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RESUMEN: Se han realizado estudios previos para la determinación del genotipo del  SNP en el exón ocho
del gen receptor de la hormona del crecimiento (GHR), causante de la sustitución aminoacídica F279Y y el
SNP en el exón tres del gen receptor de la prolactina (PRLR) que provoca la sustitución aminoacídica S18N.
Se describe que ambos polimorfismos están fuertemente asociados al rendimiento y componentes lácteos.
Nuestro objetivo fue describir dos nuevas metodologías para identificar dichos polimorfismos y determinar las
frecuencias génicas para ambos loci en la raza Siboney de Cuba (N=130). Las metodologías propuestas fueron
la amplificación creando el sitio de restricción (ACRS) en el locus GHR y la reacción en cadena de la polimerasa
(PCR) combinada con polimorfismo de longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) en el locus PRLR.
Se identificaron los tres genotipos en ambos loci, con frecuencias en el locus GHR de 0.517, 0.428 y 0.025
para los genotipos FF, FY y YY respectivamente, mientras que la frecuencia de los genotipos SS, SN y NN
fueron de 0.686, 0.24 y 0.074 en el locus PRLR. Ambos loci se encuentran desviados de la condición de
equilibrio Hardy-Weinberg (p<0.05).
Palabras clave: bovino, gen GHR, gen PRLR, frecuencia alélica.

Genetic polimorphism in growth hormone receptors and prolactin in Siboney de Cuba.
Development of methodologies

ABSTRACT: There are several previous studies on the typing of  SNP in exon eight of the growth hormone
receptor gene (GHR) causing F279Y amino acid substitution, and SNP in exon three of the prolactin receptor
gene (PRLR) causing S18N amino acid substitution. Both polymorphisms have been strongly associated with
milk yield and milk components. The aim of the present study was to describe two new methods to identify
these polymorphisms and determine gene frequencies for both loci in the breed Siboney de Cuba (N = 130).
The genetic polymorphism of the GHR locus was detected by amplification creating restriction sites (ACRS),
and the genetic polymorphism of the PRLR locus was detected by polymerase chain reaction (PCR) combined
with restriction fragment length polymorphism (RFLP). Three genotypes were identified in both loci, with
frequencies in the GHR locus of 0.517, 0.428 and 0.025 for genotypes FF, FY and YY respectively; and the
frequency of genotypes SS, NS and NN were 0.686, 0.24 and 0.074 in the PRLR locus. Both loci do not fit
Hardy-Weinberg equilibrium in this population (p <0.05).
Key words: cattle, GHR gene, PRLR gene, allele frequency.
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INTRODUCCIÓN

Por las diversas funciones que tienen en el organis-
mo, los genes que codifican para la hormona del creci-
miento (GH) y la prolactina (PRL) han sido incluidos
en numerosos estudios. De la GH se conoce su espe-
cial participación en crecimiento pos-natal y produc-
ción de leche en mamíferos (1,2). La PRL es un regu-
lador esencial del desarrollo de la glándula mamaria,
que actúa en sinergismo con otras hormonas durante
la pubertad y la preñes (3,4,5,6). La actividad de estas
hormonas es mediada por receptores ubicados en la
membrana celular para la GH; es el receptor de la hor-
mona de crecimiento (GHR) quien regula su función
(7,8) y la actividad de la PRL está regulada por el re-
ceptor de la prolactina (PRLR), que participa en nume-
rosas actividades endocrinas (9,10,11) y es un miem-
bro de la familia de las citoquinas receptoras de super-
ficie de membrana celular (12,13).

En el bovino, el GHR está codificado por un único
gen que se localiza en el cromosoma 20 (14). Dicho
gen está constituido por nueve exones (enumerados
del 2-10), siendo la parte que se traduce en proteína y
una extensa región no codificante en la región 5´, la
que origina diferentes variantes de mRNA (15). El gen
que codifica para PRLR también se ubica en el
cromosoma 20 en el bovino, a una distancia aproxima-
da de 7Mb del GHR (16) y se describe con un total de
10 exones, de los cuales del 3 al 10 son los exones
codificantes (17).

En el gen que codifica para GHR se ha prestado
especial atención al polimorfismo F276Y por encon-
trarse evidencias de alto grado de influencia en el por
ciento de proteína y grasa (8) y en el rendimiento en la
producción de leche (18,19,20). Por otra parte, el
polimorfismo S18N del gen que codifica para PRLR se
asocia al rendimiento de la producción láctea y sus
componentes (8,21,22).

Para la identificación de estos polimorfismos
genéticos se utilizaron  metodologías como el alelo
discriminante y la extensión de oligonucleótidos en el
estudio realizado por Viitala et al. (8) y la secuenciación
en los estudios de Blott et al. (18) y Waters et al. (19).
El uso de estas metodologías precisa de un
equipamiento costoso que encarece la técnica y dis-
minuye las posibilidades de procesamiento de un el
elevado número de muestras. Por ello se han realiza-
do investigaciones donde se hace uso de la reacción
en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction,
PCR) combinada con polimorfismo de longitud de los
fragmentos de restricción (restriction fragment length
polymorphism, RFLP) en estudios de polimorfismos
del locus GHR (23,24).

En tal sentido, se propone el empleo de la metodolo-
gía amplif icación creando el sitio de restricción
(amplification created restriction sites ACRS) para iden-
tificar el polimorfismo F276Y en el locus GHR y las
metodologías PCR-RFLP en la identificación de las va-
riantes polimórficas S18N del locus PRLR. Es por ello
que el objetivo del presente trabajo fue describir dos
nuevas metodologías para identificar los polimorfismos
F276Y del locus GHR y S18N del locus PRLR, así como
determinar las frecuencias génicas para ambos loci en
la raza Siboney de Cuba. Dichas metodologías podrán
ser utilizadas en las evaluaciones genéticas del ganado
bovino en general, tomando las regiones estudiadas aquí
como genes candidatos a ser incluidos en los progra-
mas de selección genética, con particular importancia
en la implementación de la selección asistida por mar-
cadores dirigida a la mejora de la calidad de la leche.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material genético

Se incluyeron en el estudio un total de 130 vacas
de la raza Siboney de Cuba, a las que se les extrajo
sangre periférica, con pleno cumplimiento de las nor-
mas del comité de ética y bienestar animal. Se em-
plearon 0.5mL de EDTA 0.5M  como anticoagulante y
se procedió a la extracción y purificación del ADN
mediante el método de precipitación salina descrito
por Miller et al. (25). Se determinaron las concentra-
ciones de ADN por espectrofotometría, con lecturas
de absorbancia a 260nm y se procedió a realizar las
correspondientes diluciones para trabajar con mues-
tras con una concentración de 20pmol/µL.

Genotipado de los receptores de GH y PRL

Para el estudio de los polimorfismos que se mues-
tran en la Tabla 1, se desarrolló la metodología de
amplificación con creación de  sitio de restricción en el
locus GHR, donde se colocó el nucleótido A en la posi-
ción 23 del GHR_1 en el extremo 3´ y la metodología
de polimorfismo de longitud de los fragmentos de res-
tricción para el caso PRLR.

Los oligonucleótidos empleados en la reacción en
cadena de la polimerasa  se  diseñaron  con el empleo
del programa Vector NTI AdvanceTM 11.0 (Invitrogen
Corporation 2008) (Tabla 2). El volumen final de la
reacción fue de 25µL constituida por buffer de reacción
10X (conteniendo 10mM TrisHCl, pH 9.0; 50mM KCl y
0.1% Triton X-100), 50mM MgCl2, 1.25mM dNTPs,
20nmol/µL de oligonucleótido correspondiente y 5U de
ADN polimerasa comercial (Fermentas), con 50ng/µL
de ADN molde completando  el volumen final con agua.
El programa de amplificación empleado para ambos
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locus fue similar, solo varió la temperatura de alinea-
miento. El mismo constó de un ciclo de  94oC por 5min
en la etapa de desnaturalización, seguido por 32 ci-
clos de 94oC por 1min, 1min de alineamiento y 72oC
por 1min, el tiempo final de extensión fue de 5min a
72oC. Se utilizó un termociclador Mastercycler
Eppendorf® de 96 pocillos.

Después de proceder a chequear la amplificación
por electroforesis en gel de agarosa 2%, utilizando Blue
Green Loading Dye I (LGC Biotecnologia) como agen-
te intercalante, se tomaron 10µL del producto amplifi-
cado y se procedió a la digestión con las enzimas
específicas de la casa comercial Promega, para cada
uno de los fragmentos las cuales se muestran en la
Tabla 3. La temperatura de incubación fue de 37oC du-
rante 3 horas. Para la comprobación de la digestión se
se realizó en gel electroforesis de agarosa al 2%, TBE
0.5X, con tinción de Blue Green Loading Dye I (LGC
Biotecnología), empleando 0.3µL por cada 5µL de pro-
ducto digerido, comparado con un marcador de peso
molecular de 100pb (Promega) y observado bajo luz
UV en transiluminador (CONSORT).

Procesamiento estadístico

El programa GENEPOP versión 3.4 (26,27) fue
empleado para realizar el cálculo de las frecuencias
alélicas, genotípicas y la prueba exacta de la desvia-
ción de los locus del estado de equilibrio Hardy-
Weinberg. El cálculo de la heterocigosidad observada
(Ho) y esperada (He) por locus se realizó usando el
programa ARLEQUIN (28).

RESULTADO Y DISCUSIÓN

A partir del empleo de los oligonucleótidos diseña-
dos se obtuvo un fragmento amplificado de 242pb para
el locus GHR, permitiéndose la creación de un sitio de
restricción reconocido por la enzima SspI que posibili-
tó identificar las dos variantes alélicas relacionadas
con el polimorfismo proteico F279Y (Figura 1). En el
locus PRLR, el fragmento amplificado fue de 171pb,
donde se incluyó el sitio de restricción reconocido por
la enzima DdeI lo que permitió  identificar las variantes
alélicas relacionadas con el polimorfismo proteico S18N
en dicho locus (Figura 2).

El alelo F del locus GHR tuvo una mayor frecuen-
cia, con valores de 0.746 (Tabla 4). El comportamiento
de la frecuencia de este alelo es similar en otras razas
estudiadas. Por ejemplo en siete razas estudiadas por
Fontanesi et al. (23) (Holstein Friesian Italiano, Brown

TABLA 1. Ubicación de los polimorfismos estudiados./ Location of the studied polymorphisms  

Locus Nombre del Gen Ubicación en 
Genbank 

Sustitución Polimorfismo Exón 

GHR Growth Hormone Receptor AM161140 4962 (T/A) F279Y 8 
PRLR Prolactin Receptor AJ966356 1267-68 (GT/AC) S18N 3 

 

TABLA 2. Oligonucleótidos empleados en la amplificación de los fragmentos GHR y PRLR./ Used oligonucleotides in 
the amplification of GHR and PRLR fragments  

1 Temperatura de alineamiento. 
 

Oligonucleótidos Locus Nombre 
(5´-3´) 

Fragmento 
Amplificado 

Ta (oC)1 

GHR_1 ATACTTGGGCTAGCAGTGACATAAT GHR 
GHR_2 GATAAAACTGAGACCTGTGTTGTCT 

242pb 51 

PRLR_1 CCTGTGGAAAGAGGAAGGAG PRLR 
PRLR_2 GACTGTGATGGATTCTCCCC 

171pb 55 

TABLA 3. Enzimas de restricción empleadas en el 
genotipado de los fragmentos amplificados./ Used 
restriction enzymes to genotype the amplified fragment 
 

Locus Enzima Buffer 
Específico 

Sitio de corte 

5´..AAT*ATT..3´ GHR SspI NEBufer 2 
3´..TTA*TAA..5´ 
5 .́.C*TNAG..3´ PRLR DdeI NEBufer 3 
3 .́.GANT*C..5´ 
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Italiano, Simmental Italiano, Jersey, Rendena, Reggiana
y Modenese) se aprecian valores de frecuencias del
alelos F que van desde 0.772 a 0.947. Igualmente en
los seis grupos de datos estudiados por Blott et al.
(18) se aprecia el alelo F con una mayor frecuencia,
con valores que van desde 0.825 a 0.94. En cambio,
los estudios realizados en Holstein Chino mostraron
frecuencias del alelo F inferiores al alelo Y con valores
de 0.366 y 0.634, respectivamente (24).

En el locus PRLR el alelo S (Tabla 4) fue el de ma-
yor frecuencia. Los estudios realizados por Lü et al.
(29) informan frecuencias del alelo S que van desde
0.596 a 0.802 en las cinco razas nativas Chinas, por lo
que la frecuencia encontrada en el Siboney de Cuba

se encuentra próxima a estas razas. En el Holstein
Chino también se describe el alelo S con una mayor
frecuencia, pero su valor está más cercano a la fre-
cuencia del alelo N por el gran número de animales
homocigotos para el mismo (22).

Se observaron los tres genotipos en ambos loci.
En el caso del locus GHR se han descrito  los tres
genotipos en la mayoría de las razas estudiadas. Tal
es el caso de los seis grupos estudiados por Blott et
al. (18), la población Holstein estudiada por Li-Juan et
al. (24) y las siete poblaciones estudiadas por Fontanesi
et al. (23). En tres de ellas no se observó el genotipo
YY (Brown Italiano, Jersey y Modenese). En la mayo-
ría de las razas estudiadas el genotipo con una mayor

 

FIGURA 1. Amplificación y digestión del GHR, Línea M:
MPM 100pb, Línea 1: producto amplificado, Línea 2:
genotipos FF, Línea 3: genotipos YY, Línea 4: genotipos FY,
Línea 5: control negativo./ GHR amplification and
digestion. Line M: MWM 100bp, Line 1 amplified product,
Line 2: FF genotype, Line 3: YY genotype, Line 4: FY
genotype, Line 5: negative control.

FIGURA 2. Amplificación y digestión del PRLR, Línea M:
MPM 100pb, Línea 1: producto amplificado, Línea 2:
genotipos NN, Línea 3: genotipos SS, Línea 4: genotipos
NS, Línea 5: control negativo./ PRLR amplification and
digestion, Line M: MWM 100bp, Line 1 amplified product,
Line 2: NN genotype, Line 3: SS genotype, Line 4: NS
genotype, Line 5: negative control

TABLA 4. Frecuencia alélica y genotípica, heterocigocidad observada (Ho) y esperada (He) y prueba exacta de 
equilibrio Hardy-Weinberg./ Allele and genotype frecuency, heterocygocity (Ho),expected heterocygocity (He) and 
Hardy-Weinberg equilibrium test  
 

Locus Alelos Genotipos Ho He P-valor 
F 0.746 FF 0.517 
Y 0.254 FY 0.458 

GHR 

  YY 0.025 

0.458 0.381 0.030* 

S 0.806 SS 0.686 
N 0.194 SN 0.240 

PRLR 

  NN 0.074 

0.240 0.314 0.016* 

  *p<0.05  

M 1 2 3 4 5 M

171
96 y 75

M 1 2 3 4 5 M

171
96 y 75

 

M 1 2 3 4 5 M 

242 
217 
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frecuencia fue FF (18,23), con excepción del compor-
tamiento de este locus en el Holstein Chino donde el
genotipo más f recuente fue el YY (24). La
heterocigosidad observada es superior a la esperada
en el Siboney, observándose un desvío del estado de
equilibrio Hardy-Weinberg (p<0.05). Similar estado de
desviación del estado de equilibrio Hardy-Weinberg se
describe en la raza Holstein Chino (24), mientras que
para las siete razas estudiadas por Fontanesi et al.
(13) no se observa en ninguna de ellas un desvío signi-
ficativo de dicho estado de equilibrio.

El genotipo SS es el de mayor frecuencia encon-
trado en el locus PRLR para el Siboney. De forma si-
milar se comporta la raza estudiada por Zhang et al.
(22), donde la heterocigosidad observada es menor que
la esperada con una desviación significativa de la con-
dición de equilibrio Ardy-Weinberg (p<0.05). En las ra-
zas estudiadas por Lü et al. (29) se observó en una de
ellas (Qinchuan) una desviación muy significativa del
estado de equilibrio Ardy-Weinberg para este locus
(p<0.01). En el Holstein Chino también se observó este
locus fuera del estado de equilibrio Ardy-Weinberg (22).

Las metodologías desarrolladas sirven de base para
la utilización en los protocolos de tipificación para la
determinación de la estructura genética de poblaciones
bovinas, específicamente  para los dos loci estudiados
y a su vez, posibilitan la inclusión de ambos receptores
como indicadores de selección en los programas de
mejoramiento genético, específicamente dirigidos a la
mejora de la calidad de la leche en bovinos.

CONCLUSIONES

Se dispone de dos metodologías que permiten iden-
tificar los polimorfismos F276Y del locus GHR y S18N
del locus PRLR, cuya información pudiese ser utiliza-
da en programas de selección asistida por marcado-
res, las cuales permitieron identificar las dos variantes
alélicas en los loci estudiados y a su vez determinar
que ambos loci se encuentran desviados de la condi-
ción de equilibrio Ardy-Weinberg.
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