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Resumen:

La Biotecnologia ha impactado revolucionariamente en todas las éareas del
conocimiento de la Biologia. En particular, la biotecnologia agropecuaria,
especificamente las aplicadas a la salud y mejora animal, tiene un amplio
abanico de fines diversos que abarca desde el diagndstico de enfermedades, el
desarrollo de vacunas, la mejora genética de las poblaciones para incrementar su
rendimiento o eficacia, la caracterizacion y conservacion de los recursos
genéticos pecuarios y la calidad de alimentos.

La contribucion que la biotecnologia agropecuaria puede brindar, para enfrentar
los grandes retos de garantizar la seguridad alimentaria sin destruir la base de los
recursos del medio ambiente, es un aspecto a considerar.

Desde mediados de la década de los afios 80 del siglo pasado, el Centro
Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA), institucion cientifica creada en 1969,
comienza a trabajar en la introduccion y aplicacion de herramientas
biotecnolégicas en el desempefio de sus objetivos de trabajo, en sus dos ramas
fundamentales: la salud animal y la proteccion vegetal.

En la presente compilacion se exponen algunos resultados de la introduccion de
estas tecnologias en la salud y mejora animal.

Palabras clave: Biotecnologia animal, diagnostico veterinario, estudios raciales
del bovino, epidemiologia molecular

ABSTRACT:

Biotechnology has a revolutionary impact in all areas of knowledge on Biology.
Specifically, agricultural biotechnologies applied to animal breeding and health can
be applied to a wide range of different purposes ranging from the diagnostic of
animal diseases, vaccine development, genetic improvement of animal
populations increasing their performance or effectiveness, characterization and
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preservation of livestock genetic resources and improvement of food destines to
animals.

The contribution offered by agricultural biotechnologies to face the challenges of
ensuring food safety without destroying the base of environment resources is an
aspect to be considered.

Since the beginning of the 80s, the National Center for Animal and Plant Health
(CENSA), which is a scientific institution created in 1969, began working on the
introduction and use of biotechnological tools in the performance of its work goals
in its two main branches: animal health and plant protection.

In this review, some results on the application of these technologies on animal
health and breeding are presented.

(Key words: animal biotechnology; veterinary diagnostic; animal racial studies,
molecular epidemiology)
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INTRODUCCION

Los retos de la agricultura para el siglo XXI son diversos y complejos, por lo que
asumirlos implica efectuar intervenciones de indoles econdmica, social, ambiental
y tecnoldgica. En el mundo existe cada vez mayor demanda de alimentos por
parte de una poblacién creciente, el fendmeno de la globalizacion econémica en
condiciones variables del mercado y una serie de efectos producidos por el
cambio climatico sobre la produccion, por citar algunos de los principales
desafios. (1)

En este contexto, los paises en desarrollo se enfrentan a una creciente
inseguridad alimentaria que empeorara las condiciones de vida de millones de
personas. La necesidad de aumentar, tanto la inversion en investigacion como la
productividad agricola, deben estar en el centro de cualquier estrategia para
reducir el hambre y la pobreza (2).

Segun la FAO (3), el desarrollo y la difusion de nuevas tecnologias son factores
importantes que determinaran el futuro de la agricultura. Este estudio, examiné
tres aspectos de suma importancia: la biotecnologia, las tecnologias que
favorecen una agricultura sostenible y la direccién de las futuras investigaciones.

Desde la creacion del Frente Bioldgico en 1981, Cuba ha trabajado intensamente
en el desarrollo de la Biotecnologia a través de la ejecucion de diferentes
programas, contando con una red de centros para la investigaciéon y formacion del
potencial humano necesario para alcanzar los resultados que hoy se muestra. En
la actualidad, la industria biotecnolégica cubana en general, ha generado 1200
patentes internacionales de diferentes productos. En el 2008, las exportaciones
de éstos se incrementaron en el 20% con respecto al 2007 (4) y hoy la
biotecnologia constituye el segundo renglon de ingresos por bienes exportables

(5).

Desde mediados de la década de los afios 80, el Centro Nacional de Sanidad
Agropecuaria (CENSA), comienza a trabajar en la introduccion y utilizacion de
biotécnicas moleculares en el diagnostico de patologias de interés agropecuario,
apoderandose de tecnologias como la Hibridacion de Acidos Nucleicos (HAN)
(Peralta, 1986, com. pers.), la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (6) y
mas recientemente el PCR en tiempo real (7).

Posteriormente los analisis de secuencias de especies de microorganismos
permitieron el estudio molecular de diferentes patdbgenos como base de estudios
epidemiologicos (6), a lo que se une la utilizaciébn de diversos sistemas de
expresion de genes de diferentes patdgenos para la generacion de candidatos
vacunales (8). Se trabaja ademds, en la utilizacion de técnicas bioinforméticas
para el analisis de los genomas y proteomas de microorganismos de interés para
el disefio de nuevos candidatos vacunales y moléculas terapéuticas (9).

En esta revision se presentan algunos de los resultados de los ultimos quince
afios sobre la utilizacion de herramientas biotecnolégicas en la salud y mejora
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animal en Cuba, obtenidos en el CENSA, como una contribucion a las
investigaciones en Biotecnologia en la esfera animal en nuestro pais. Estos se
agrupan de la siguiente manera:
v Diagndstico de patologias veterinarias de etiologia microbiana
v' Caracterizacion molecular y analisis filogenéticos en virus y bacterias
emergentes de la ganaderia porcina, bovina y aviar
v Introduccion de los analisis moleculares en los estudios raciales del
Programa de Genética Bovina nacional
v" Programa de formacion de recursos humanos en Biotecnologia animal

Diagnostico de patologias veterinarias de etiologia microbiana

El diagnostico en Medicina Veterinaria constituye la base para el control y
erradicacion de las enfermedades, de ahi la necesidad de contar con métodos
cada vez mas sensibles y certeros.

Los métodos de Biologia Molecular se aplican cada vez mas al diagnéstico de las
enfermedades infecciosas. Para que estos métodos se lleguen a utilizar
ampliamente necesitan ser faciles, especificos, seguros, sensibles, reproducibles y
finalmente automatizados para facilitar la evaluacion de gran cantidad de muestras
(10).

Dentro de las aplicaciones de los métodos moleculares se encuentran la
deteccibn de microorganismos no cultivables, de dificil diagnostico,
microorganismos peligrosos o aquellos que estan presentes en pocas cantidades
en los hospederos (10). La deteccion de microorganismos no deseados en
productos y lineas celulares como parte de la calidad de los mismos, es otro
aspecto estudiado a partir de técnicas moleculares (11). Asi mismo, la deteccion a
nivel molecular resulta imprescindible en la determinacién de sustancias o restos
de materiales no permitidos en alimentos, como parte de la vigilancia de
determinadas enfermedades (12).

Para la introduccion de la tecnologia de PCR en el diagnostico, el CENSA
desarrollo la produccion de forma recombinante de enzima Tag DNA Polimerasa
(AmpliCEN), principal fuente de costo en el PCR (13). La obtencién de un extracto
crudo de Taq DNA Polimerasa recombinante posibilité la extension de la tecnologia
de PCR a diferentes sistemas de diagndstico de animales y plantas en el CENSA y
en varios Hospitales e Institutos de investigaciones nacionales que realizan el
diagnostico de importantes enfermedades. Dentro de las aplicaciones del
diagnostico molecular se destacan:

v' Diagndstico molecular de virus de interés veterinario

La emergencia y re-emergencia de enfermedades transfronterizas de los animales
(TADs de sus siglas en inglés) ha tenido un enorme impacto negativo tanto
econdémico como social en todo el mundo. Baste decir que en un periodo de solo
18 meses la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) report6 numerosos
brotes de TADs en tres continentes: fiebre aftosa (Africa, Asia y Sudamérica),
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peste porcina clasica (Africa, Asia y Europa) e Influenza aviar (Africa, Asia y
Europa). Los sistemas de alerta temprana y la deteccion rapida e inequivoca de
estos agentes son vitales para prevenir la diseminacion de las enfermedades a
grandes areas geograficas (14).

El diagndstico y control de enfermedades virales de importancia econdémica ha
progresado de forma notable en la Ultima década, gracias a la aplicacion de
tecnologias de reaccion en cadena de la polimerasa basadas en gel (PCR
convencional) y en deteccién de fluorescencia en tiempo real (PCR en tiempo
real) (15).

El CENSA ha desarrollado, optimizado y evaluado nuevos ensayos de PCR
sensibles y especificos para la deteccion de virus de importancia veterinaria
sobre la base de la recopilacion y el analisis de datos de secuencias de genomas
virales de interés, la seleccion de las dianas de amplificacion y el disefio de
cebadores. Esto incluye la prediccion de eficiencia y especificidad de
amplificacion a través del empleo de herramientas bioinformaticas. Ejemplo de
ello son:

- Un ensayo de RT-PCR multiple para el diagnéstico rapido y diferencial del
virus de la peste porcina clasica de otras infecciones por Pestivirus en
cerdos (16)

- Ensayo de RT-PCR para la deteccion de infecciones por el virus de la
encefalomiocarditis en cerdos (17)

- Ensayo de PCR para la deteccion del virus de la enfermedad de Aujezsky
en muestras clinicas (18)

- Ensayo de RT-PCR en tiempo real para la deteccién de virus de influenza
aviar (1A) subtipo H5 (19) (Fig.1)

Tabla I. Valores de eficiencia de complementariedad de los cebadores propuestos por los

Laboratorios de Referencia de la OIE, para la deteccion de influenza aviar H5 y los
cebadores desarrollados por Lee y col., 2001. (Tomada de Pérez y col., 2012a)

Acoession number_H5 Al isolate Spadkman et al, 2002 Lee et al, 2001 Slombka et al, Slombka et al., VLA, Weybridge,
H5HL1{H5HR1 H5155[ H5699¢ 2007b [3/B2a 2007b H5-kha-1/H5-kha-3 UK HA-875[HA-1114¢

DO366314_H5N 1_CLADED (397]397)297/327)  (350/436) 396/444) (392/415)(293]428) (368/368)(457/457)
EF456805_H5N1_CLADE] (397/397)(308/334)  (350/436) 444/444) (392/415)( 266/428) (368/368)/(449/457)
DO320922_HSN1_CLADE22 (366/397)(308/334)  (350/436) 396/444) (358/415)(293/486) (368/368)/(457/457)
DOBY2769_HSN 1_CLADE4 (397/397)308/334)  (350/436)378/444) (392/415)(3133/428) (368/368)/(457/457)
DO366338_HSN1_CLADE2 4 (397/397)(244/327)  (405/436) 396/444) (392/415)(293428) (317/368)/(457/457)
AY741221_H5N1_CLADEG (397/397)(308/334)  (350/436) 396/444) (392/415)(293/486) (368/368)/(457/457)
DOS14814_HSN1_CLADET (279/397)(308/334) (372436 396/444) (392/415)(293]428) (368/368)/(457/457)
AY950233_H5N1_CLADES (397/397)(308/334) (345436} 396/444) (392/415)(293/486) (368/368)/(457/457)
EFG70479_H5N1_CLADED (397/397))(306/334)  (350/436)){396/444) (392/415)(293/428) (368/368)/(457/457)
DOAE6532_HSNI_2007_Canada  (257/415)(300/428)  (210/368)(3594/457)  (261[334)(327/327)  (239/436)(272/444) (250/369)/(320/397)
EF491876_H5N1_2008_Canada (318 415},(_129,423\ (210/368)(394/457)  (261§334)(207/327)  (239/436){308/444) 25003601 /1320/397)
CY036365_H5N2_2001_USA e 7} (334)334)[327/327)  (242/436)§{302/444) (223 432},(304,423\
EFG07854_HSN1_2007_USA (210/368))(394/457)  (261)(334)(297/327) (250/369)/(320/397)
CY028235_H5N2_2007_USA (210/368)(394/457)  (261§334)(297/327) (250/369)/(320/397)
EUB71921_H5N7_2008_USA (257 415},(_100,423\ (210/368)303/457)  (261/334)){327/327) 2500160V TI0/197)
AY497096 CK Mexico/232/94 (369[3IGON(397/397)  (334/334)/(327327)  (242/436))(203/444)

(H5N2)
GUOS2636_CK/EL Salvador| (334/334)(327/327)

102711-2/2001 (H5N2)
GUI86557_CK/Guatemala/ (334/334)(327/327)

194573/2002 (H5N2)
ELMI99401_CK G uate mala/ (334/334)/(279/327)

F70475-4[2003 (H5N2)
DO256383_A parrot/CA/ (334/334)(308/327)

60322004 (H5M2)
AB275427_CK flbaraki/ 10/ (334/334)(327/327)

2005 (HSM2)
EJ8E4650_CK Mexico 435/ (334/334)/(3271327)

2005 (HSM2)
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Fig. 1. Ensayo de RT-PCR en tiempo real para la deteccion especifica del virus de influenza aviar
subtipo H5, basado en SYBR-Green y la pareja de cebadores seleccionados de la Tabla 1. Ay C)
curvas de amplificacion que muestran la sensibilidad del ensayo por dosis infectivas y numero de
copias respectivamente. B y D) rango lineal en amabas condiciones. E) Curvas de disociacion
especificas de muestras positivas y negativas del ensayo que muestran su especificidad. Tomada

de Pérez y col, 2012a

Como se puede apreciar, los cebadores utlizados por los laboratorios de
referencia no detectan todas las cepas (cepas americanas, europeas Yy las nuevas
cepas emergentes del nuevo linaje México B) a diferencia de los cebadores
reportados por Lee y col, 2001. 20. Esto queddé demostrado por primera vez por el
estudio “in silico” desarrollado en el CENSA, mediante un nuevo ensayo de RT-
PCR en tiempo real (Fig. 3).

- El desarrollo de nuevas tecnologias de amplificacion en tiempo real para la
deteccién de virus emergentes que afectan al cerdo, exéticas, reemergentes
y transfronterizas: Multiple para la deteccién simultanea de circovirus porcino
2 (PCV2), torque teno sus virus 1 (TTSuV1l) y 2 (TTSuV2), parvovirus
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porcino (PPV) y el virus de la enfermedad de Aujezsky (EA) (21) y para
nueva cepas emergentes del virus de la peste porcina clasica (22)

v" Diagnéstico del Sindrome Respiratorio Cronico aviar (SRC).

Una de las patologias de mayor impacto econémico en la avicultura mundial es el
SRC, enfermedad infecto-contagiosa cuya etiologia es un complejo multifactorial
donde intervienen varios agentes y factores, reconociéndose a Mycoplasma
gallisepticum como el agente etiolégico principal (23). En los ultimos afios se ha
reportado ademas la participacion de cepas altamente virulentas de Mycoplasma
synoviae. EI CENSA desarroll6 el diagndstico basado en PCR. La aplicacion de
esta metodologia contribuyé al estudio de la etiologia del SRC en Cuba, ofreciendo
un sistema de diagnastico eficiente (24).

v Diagndstico del sindrome respiratorio porcino (SRP)

- Se establecieron sistemas de PCR simple para la deteccion y caracterizacion
de dos entidades bacterianas: Streptococus suis y Pasteurella multocida (Fig.
5). Se reporto por primera vez la presencia de los tipos capsulares cps2 y cps9
de S. suis. El estudio de tres marcadores genéticos muramidasa (mrp), factor
extracelular (ef) y la hemolisina (syl) asociados a la virulencia de esta entidad,
mostr6 6 genotipos diferentes, de los cuales el genotipo mrp'ef'syl'cps2” fue el
mas frecuente, aislado incluso de procesos invasivos. La tipificacion molecular
realizada a los aislados de P. multocida, demostrd la presencia de 2 tipos
capsulares A y D, el estudio de marcadores de patogenicidad-adherencia
fimbria (fim), proteina externa (ompH), sialidasas (han H y nan B) en estos
aislados reveld la presencia de diferentes genotipos. (25)

- Se ratificd la presencia de Mycoplasma hyopneumoniae, M. hyorinis y
Ureaplasma ssp asociados a esta patologia. (26)

v' Deteccion de restos mamiferos en muestras de harinas y piensos

Este aspecto fue abordado por la necesidad de implementar un programa de
vigilancia para la Encefalopatia Espongiforme Bovina (BSE), comenzando asi el
uso de estas tecnologias moleculares en trabajos relacionados con la seguridad
alimentaria en el laboratorio de Biologia Molecular del centro. Se introdujo un
método de PCR que permite la rapida identificacion de los materiales de origen
bovino en los piensos destinados al consumo animal. ElI ensayo de PCR
desarrollado permitid la deteccion de materiales de origen bovino presentes en los
concentrados comerciales (27), y de otras especies animales (28). En la actualidad
se analizan todas las muestras de harinas y concentrados de importacion en el
pais.

v Deteccién de microorganismos del género Micoplasma como parte del control
de la calidad de productos biotecnoldgicos.

En las ultimas décadas se ha establecido la deteccion del género Micoplasma

como parte del sistema de aseguramiento de la calidad de la industria
biofarmacéutica en aquellos productos que en su obtencion utilizan biolégicos
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(Ej. anticuerpos monoclonales, lineas celulares, entre otros). ElI PCR, fue
aprobado por la Farmacopea Europea 5.8 (29) como técnica para la deteccion de
rutina de estos microorganismos en productos biofarmacéuticos. El Laboratorio de
Diagnéstico de Micoplasmas (MYCOLAB), puso a punto un ensayo de PCR gque
cumple con los requisitos de estabilidad, sensibilidad y especificidad
recomendados (30) (Fig. 2).

En la actualidad el Laboratorio MYCOLAB esta categorizado como un laboratorio
Acreditado por el Organo Nacional de Acreditacion de la Republica de Cuba (31) y
ha sido designado por la OIE (32) como Laboratorio de Referencia para la
Micoplasmosis aviar.

Fig. 2 Deteccién de micoplamas en cultivos de células, sueros y productos biotecnolégicos
mediante técnicas micoplasmolégicas y moleculares

v' Obtencién de proteinas recombinantes para su utilizacion como antigenos
en técnicas serologicas e inmunoquimicas para el diagnéstico.

La obtencion de antigenos recombinantes constituye uno de los pilares de la
biotecnologia ya que se pueden obtener proteinas bioldgicamente activas.

Por otra parte, el desarrollo de ensayos rapidos, no instrumentales, para su
realizacion al lado del animal, que brinde resultados en minutos, marca tendencias
actuales en el diagnéstico veterinario (33). En Cuba, el CIGB de Sancti-Spiritus
cuenta con la tecnologia de Tiras reactivas de flujo lateral que permite sistemas
simples y rapidos para su uso en el campo y en los laboratorios territoriales,

El sistema actual de diagnostico de las hemoparasitosis en Cuba requiere de
metodologias sensibles, especificas y reproducibles (34), particularmente para A.
marginale resulta de interés si se tiene en cuenta que el diagndstico serolégico es
el de eleccion.

Para la PPC, principal problema zoosanitario nacional, resulta de interés la
evaluacion de la respuesta a la vacunacion, herramienta indispensable del programa
de control.

Se obtuvieron proteinas recombinantes de Anaplasma marginale y del virus de la

PPC, que han demostrado la factibiidad de su uso en ensayos
inmunocromatograficos de flujo lateral (35) (36).
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Caracterizacion molecular y analisis filogenéticos en virus emergentes en la
ganaderia porcina, bovina y aviar.

En la actualidad, el analisis filogenético es una poderosa herramienta y su
aplicacion a estudios de epidemiologia molecular contribuye a desarrollar
estrategias para el control de enfermedades infecciosas (37). Esto es
especialmente significativo en las enfermedades virales debido a las elevadas
tasas de cambios en el genoma viral, lo que permite extraer conclusiones sobre el
origen de un linaje y/o la influencia de presiones inmunoldgicas y ambientales a
través de analisis de presion de seleccion (38).

Las reconstrucciones filogenéticas se usan fundamentalmente en la diferenciacion
y clasificacion de aislados incluidos en el nivel de especie, principalmente en
genotipos, en estudios de epidemiologia molecular asi como en estudios de
evolucion de determinados agentes virales bajo condiciones ambientales
especificas (37). La diferenciacion de los diferentes genotipos virales tiene una
gran relevancia en el diagnostico, especialmente cuando cepas de diferente
potencial patogénico co-circulan en una poblacién determinada (37).

Uno de los grandes aportes del analisis filogenético esté directamente relacionado
con los estudios de epidemiologia molecular (37). A través de inferencias de
filogenia se puede determinar el origen de cepas virales introducidas en un pais
(39) asi como la evolucion de determinados genotipos virales en el campo (40).

En el CENSA desde fines de la década del 90 se han potenciado los estudios
basados en analisis filogenéticos que unido a los datos epidemioldgicos han
fomentado el desarrollo de la epidemiologia molecular como una ciencia
emergente y esclarecedora de interrogantes ante brotes de agentes virales,
ejemplo de ello lo han constituido, estudios realizados con el virus de la peste
porcina clasica, el circovirus porcino tipo 2, los torque teno sus virus 1y 2, el virus
de la influenza aviar y de los coronavirus bovino y aviar.

v Virus de la peste porcina clasica

-Estudios de epidemiologia molecular en el brote del 1993 del virus de la peste
porcina clasica (PPC) permitieron esclarecer que la reemergencia de la
enfermedad era una reintroduccién interna (Fig. 8) (6).

-Analisis posteriores sobre este agente evidenciaron que el mismo habia
evolucionado hacia poblaciones virales con cambios no sinénimos en la proteina
E2 que sugerian un escape a la vacunacion (40).

-Resultados recientes demostraron la presion de seleccién de la vacuna sobre la
cepa de campo y la disminucién de la diversidad genética del virus en el pais
generado por un efecto cuello de botella dado por la accion de la vacuna (Fig.
3)(41).
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Fig. 3. Andlisis filogenético de los virus de campo de la peste porcina cubanos. En
el panel A se muestra el arbol filogenético obtenido con el programa MrBayes, y
ademas los valores de presion de seleccién entre ramas calculados con el PAML
4.3 expresados como (w=dN/dS). Este resultado evidencia que todos los aislados
cubanos pertenecen al mismo genotipo (1.2) y que la vacunacién no ejerce un
cambio de genotipo alun cuando ejerza cambios en la secuencia de los sitios
antigénicos de la E2. En el panel B se muestra la divergencia el tiempo de los
aislados cubanos a partir de su ancestro comun (cepa Margarita) asi como la
divergencia genética poblacional de las cepas virales de campo, determinada por
un andlisis de coalescencia (panel B debajo). Los analisis del panel B se realizaron
con el programa BEAST v6.1. Estos datos evidencia que las cepas de campo
cubanas han divergido en el tiempo de su ancestro y que su diversidad ha
disminuido haciendo homogénea la poblacion viral en los Ultimos 17 afios, como
causa posiblemente, de un efecto cuello de botella en el que solo sobreviven las
misma cepas virales que escapan a la respuesta del hospedero a la vacunacion
contra este agente viral. Tomado de Pérez y col., 2012d

v" Circovirus porcinotipo 2
- Estudios de clasificacion del genotipo viral circulante en el pais (7)

- Determinacion de la introduccion del virus en la isla (42), lo que demostré por
primera vez a nivel internacional que para virus recombinantes las redes
filogenéticas de haplotipos son capaces de determinar mejor el origen de un

agente que los arboles filogenéticos clasicos.
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v/ Coronavirus aviar. Virus de la bronquitis infecciosa aviar

Estudios fiologenéticos realizados con la region hipervariable del gen que codifica
para la proteina de la espicula de este agente ha permitido determinar circulan en
Cuba al menos tres genotipos diferentes del virus y que esto podria ser un
problema para el actual programa de vacunacion establecido para su control en el
pais (43)

v" Coronavirus bovino. Diarrea invernal bovina

Un estudio de epidemiologia molecular realizado a partir de secuencias completas
del gen S de coronavirus bovino permitié determinar la diversidad genética de las
cepas circulantes en las diferentes regiones de Cuba y su posible origen. (44)

v" Virus de influenza aviar

El virus de influenza aviar subtipo H5 es exdtico para Cuba, no obstante brotes de
enfermedades respiratorias ocasionadas por este agente viral han sido reportados
en paises de Centro América y el Caribe, por lo que la vigilancia para este agente
viral es de gran importancia en nuestro pais. A partir de secuencias depositadas
en la base de datos GenBank por investigadores mexicanos, se determiné que el
nuevo linaje MéxicoB (Figura 4b) escapaba al ensayo de referencia para la
deteccion del subtipo H5 (45) por la falta de complementariedad de las
secuencias de este nuevo linaje emergente, la sonda de hidrdlisis del ensayo y los
cebadores (Figura 4a), por lo tanto era necesario un nuevo ensayo para la
deteccion especifica de este agente. Esta decision de cambio de protocolo para la
deteccion del virus de H5 por parte del laboratorio del Virologia Animal del
CENSA estuvo soportado por este analisis de epidemiologia molecular. (ver
acapite de diagnostico)

La novedad e impacto cientifico de los resultados expresados con anterioridad en
el campo del diagndstico, caracterizacion molecular y analisis filogenético de virus
emergentes para la ganaderia porcina, bovina y aviar fueron reconocidos por la
OIE que designoé al CENSA como Centro Colaborador para la epidemiologia y
diagnostico de enfermedades transfronterizas, emergentes y reemergentes de los
animales (46)
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Fig. 4. Analisis de secuencias y filogenético para el virus de influenza aviar H5.

Como se observa en la figura los aislados del nuevo linaje emergente B (sefialados en
recuadros), son los que se escapan al ensayo de referencia propuesto para este virus en el
continente americano. Tomado de Pérez y col., 2012a

Analisis moleculares en los estudios raciales de bovinos en Cuba.

Los genes vinculados a las caracteristicas productivas, como los relacionados con
la resistencia a las enfermedades o la adaptacion a condiciones ambientales
adversas, se pueden identificar y transferir a entornos mas productivos, mediante
seleccion asistida por marcadores o modificaciones genéticas Estas aplicaciones
pueden ser especialmente Utiles en paises en desarrollo (3).

En la actualidad es posible emplear un conjunto de herramientas moleculares que
permiten acceder a todos los sitios del genoma de la especie en cuestion mediante
la deteccion de marcadores genéticos que identifiguen a los individuos
pertenecientes a la misma poblacién y a su vez, determinen su variabilidad.

La introduccion de las herramientas moleculares en este campo comenzaron en el
CENSA en el aflo 2002 con el empleo de los microsatélites para determinar
paternidad en bovinos cubanos (47). Los trabajos se extendieron a la amplificaciéon
por PCR de los genes que codifican para las proteinas lacteas de una vaca alta
productora de leche, recordista mundial en produccion de leche y dos de sus
descendientes (48). Posteriormente se  extendid esta tecnologia a la
caracterizacion de tres razas bovinas cubanas: Criollo de Cuba, Cebu cubano y
Siboney de Cuba (49).

Con relacion al ganado bovino Criollo Cubano, producto del prolongado proceso
de seleccion natural casi empiricamente dirigido, descendientes del ganado Bos
taurus traido por los espafioles a Cuba y del ganado procedente de Africa, con
genes Bos indicus, se realizO su caracterizacion mediante herramientas de
tipificacion de seis proteinas lacteas, marcadores de polimorfismos de ADN
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amplificados aleatoriamente, 30 loci de microsatélites, la region D-loop del ADNmt
y seis microsatélites del cromosoma Y. Se confirmé la presencia de genes de Bos
indicus en el Criollo Cubano, supuestamente Bos taurus puro, con potencial
genético para ser utilizado en programas de mejora de la calidad de la leche. Se
comprobd que existe una elevada variabilidad genética en el rebafio, con alelos
propios de la raza y un patron intermedio entre ambos extremos uniparentales por
la composicion haplotipica del ADNmt (50).

A su vez, la variacion molecular del cromosoma Y evidencia un proceso reciente
de introgresion del ganado Cebu, mediada por los machos, lo que concuerda con
su origen historico (50). Por primera vez se logra la caracterizacion molecular de
un genofondo de interés para la ganaderia cubana, con casi todos los marcadores
disponibles para estos fines. Esta es una valiosa contribucion al conocimiento de
la variabilidad genética del ganado Criollo de Cuba, como punto de partida y base
para el disefio y desarrollo de programas de mejora productiva y conservacion de
esta raza autoctona, ya sea in situ 0 ex situ.

A partir de estos andlisis se brindan tecnologias moleculares para el estudio de
razas autoctonas con vistas al incremento de la potencialidad productiva lechera en
condiciones tropicales, resistencia a enfermedades y su contribucion a la
conservacion de la biodiversidad. Fig. 5

. Cuban Creole
. Siboney of Cuba
@ Taino of Cuba
@ WNambi of Cuba
. Cuban Zebu

Fig. 5: Arbol “Neighbor-Joining” basado en las distancias genéticas entre todos los
animales, estimadas por el logaritmo de las proporciones de alelos compartidos. Cada
linea representa un animal individual y los rebafios se diferencian por colores de acuerdo
a la leyenda.
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Formacion de talento humano: Doctorado en Biotecnologia Agricola, Mencion
Animal.

Una parte importante del desarrollo de la Biotecnologia es la formacion de recursos
humanos a todos los niveles (4).

La formacion de capital humano es uno de los objetivos fundacionales del CENSA.
Desde la década del 80 hasta los presentes numerosos han sido las acciones
realizadas para la inclusion de las herramientas biotecnologicas en sus programas
de formacién entre ellos, cursos y entrenamientos especializados, tesis de
diplomas y doctorales de estudiantes, profesionales e investigadores de la
institucion y otros centros nacionales y extranjeros. A partir de 1997 se implement6
el Programa de Maestria de Microbiologia Veterinaria, certificado por el Sistema
Nacional de Acreditacion del Ministerio de Educacién Superior; cuyas tres
menciones aplican las herramientas moleculares.

La preparacion del talento humano de los paises en desarrollo, especificamente los
paises del ALBA, para impulsar la incorporacion y aplicacion de estas tecnologias y
su impacto en la agricultura, es el objetivo prioritario del Doctorado en Biotecnologia
Agricola, Mencion Animal que se realiza desde el 2006 entre el CENSA y la Escuela
Socialista de Agricultura Tropical (ESAT) de la Republica Bolivariana de Venezuela.
Este Programa Curricular fue aprobado por el Consejo Nacional de Universidades
de este pais y ejecuta su cuarta edicion en la actualidad.

CONSIDERACIONES GENERALES

Los resultados obtenidos por el CENSA en la aplicacion de las herramientas
biotecnoldgicas en el diagndéstico, caracterizacidon molecular y analisis filogenético de
virus y bacterias patdgenas a las especies animales de interés econémico asi como
en los estudios raciales de la ganaderia bovina, han tenido un impacto cientifico y
productivo positivo en el desarrollo pecuario nacional.
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