. (Golijow et
al., 1999; Kemenes et al., 1999; Lara et al.,,
2002).

Las proteinas lacteas bovinas incluyen
cuatro caseinas (o, B, o, k- caseinas) y dos
proteinas séricas (o-lactoalbtimina y
B-lactoglobulina), cada una de las cuales
muestra como minimo dos variantes
genéticas (Eigel et al., 1984). Se han
publicado numerosos estudios de asociacién
de algunas de estas variantes con las
caracteristicas tecnolégicas de la leche
(Ng-Kwai-Hang et al., 1986; Grosclaude,
1988; Aleandri et al., 1990; Formaggioni et
al., 2000). También han sido identificadas
variantes genéticas de dichas proteinas que
son tipicas de razas especificas. Asi la
variante A de la a-lactoalbimina se
considera como marcador racial de ganado
B. indicus (Threadgill y Womack, 1990).

El genotipo de las proteinas lacteas hoy
puede determinarse a partir de distintos tipos
de muestras de las que se puede obtener
ADN vy por distintas técnicas de genética
molecular (PCR/RFLP, SSCPs, SNPs,...)
puede determinarse el genotipo de todos los
animales sin distincion de sexo, edad o
estado fisiologico. Esto supone una gran
herramienta pues podemos obtener la
informacion de los machos desde su

nacimiento o incluso en estado embrionario
(Osta, 1994).

En el area de Centroamérica y el Caribe
no existe abundante informacién referente a
la caracterizaciéon por técnicas molecular de
rebafios autéctonos. Recientemente se han
publicado trabajos de caracterizacion de
diferentes ganados criollos de Latinoamérica
que contribuyen al conocimiento del
potencial genético de los mismos y brindan la
posibilidad de realizar estudios de
comparacién con sus ancestros europeos
(Bonvillani et al., 2000; Veli et al., 2004). En
Cuba se han desarrollado estudios de
polimorfismo bioquimico a nivel proteico
(Fernandez, 1980; Pérez-Beato y Fernandez,
1981; Pérez-Beato y Granado, 1981; Ronda et
al., 1981; Gutiérrez et al., 1989), en las razas
bovinas precursoras de nuevos cruzamientos.

En Cuba se ha trabajado para
incrementar la potencialidad productiva
lechera del ganado bovino existente en el
pais y para desarrollar paralelamente una
explotacién adecuada a las condiciones
tropicales. Para ello, se han mantenido
nucleos de animales identificados como razas
autoctonas resistentes al ambiente calido y
himedo del trépico como el Criollo de Cuba
(Bos taurus) y el cebt Cubano (Bos indicus), y
se han logrado cruzamientos que combinan
la rusticidad de este ganado resistente y las
cualidades productivas de razas importadas.
El Siboney de Cuba (5/8 Holstein-3/8 Cebu)
es un ejemplo de este altimo.

Estas poblaciones autdéctonas suponen
una fuente de informacién genética que hoy
es desconocida y que resulta esencial para los
estudios de caracterizacion genética asi como
para los estudios de diferenciacion y
evolucion con otras poblaciones.

El objetivo de este trabajo ha sido
determinar la estructura genética de las
razas Criollo de Cuba, Cebta Cubano y
Siboney de Cuba a través de los loci de seis
proteinas lacteas (ois,-caseina, B-caseina,
ois,-caseina, k-caseina, o-lactoalbtimina y
o-lactoglobulina).
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Materiales y Métodos

Un total de 150 muestras pertenecientes a las
razas Criollo de Cuba, Cebt y Siboney de
Cuba fueron analizadas en el presente
estudio. De cada raza se tomaron

50 muestras intentando que la seleccion se
realizara al azar. Todas estaban ubicadas en
dos empresas genéticas del oeste de La
Habana. De las razas cebt y Criollo el total
de las muestras provenian de hembras en
edad reproductiva, mientras que del Siboney
se tomaron, ademads de las hembras, ocho
machos de los que se encontraban en prueba
de progenie.

El ADN fue extraido de sangre periférica
(Osta, 1994) y de semen en el caso de los
individuos machos de la raza Siboney (Lien
et al., 1993). Las muestras de ADN fueron
tipificadas usando el método PCR/RFLP.
Concretamente para la amplificacion se
utiliz6 el procedimiento propuesto por los
siguientes autores: o, -caseina (Lien et al.,
1993), B-caseina (Medrano y Sharrow, 1991),
o, ,-caseina, K-caseina y a-lactoalbimina
(Osta, 1994) y B-lactoglobulina (Medrano y
Aguilar-Cordova, 1989). Para ello se prepard
una mezcla de reaccién que contenia:

50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8.8),

1,5 mM MgCl,, 0,1% de Triton X-100,

0,2 mM de dNTPs, 75 pmol de cada uno de
los oligonucleétidos especificos para cada
caso y una unidad de la Taq Polimerasa
(Promega) en un volumen final de 50 pl.

La digestion fue realizada con distintos
enzimas de restricciéon (Tabla 1). Para cada
reaccion se tomaron 10 pl del producto PCR
en un volumen final de 15 ul, con 1U de cada

enzima, 1,5 ul de buffer especifico para cada
una de ellas y se complet6 el volumen con
agua desionizada. Las reacciones de
digestion se llevaron a cabo incubando las
mezclas de reaccién a 37°C durante 3h
(Osta, 1994). Los fragmentos de restriccion
fueron separados en geles de agarosa al 3%
en buffer TBE 0,5x y tefiidos con bromuro de
etidio (0,5 mg/ml).

Para la caracterizacion genética de cada
una de las poblaciones se utiliz6 el programa
BIOSYS-1 (Swofford y Selander, 1989).

Resultados y Discusion

Variacion intra-raza. Analisis de loci
individuales

El anélisis de los loci de las proteinas lacteas
en las poblaciones estudiadas muestra la
presencia de los alelos mas frecuentes en la
mayoria de las poblaciones bovinas. Todos
los loci fueron polimorficos en las tres razas
excepto el locus CASA2. En todos los casos
los loci fueron dialélicos. Las frecuencias
alélicas se muestran en la tabla 2. A
continuacién pasamos a comentar los
resultados para cada uno de los loci
individualmente.

ocsl—casez’na

El locus CASA1 mostr6é dos alelos CASA1® y
CASA1S, con elevadas frecuencias génicas,

diferentes en las tres razas. El alelo CASA1¢
presenté una frecuencia muy elevada (0,95)

Tabla 1. Enzimas de restriccion para cada fragmento de proteina amplificado.

Locus Enzima
CASA1 Hphl
CASB Mspl
CASA2 Mnll
CASK HindIIl
LAA Mspl
LGB Haelll

Animal Genetic Resources Information, No. 39, 2006



Caracterizacion genética del ganado Cubano

en el ganado Cebu, e inferior en Siboney
(0,64) y en Criollo (0,58). Estas altas
frecuencias no son comunes en las razas del
género Bos taurus, y nuestros resultados son
diferentes a los encontrados en la mayoria de
las razas pertenecientes a dicho género,
donde el alelo més difundido es el CASA15,
con frecuencias muy cercanas a 1,0 (Osta,
1994; Erhardt, 1993 y 1996; Ikonen et al.,
1996). Existen algunas excepciones como
Jersey, Guernsey, Normande, Italian Brown,
Reggiana y Mondenese con valores inferiores
a 0,75-0,85 (Grosclaude et al., 1976).
Similares a estos resultados fueron los
obtenidos en 10 razas de ganado autdctono
portugués por Beja-Pereira et al., (2002) en
las que la frecuencia del alelo CASA1® varian
entre 0,58 y 0,80. Litwificzuk y Krél (2002)
en un estudio llevado a cabo en ganado de
carne (Limousine, Hereford y Simmental)
encontraron frecuencias alélicas similares a
las observadas en Bos indicus para el locus
CASAL.

Los valores de frecuencias para el alelo
CASAI1C tanto en el Criollo Cubano como en

el Siboney confirman la presencia de genes
Bos indicus en su genofondo. En el primero es
una evidencia de que en algtin momento este
fue cruzado con ganado Cebt y en el
segundo son el resultado de la presencia del
Cebt en la creaciéon de la raza. Asi, se puede
considerar este alelo como marcador del
ganado acebuado cubano.

B-caseina

Las tres razas estudiadas mostraron dos
alelos en el locus CASB, siendo el alelo mas
frecuente CASB” (0,90 a 0,69, tabla 2). Estos
resultados coinciden con los descritos por
Escoda et al., (1981) quienes encontraron
frecuencias muy elevadas del alelo CASB* en
la raza Carora venezolana y en un grupo de
animales Cebu, en el cual este alelo estaba
practicamente fijado (v=0,99). Nuestros
resultados son similares a los obtenidos por
Osta (1994) en razas espafolas con una
frecuencia del alelo CASB® baja (de 0,03 a
0,10), excepto en Parda Alpina en que la

Tabla 2. Frecuencias alélicas de las proteinas licteas osi-caseing, B-caseina, ou-caseing, k-caseina,
o—alactoalbiimina, B-lactoglobulina en tres razas bovinas cubanas.

Grupo genético

Variantes Criollo de Cuba Siboney de Cuba Cebti Cubano
CASA1

B 0,42 0,36 0,05
C 0,58 0,64 0,95
CASB

A 0,90 0,69 0,90
B 0,10 0,31 0,10
CASA2

A 1,00 1,00 1,00
CASK

A 0,70 0,78 0,84
B 0,30 0,22 0,16
LAA

A 0,39 0,44 0,40
B 0,61 0,56 0,60
LGB

A 0,30 0,20 0,24
B 0,70 0,80 0,76
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frecuencia de CASB® fue algo superior (0.37).
Van Eenennaam y Medrano, (1991) y
Litwinzuk y Krol, (2002) encontraron valores
similares en ganado Holstein. La diferencia
entre las variantes A y B de esta proteina ha
sido muy estudiada ya que el alelo (CASBP)
proporciona a la leche caracteristicas idéneas
para la produccién de quesos (Jacob y
Puhan, 1992).

o_-caseina
s2

Para este locus el alelo CASA2* resulté fijado
en las tres razas cubanas analizadas, como
ocurre en la poblaciéon espanola Rubia
Gallega (Osta et al., 1995). Estos mismos
autores sefialaron que en las razas Parda
Alpina, Asturiana de los Valles y Frisona el
alelo CASA2# fue muy frecuente (0,93-0,99),
observandose valores ligeramente superiores
en razas autéctonas francesas Montbeliarde
y Vosgienhe (Grosclaude et al., 1988).
Resultados similares han sido descritos por
Ikonen et al., (1996) y Erdhardt en el mismo
afo, quienes encuentran el alelo A
practicamente fijado en las razas Ayrshire
Finlandesa (v=0,991) y Limpurger alemana
(v=0,984).

K-caseina

La tipificacion del locus CASK mostré dos
alelos en las tres razas estudiadas. El alelo
predominante fue CASK*, con valores de
frecuencias de 0,70 en Criollo, 0,78 en
Siboney y 0,84 en Cebt (Tabla 2). La mayor
frecuencia del alelo A ha sido una
caracteristica comtn en la mayoria de las
poblaciones de ganado de leche estudiada
(Zardowny y Kuhnlein, 1990; Osta, 1994).
Escoda et al., (1981) describieron frecuencias
elevadas de la variante A en ganado Cebu
(n=0,90) y Lara et al. (2002) encontraron
frecuencias de 0,78 en ganado Pantaneiro.
En distintos estudios de caracterizacién de
razas bovinas se ha observado que el alelo
CASK® presenta mayores frecuencias en
razas originadas de Bos taurus que en las de

Bos indicus (Backer and Manwell, 1980,
Golijow et al., 1996, Del Lama y Zago, 1996,
Tambasco, 1998, Kememes et al., 1999, de
Lama et al., 2002). En las poblaciones
cubanas analizadas aqui este alelo aparece
con valores de 0,30 en Criollo y 0,22 en
Siboney, las que se encuentran en el rango de
0,34 a 0,49 descrito para la mayoria de las
razas Bos taurus y de 0,07 a 0,09 en razas Bos
indicus.

En el ganado Cebu investigado hasta el
momento predomina la variante A de esta
proteina, con valores de frecuencia elevadas
(0,84) (Escoda et al., 1981), con lo que
concuerdan nuestros resultados. Beja-Pereira
et al. (2002) encontraron en ganado
autéctono portugués el alelo CASK* mas
frecuente en 8 de las 10 razas analizadas; en
las razas Mirandesa y Marinhoa el alelo
CASKP® mostr6 frecuencias de 0,75 y 0,95,
respectivamente, lo cual atribuyen a la deriva
genética dada por la dispersion geografica de
esos rebafios.

o-lactoalbiimina

Las frecuencias génicas observadas son
intermedias en las tres razas (0,56 a 0,61,
tabla 2). La frecuencia tan alta del alelo
LAA# (n=0,39-0,44) es un indicio de la
presencia de genes Bos indicus (Eigel et al.,
1984), en la creacién de nuestro ganado
autoctono. El alelo LAA# fue descrito como
marcador racial en el cruce Cebu
Cubano-Holstein Friesian por Pérez-Beato y
Granado (1981). Se conoce que, aunque el
Criollo proviene de animales de la especie
Bos taurus introducidos en el continente en
1493, ha ocurrido el mestizaje del Criollo
Cubano con el Cebt, fundamentalmente
procedente de Jamaica, hecho que estd
evidenciado por la presencia del cromosoma
sexual acrocéntrico caracteristico de la
especie Bos indicus (Sanchez et al., 1977). Esta
es una diferencia sustancial con el ganado
autéctono espafnol donde se ha descrito esta
proteina como monomorfica para la variante
B (Osta et al., 1995). Igualmente, es una
diferencia con otros ganados bovinos Criollo
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del continente americano, pues se ha
determinado con evidencias paleontoldgicas,
evolutivas, bioquimicas, citogenéticas y
moleculares que el Criollo Argentino no
presenta esta caracteristica propia del Bos
indicus, lo que sugiere que la introgresion de
dichas razas en el ganado argentino no tuvo
una influencia importante en su constitucion
genética (Bouzat et al., 1999). En el rebafio
Siboney analizado, se detect6 la presencia del
alelo LAA#, elemento 16gico si tenemos en
cuenta que esta raza es el resultado de
sucesivos cruces que se han estabilizado en el
5/8 Holstein- 3/8 Cebt, y que en este altimo
también encontramos el alelo LAA* (n=0,40).
Consideramos que este es un elemento tipico
que caracteriza y distingue nuestro ganado
autoctono de las razas lecheras europeas que
presumiblemente le dieron origen,
evidenciando una vez mas la presencia de
genes Bos indicus en nuestras razas, por lo
que se puede utilzar tambien la variante A
de la a-lactoalbiimina como marcador racial
para la caracterizacion del ganado cubano.
Esto concuerda con el hecho de que en
algunas de las razas explotadas en Espafia,
estudiadas por Osta en 1994, todos los
animales presentaron el alelo LAAP. Sin
embargo, s6lo dos animales incluidos en un
test de comparacién internacional
promovido por la ISAG, mostraron variaciéon
como heterocigotos. Estos animales se
correspondieron con la especie Bos indicus.
En un estudio genémico de las proteinas de
la leche, Threadgill y Womack en 1990,
demostraron la presencia del alelo LAA#*
como caracteristica de los rebafios
acebuados, y mas especificamente en la raza
Brahman asiética.

B-lactoglobulina

El alelo LGB? de esta proteina aparece con
frecuencias similares en los tres rebafios
analizados (Siboney: 0,80, Cebu: 0,76 y
Criollo: 0,70, tabla 2). En el caso del Criollo,
estos valores fueron semejantes a los
descritos por Pérez-Beato y Fernandez
(1981).

Similares han sido los resultados
encontrados por otros autores en razas
espafolas, europeas y norteamericanas
(Osta, 1994; Ng-Kwai-Hang et al., 1990; Van
Eenennaam y Medrano, 1991). También en
poblaciones venezolanas (Escoda et al., 1981)
se describe el alelo LGBP como el mas
frecuente de esta proteina en el ganado Cebu
(n=0,93) y en siete de las 10 razas autdctonas
portuguesas analizadas por Beja-Pereira et
al., (2002). Litwificzuk y Krél (2002)
encontraron mas frecuentemente la variante
B, pero en razas especializadas en la
produccién de carne (Hereford, 0,703 y
Simmental, 0,621), solamente en la raza
Limousin fue el LGB* el alelo ligeramente
mas frecuente (n=0,650).

En el caso de esta proteina no es posible
establecer diferencias entre razas de origenes
diferentes por no haber identificado en la
literatura suficientes resultados que nos
permitan evaluar la prevalencia de una
variante u otra en ganado cebt.

Al realizar el analisis de los genes de las
proteinas lacteas, Threadgill y Womack en
1990 encontraron que el alelo LGBP (en
homocigosis) aparecié en todos los animales
estudiados de las razas Jersey y Hereford, asi
como en el 50% de los animales de la raza
Brahman.

Se debe tener en cuenta el aspecto
importante a considerar de esta proteina,
para su empleo como marcador para la
mejora, debido al efecto que se le atribuye al
alelo LGBP sobre la calidad de la leche.

Diversidad genética de las proteinas
lacteas en las poblaciones cubanas

Para los loci de las proteinas lacteas
analizadas se ha estudiado un conjunto de
pardmetros como medida de la estructura
genética de estas poblaciones. Los valores de
heterocigosidades medias observada (Hobs) y
esperada (Hesp), nimero medio de alelos
(A), porcentaje de loci polimérficos (P, ) e
indice de fijacién (F): que se muestran en la
tabla 3. En las tres razas se observan mas
individuos heterocigotos que los esperados
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segtn las condiciones de equilibrio de
Hardy-Weinberg, lo cual puede ser un
indicio de la seleccion ejercida sobre los
rebafios estudiados que originen indices de
consanguinidad (F) con valores negativos;
aunque estos no son significativamente
diferentes de cero.

Cinco de los seis loci analizados resultaron
ser polimoérficos en las tres razas, aunque en
el Cebu el porcentaje de loci polimorficos es
inferior debido a que el locus o, -caseina
presenta el alelo C practicamente fijado. El
nimero medio de alelos por locus coincide en
los tres rebafios, sin que aparezcan alelos
diferentes en ninguno de ellos. Esto se debe a
que los métodos de deteccién de las variantes
genéticas de las proteinas lacteas analizadas
son especificos para la diferenciacién entre
dos alelos determinados, lo cual no permite
la identificacion de alelos raros.

Utilizando los valores de las frecuencias
alélicas se determinaron las posibles
desviaciones de las proporciones de
Hardy-Weinberg, donde la mayoria de los

loci para las tres razas se encuentran en
equilibrio. No obstante, el ganado Cebt
analizado no estd en equilibrio para el locus
CASB (P<0,001) con un exceso de
homocigotos A. El Siboney aparece en
desequilibrio para los loci LGB (P<0,05)
debido a un exceso de homocigotos B y
LAA (P<0,001) en el cual los individuos
heterocigotos se encuentran en exceso. Estos
resultados se confirman al analizar los
valores de coeficientes F, donde coinciden los
loci en desequilibrio (Tabla 4).

La falta de equilibrio en el rebafio Cebu
Cubano en el locus B-caseina puede ser un
elemento que confirme el efecto de la
seleccion ejercida sobre algun alelo por estar
relacionado con algtn caracter productivo a
favor del cual se esté seleccionando. Asi,
existe la posibilidad de que se haya
incrementado la presencia de ciertos alelos
que no sea posible detectar por el método
empleado, y que estén afectando las
condiciones del equilibrio en esta raza. En la
raza Siboney se observa mayor namero de

Tabla 3. Valores de heterocigosidades medias observada (Hobs) y esperada (Hesp), niimero
medio de alelos (A), porcentaje de loci polimorficos (Po.ss) y coeficientes de fijacion (FC) en tres
razas bovinas cubanas para los loci de las proteinas ldcteas.

Cebu Siboney Criollo
Hobs 0,230 (0,100) 0,355 (0,103) 0,344 (0,086)
Hesp 0,211 (0,076) 0,340 (0,074) 0,334 (0,081)
A 1,8 (0,2) 1,8 (0,2) 1,8 (0,2)
Poos 66,7 % 83,3% 83,3%
EFC -0,09 -0,04 -0,03
Tabla 4. Valores de coeficiente de consanguinidad por locus.
Valores de F por locus
Cebt Siboney Criollo
CASA1 -0,042 0,019 -0,044
CASB 0,645*** 0,018 0,109
CASK 0,053 -0,005 -0,126
LAA -0,250 -0,529*** -0,032
LGB -0,227 0,406** -0,028
**P<0.05.
***Pp<0.001.
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loci en desequilibrio, donde las desviaciones
pueden tener su origen en el hecho de que los
animales son provenientes de un
cruzamiento y que por los efectos de la
seleccion natural hayan sobrevivido los
individuos maés resistentes y adaptados de la
poblacién, posiblemente los heterocigotos
(Kidd et al., 1980), insertado en esta
poblacién también se observan valores de
heterocigosidades mas elevados.

Conclusiones

En las poblaciones bovinas estudiadas existen
alelos cuyas frecuencias génicas permiten
establecer un patrén racial molecular,
caracteristico para cada una de ellas y que
pueden ser utilizados como marcador de las
razas provenientes de B. indicus.
Consideramos que existe una alta
variabilidad genética en el Criollo de Cuba,
en el Cebti Cubano y el Sibonmey de Cuba,
importante para el disefio y control de los
programas nacionales de seleccién genética.
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