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RESUMEN: El objetivo de este estudio fue estimar los componentes de varianza, los parametros genéticos
y el efecto individual de ocho polimorfismos de nucledtidos simples (SNPs) en los genes correspondientes
[0 -caseina (CASAL), B-caseina (BCAS), o ,-caseina (CASA2), k-caseina (KCAS), o-lactoalbumina (LAA),
B-lactoglobulina (LAG), hormona de crecimiento (GH) y prolactina (PRL)], sobre la produccion de leche a los 305
dias de lactancia en la raza Siboney de Cuba. Se analizaron 1904 registros de lactancias de 913 vacas procedentes de 17
vaquerias, bajo un modelo de repetibilidad. A través de la técnica de minisecuenciacion se determin6 el polimorfismo
en los genes. Los ocho loci estudiados tuvieron un comportamiento polimorfico. Los coeficientes de heredabilidad y
repetibilidad estimados para la produccion de leche a los 305 dias fueron de 0,12 y 0,33. Los loci LAG (p<0,05) y PRL
(p<0,10) tuvieron un efecto significativo en la produccion de leche. Los valores de heredabilidad y la repetibilidad para
la produccion de leche a los 305 dias fueron moderados, lo que indica que es posible obtener una respuesta positiva a la
seleccion en esta poblacion. La seleccion para los genotipos LAGA* y PRLPE resultara en vacas que tengan una mayor
produccion de leche.

Palabras clave: caseinas, a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, hormona del crecimiento, prolactina, heredabilidad, produccion
de leche.

Effect of gene polymorphisms on milk production of Siboney de Cuba cattle

ABSTRACT: The objective of this study was to estimate the variance components, genetic parameters, and the
individual effect of eight single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the corresponding genes [a -casein (CASAT1),
B-casein (BCAS), a,-casein (CASA2), k-casein (KCAS), a-lactoalbumin (LAA), B-lactoglobulin (LAG), growing
hormone (GH), and prolactin (PRL)] in the milk production of Siboney de Cuba cattle at 305-d of lactation. In total,
1904 lactation records of 913 cows from 17 farms were analyzed under a repetability model. The minisequencing
technique was used for uncovering the polymorphism in genes. The eight loci studied had a polymorphic behavior. The
heritability and repeatability coefficients estimated for milk production were 0.12 and 0.33 at 305 days. LAG (p<0.05)
and PRL (p=0,10) loci had a significant effect on milk production. Such coefficients were moderate, indicating that it
is possible to obtain a positive response to selection in this population. The selection for both the LAG** and PRLE®
genotypes will result in cows having a higher milk production.

Key words: caseins, a-lactoalbumin, B-lactoglobulin, growth hormone, prolactin, heritability, milk production.

INTRODUCCION importante factor estresante (1), por lo cual, la creacion

de nuevas razas ha constituido una importante via

La introduccion de razas europeas en la region  de mejoramiento genético en las regiones tropicales.

tropical trae consigo en la mayoria de los casos una  En nuestro pais se crearon nuevas razas: Siboney

signi¢cativa reduccion de las capacidades productivas de Cuba (%, Holstein - %/, Cebu), Mambi de Cuba

en esas razas, debido a la insu¢ciente habilidad de (*/, Holstein -/, Cebu), Taino de Cuba (°/, Holstein

adaptacion a las condiciones ambientales extremas. -3/, Criollo) y Cebu Lechero Cubano (¥, Cebu-
En tal sentido, las altas temperaturas constituyen un '/, Holstein).
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Por otro lado, la seleccién de animales para la
reproduccion se ha basado, en la mayoria de los
casos, en la evaluacion de rasgos cuantitativos. Con
una frecuencia creciente se desarrollan estudios en
proteinas poliméricas y los genes que codijcan para
estas, con el ¢n de identiscar las relaciones que se
establecen entre estos genes y diferentes rasgos
productivos en animales domésticos. Desde el punto
de vista econdmico, esta tactica ha sido importante,
pues permitié incrementar la ejciencia de la seleccion
y, con esto, la productividad de los rebafios (2).

La leche bovina contiene de 3-5% de proteinas,
de las cuales el 80% son las caseinas [ag,-
caseina (CASA1), B-caseina (BCAS), ag,-caseina
(CASA2) y k-caseina (KCAS)]. El 20% restante esta
formado por proteinas séricas [a-lactoalbumina
(LAA) y B-lactoglobulina (LAG)] (3). En multiples
investigaciones se establecieron diferentes niveles de
relacion entre las variantes genéticas de las proteinas
lacteas y la produccion de leche (4) y el per¢l de
proteinas (5).

Dos de las hormonas mas estudiadas que participan
enlosprocesosdeformaciénycrecimientodelaglandula
mamaria (mamogénesis), el comienzo de la lactacion
(lactogénesis) y el mantenimiento de la secrecion
lactea por el epitelio glandular (galactopoiesis) son la
hormona de crecimiento (GH) durante la pubertad y
la prolactina (PRL) en la prefiez (6). Por el importante
papel que juegan estas dos hormonas, se realizaron
estudios en los genes que codijcan para estas, lo que
permitié identicar polimorismos genéticos asociados
en diferentes niveles a caracteres productivos, como
son el contenido de grasa en la leche y la produccién
de leche (7).

Los estudios sobre la inAuencia de las variantes
génicas de las proteinas lacteas y los polimorismos
genéticos de la GH y PRL en la produccién de
leche han tenido un signijcativo avance, pero los
resultados alcanzados por los diferentes grupos de
investigadores no son homogéneos. Es necesario
realizar estos estudios en paises del tropico, pues
existe un conjunto de limitaciones metabdlicas que
afectan signiscativamente la producciéon bovina en
dichas condiciones, como es una marcada reduccion
en el consumo de materia seca (8).

En el presente estudio se estimaron los
componentes de varianza, parametros genéticos y el
efecto individual de ocho polimori;smos de nucleétido
simple (SNP, Single Nucleotide Polymorphism) en ocho
genes (CASA1, BCAS, CASA2, KCAS, LAA, LAG,
GH y PRL) en la produccién de leche a los 305 dias
de lactancia en vacas de la raza Siboney de Cuba.
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MATERIALES Y METODOS

Informacion de los animales y edicién de datos

Los registros de lactancias de vacas Siboney de
Cuba se obtuvieron del Sistema de Control Pecuario
(SISCOP) de Cuba. Los animales con seis, 0 mas
partos, se incluyeron en un Unico grupo. Los registros
de lactancias completas de 305 dias se consideraron
usando el método prueba de intervalo. A partir de
lactancias incompletas de 100 a 304-d se estimaron
lactancias de 305-d, para lo que se utilizd el método
basado en la ultima muestra (9).

El conjunto de datos inicial fue de 2065 registros
de lactancias y se excluyeron del analisis los registros
de animales no identijcados o de padres y rebanos
desconocidos. Para evitar posibles errores en los
registros, se eliminaron aquellas lactancias con
tres desviaciones estandar por encima o por debajo
de la media de produccion de leche y grupos de
contemporaneas con menos de cinco animales.
También se eliminaron del estudio registros de
lactancias con menos de 100 dias o con produccion de
leche inferior a 100 Kg/lactancia. El proceso de edicion
de los datos se realiz6 con el programa SAS version
9.3.

El conjunto ¢nal de datos procesados estuvo
conformado por 1904 registros de lactancias de 913
vacas procedentes de 17 vaquerias. Los registros de
lactancia obtenidos correspondieron al intervalo de
anos 2001-2012. El schero de pedigri se conformd con
3201 animales e incluy6 hasta la tercera generacion.

Extraccion de ADN y genotipado

Se colectaron 913 muestras de sangre de vacas
incluidas en el estudio, para lo cual se tuvieron en
cuenta las normas técnicas y éticas del Consejo
Cubano de Etica para la investigacion en animales. El
ADN gendmico se purisco a partir de linfocitos, con el
uso del juego de reactivos Genomic DNA Puri;cation
Kit (Fermentas), segun las recomendaciones del
fabricante. La identi¢cacion del polimorismo en los
genes que codijcan para las seis principales proteinas
de la leche, la hormona del crecimiento y la prolactina,
se realizaron usando la técnica de minisecuenciacion
para la identijcacion de SNPs (10). Los polimorismos
analizados en estos genes fueron:

g.26181 A > G (GenBank - X59856) del locus CASA1
g.223 C > G (GenBank - EU310401) del locus BCAS
g9.492 G > T (GenBank - X68972) del locus CASA2
g.353 A > C (GenBank - AJ841946) del locus KCAS
g.851 G > A (GenBank - X06366) del locus LAA
9.5263 C > T (GenBank - X14710) del locus LAG
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g.2141 C > G (GenBank - M57764) del locus GH
g.1810272 A > G (GenBank - AF426315) del locus
PRL.

Analisis estadistico

Las frecuencias alélicas y genotipicas se calcularon
a través del programa GENEPOP Version 3.4 (11). La
produccion de leche para 305 dias de lactancia se
analizé con la utilizacion del modelo de repetibilidad,
con el programa WOMBAT (12). EI modelo incluy6 la
varianza genética aditiva, los efectos aleatorios del
ambiente permanente y los residuales. En su forma
matricial, el modelo se representa de la siguiente
forma:

Y =Xb+Zia + Wip + e

donde y; = vector de las observaciones conformado

por la produccion de leche; b;=vector de los efectos
¢jos (grupo de contemporaneas ano-rebafio, nimero

de lactancias); a;=vector de los efectos aleatorios
del animal; p;=vector de los efectos aleatorios del

ambiente permanente; g;=vector de los efectos
residuales aleatorios y X, Z, W=matrices de disefios
que relacionan los datos con los efectos ¢jos, aditivos
y del ambiente permanente, respectivamente.

Se asume lo siguiente:

a1 [462 0 0
var |[pi|=| 0 oz O
& 0 0 o2

donde: A = matriz de relaciones entre los individuos;

| = matriz e identidad y Gﬁ, Gé, G§ son la varianza
genética aditiva, varianza de los efectos aleatorios
del ambiente permanente y varianza de los efectos

residuales aleatorios, respectivamente.

Para el analisis de los marcadores moleculares se
utilizé un modelo similar con la aplicacion del programa
QXPAK (13) en la opcién snp_ad, y se estudiaron los
SNPs de forma individual. En su forma matricial, el
modelo se representa de la siguiente forma:

V= Xibi +Ziﬂ’i + I'V;_:pi + SNP + &;

donde: SNP = vector del efecto individual del genotipo
del SNP del locus estudiado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los ocho
SNP en los genes analizados (CASA1, BCAS, CASA2,
KCAS, LAA, LAG, GH y PRL) se muestran en la Tabla
1. Los alelos mas frecuentes para cada locus fueron:
alelo B en los loci CASA1, BCAS, LAAY LAG, el alelo
Aen los loci CASA2, KCAS y PRL Yy en el locus GH el

alelo L fue el de mayor frecuencia.

El alelo B esta descrito con mayor frecuencia en

razas lecheras para los loci CASA1 (14), LAA (14, 15)
y LAG (3, 15). En el Siboney de Cuba, la frecuencia
alélica encontrada en el locus BCAS no coincide con
la descrita en otras razas bovinas lecheras, donde el
alelo A aparece con una mayor frecuencia (16). En
razas lecheras el alelo A se describe con frecuencias
elevadas en el locus CASA2 (4, 14), el locus KCAS (4)
y el locus PRL (7). En el caso del locus GH aparece
mas frecuentemente el alelo L (17). Los resultados
que han alcanzado diferentes autores parecen ser
contradictorios, pues a la complejidad del caracter
produccion lactea se une la gran variabilidad de las
condiciones experimentales (tamafio de muestra, razas
analizadas, proteina especi;ca estudiaday frecuencias
relativas de sus variantes, procedimientos de
determinacion de genotipos y variantes consideradas,
métodos de estimacion de la produccion, etc.), asi
como el rigor de los ajustes estadisticos de otros
factores igualmente importantes sobre la produccion
de leche (edad de la vaca, estacién, estado sanitario
o efectos de otras variantes genéticas). No obstante,
se han realizado numerosos estudios de relacion
entre las variantes genéticas de las proteinas lacteas
y sus efectos sobre las caracteristicas tecnolédgicas

de la leche en diferentes especies, con mucho mayor
énfasis en el bovino (18).

Los componentes de varianza y parametros
genéticos para la produccion de leche en la raza
Siboney de Cuba se muestran en la Tabla 2. Los
valores de heredabilidad (h?) y repetibilidad (r?) de la
produccion de leche en la poblacién Siboney fueron de
0,12y 0,33 respectivamente, los cuales se consideran
valores medios.

En estudios previos realizados en el genotipo
Siboney de Cuba, donde se usé un modelo animal
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TABLA 1. Frecuencias genotipicas y alélicas por locus. /Genotypic and allelic frequencies per locus.

Frecuencia Genotipica (Freq.) Frecuencia alélica
rq a9 p q
Freq. Genotipe Freq. Genotipo Alela Alelo

CASAl BB 0,428 BC 0452 cC 0.120 B 0.654 C | 0345
BCAS AA 0,000 AB 0362 BB 0.638 A 0.131 B | D219
CASA2 AA 0,948 AD 0.045 DD 0.007 A 0.970 D | 0.030
ECAS AA 0,619 AB 0.330 BB 0.051 A 0.734 B | 0215
LAA AA 0.068 AB 0.128 BB 0.804 A 0.132 B | D258
LAG AA 0.059 AB 0527 BB 0414 A 0.323 B | 0677
GHLI127TV LL 0.581 Lv 0.334 Vv 0.083 L 0.748 Vo D252
PEL AA 0.530 AB 0.451 BB 0.010 A 0.764 B | 0235

TABLA 2. Componentes de varianza y parametros genéticos
para la produccion de leche./ Variance components and
genetic parameters for milk production.

Produccion de leche

ol 66267.8
o2, 108630.0
ol 3623400
a2 537237.8
h? 0.12 +0.03
r? 0.33 +0.04

o= varianza genética aditiva; og, = varianza del
ambiente permanente; ¢2 = varianza residual; J§ =

varianza fenotipica total: h® = heredabilidad; r*
repetibilidad.

multicaracter (19), se observaron valores de
heredabilidad (h?) similares a los obtenidos en este
estudio. Con la utilizaciéon del modelo padre-abuelo
materno y la metodologia BLUP, la h?de la produccion
de leche en dos niveles de produccion (normal y bajo)
fue de 0.12+0.05y 0.04 + 0.02, respectivamente (20).

En otro genotipo cubano (el Mambi de Cuba),
con la utilizacion del modelo animal univariado por
Hernandez et al. (21), se observaron valores de h?para
la produccion de leche en tres niveles de produccion
(P1, P2 y P3) de 0,227 + 0,029, 0,059 + 0,015
y 0,170 + 0,020, respectivamente. También se estudié
en este genotipo la h? de la produccion de leche en
la primera lactancia y la produccién de leche total
acumulada de por vida, con valores de 0,15 + 0,03 y
0,10 £ 0,03, para cada nivel de produccién analizado
(22). En el genotipo Cebu Cubano, con la utilizacion del
modelo animal univariado, se obtuvieron valores de h?
de moderada a baja en ambos casos (0,22 + 0,04 en el
grupo ambiental alto y 0,15 £ 0,03 en el bajo) (23). Los
valores de h?estimada para la produccion de leche en
vacas Holstein en México estuvieron entre 0,17 £ 0,02
y 0,19 £ 0,02 en las primera y segunda lactancias, y de
0,.12 + 0,03 en la tercera lactancia (24).

En estudios previos en la raza Siboney de Cuba, la
r? de la produccion de leche tuvo valores medios (19)
similares a los determinados en este estudio. Por otra
parte, en estudios realizados en la poblacién Mambi
se estimaron valores de r’medios y altos (21) y en una
poblacién Holstein se estimaron valores altos (25).

El efecto individual de los ocho SNPs en los genes
estudiados (CASA1, BCAS, CASA2, KCAS, LAA,
LAG, GH y PRL) se presenta en la Tabla 3. De estos
genes estudiados, la LAG (p < 0,05) y la PRL (p< 0,10)
tuvieron un efecto signi¢cativo sobre la produccién de
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TABLA 3. Efectos del genotipo de las proteinas lacteas en
la produccion de leche. /Effect of milk protein genotype on
milk production.

Locus Genotipo n Media P-valor
BB 391 1934.7
CASAL1 BC 413 1913.7 | 0.540
CcC 109 1845.5
BCAS AB 331 1966.1 0.455
BB 582 1870.2
AA 866 1913.4
CASA2 AD 41 2033.0 | 0.547
DD 6 1943.2
AA 565 1870.0
KCAS AB 301 1960.2 | 0.602
BB 47 1863.6
AA 62 1860.4
LAA AB 117 2027.0 | 0.210
BB 734 1885.3
AA 54 1995.8
LAG AB 481 1905.8 | 0.041*
BB 378 1897.3
LL 530 1912.0
GHL127V Lv 305 19053 | 0.353
\'AY% 78 1890.2
AA 492 1810.2
PRL AB 412 2004.2 | 0.0737
BB 9 2403.5
Tp<0.10
*p <0.05

n = numero de animales

leche. Esta esta inAuenciada por muiltiples factores,
que en pocos casos pueden ser controlados en el
trascurso de una investigacion de efecto individual
de genes sobre la produccion de leche. Por eso, es
frecuente encontrar trabajos cientijcos que usan
niveles de signiscacion de 0,10 (4, 26).

Estudios realizados en el norte de Grecia en
animales de la raza Holstein, importados de Francia,
se observo una relacion signigjcativa entre las variantes
alélicas de la LAG y la produccién de leche, diferente
para el locus KCAS, donde solo se observo la relaciéon
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de los genotipos encontrados con el contenido proteico
(27). Por otro lado, los resultados obtenidos por Brym
et al. (28) en ganado lechero Negro y Blanco, muestran
una relacién signiscativa entre las variantes del SNP
de la PRL y la produccion de leche.

Para el ganado Simmental Italiano se ha descrito
que no existieron diferencias signiicativas en la
produccién de leche entre los haplotipos encontrados
de la BCAS y KCAS, mientras que para la LAG se
observd una desviacion aditiva (p< 0,10) para la
producciéon de leche (4). En el caso del ganado de
leche Negro y Blanco en Turquia, donde se estudié el
polimorismo de los loci CASA1, BCAS, KCAS y LAG,
no se encontro relacion signigcativa entre las variantes
geneéticas y el rendimiento en la produccion de leche
(29).

La presencia de nuevos polimorismos en el locus
BCAS se ha estudiado para la raza Holstein Friesian,
donde se evalué el grado de asociacion de esta
variante con la produccion y la composicion proteica
de la leche. En tal sentido, la variante A (BCAS) solo
esta presente en los casos de animales con la variante
B en la KCAS y se observé que esta signigcativamente
asociada con el rendimiento porcentual de las
proteinas lacteas y no con la produccion de leche (30).

Numerosas investigaciones se han desarrollado
para estudiar el efecto del polimorsmo de las proteinas
lacteas en la produccion de leche o su composicion,
pero todavia los resultados son inconsistentes. Esto
se debe a que la produccién de leche esta regida por
un sistema complejo de diferentes factores, a lo que se
suma la utilizacion de diferentes modelos estadisticos
(31).

Los ocho loci estudiados tuvieron un
comportamiento polimérico. Las estimaciones de
heredabilidad y la repetibilidad para la produccion
de leche a los 305 dias fueron moderadas, lo que
indica que es posible obtener una respuesta positiva
a la seleccioén en esta poblacién. Los loci LAG y PRL
tuvieron un efecto signiicativo en la produccién de
leche.
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