Zootecnia Trop., 33 (3): 219-227. 2015

Efecto de la transicion timina/citosina del gen BGH
sobre pardmetros reproductivos en ganado Holstein en Colombia

Effect of thymine/cytosine transition BGH gene
on reproductive parameters in Holstein cattle in Colombia

Juliana Arango®’, José J. Echeverrity Albeiro Lopez!

tUniversidad Nacional de Colombia, Facultad de Ciencias Agropecuarias, Departamento de Producciéon Animal,
Grupo BIOGEM, Sede Medellin, AA 1779, Colombia. *Correo electrénico: jarangog@unal.edu.co.

RESUMEN

La rentabilidad de los hatos lecheros depende en
gran medida del mantenimiento de una alta
eficiencia  reproductiva. Una  reproduccién
adecuada permite mayor produccién de leche
durante la vida del animal. El objetivo del trabajo
fue determinar la asociacién del polimorfismo del
intron 3 de la hormona de crecimiento bovino
(BGH), con el nimero de servicios, dias abiertos
e intervalo entre partos en vacas de raza Holstein
del departamento de Antioquia. El estudio se
realizé con 415 vacas, ubicadas en 8 municipios
del departamento de Antioquia. La genotipificacion
se llevé a cabo usando la técnica de PCR-RFLP
con DNA extraido de sangre periférica mediante
la técnica de salting out. La informacién fenotipica
utilizada, fue recopilada durante 4 afios, a partir
de un programa de control de produccién lechera
vigente en los hatos. Para la asociacion se
realizaron andlisis estadisticos con métodos
paramétricos. Las frecuencias alélicas para los
alelos (+) y (-) fueron 0,91 y 0,09. Las frecuencias
genotipicas fueron (0,77), (0,2) y (0,03) para
(+/4), (+/-) y (-/-) respectivamente. Se presentaron
diferencias significativas entre las medias de los
dias abiertos, intervalo entre parto y niamero de
servicios; para todas estas caracteristicas los
animales portadores del genotipo (+/+) tuvieron
los parametros menos favorables. Los resultados
indican asociacion del polimorfismo del intron 3 de
la hormona de crecimiento bovino con el numero
de servicios al primer parto, intervalo entre parto y
los dias abiertos facilitando la seleccién de estos
genotipos para su utilizacion en programas de
mejoramiento genético y reproductivo.
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ABSTRACT

The profitability of dairy herds depends largely on
maintaining a high reproductive efficiency. Proper
playback allows increased milk production over
the life of the animal. The objective was to
determine the association of the polymorphism of
intron 3 of the bovine growth hormone (BGH), with
the number of services, open days and calving
interval in Holstein cows Antioquia department.
The study was conducted with 415 cows, located
in 8 municipalities of Antioquia. Genotyping was
performed using the PCR-RFLP with DNA extracted
from peripheral blood by salting out technique.
The phenotypic data used was collected during
four years, from a current control program in dairy
herds. For the association, statistical analyzes were
performed using parametric methods. The allelic
frequencies for alleles (+) and (-) were 0.91 and
0.09 respectively. The genotype frequencies were
(0.77), (0.2) and (0.03) for (+/+), (+/-) and (-/-)
respectively. The significant differences between
the means of the open days, calving interval and
number of services; for all these features animals
carrying the genotype (+/+) had the least favorable
parameters. The results indicate association of the
polymorphism of intron 3 of the bovine growth
hormone with the number of services at first
calving, calving interval and days open facilitating
the selection of these genotypes for use in breeding
programs and genetic improvement.
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INTRODUCCION

La rentabilidad de los hatos lecheros depende
en gran medida del mantenimiento de una
alta eficiencia reproductiva. Una reproduccién
adecuada permite una mayor produccion de
leche durante la vida del animal, y el mayor
beneficio de esta eficiencia se obtiene cuando
la mayoria de las vacas tienen su primer parto
alrededor de los 24 meses de edad, paren en
intervalos de 13 a 13,5 meses, y pasan la mayor
proporcion de su vida en la fase de lactancia.

Procesos biolégicos como el crecimiento y
la reproduccion son eventos importantes,
controlados por la interaccion de varias
hormonas polipeptidicas. La hipdfisis es una
de las glandulas mas importantes del cuerpo
ya que segrega las hormonas que rigen dichos
procesos vitales entre ellas la hormona de
crecimiento bovino, BGH, (Le et al., 2001).

La BHG, es uno de los principales factores que
regulan el crecimiento posnatal y desempefia
un papel critico en el desarrollo de la glandula
mamaria, la lactancia y la fertilidad en el
ganado (Jiang y Lucy, 2001; Renaville et al.,
2002; Lucy, 2008; Mullen et al., 2010). En las
ultimas décadas, el objetivo de la seleccion
genética ha estado exclusivamente enfocado
a la produccion de leche, conduciendo a la
disminucion de la eficiencia reproductiva
que empezd a declinar como resultado a las
altas exigencias de volumenes de produccién
(Komisarek et al., 2011; Wathes et al., 2007).
Debido a que los genes que presuntamente
afectan el rendimiento productivo, también se
pueden alterar caracteristicas de fertilidad en el
ganado.

Desde la década de 1920, esta bien
documentado que (BGH) influye en procesos
tales como la reproduccion y se cree que tiene
acciones estimulantes sobre la funciéon gonadal
(Scaramuzzi et al., 1999). Su concentracién en
sangre ha demostrado estar asociada a la edad
de la pubertad, ovulaciones dobles, desarrollo
embrionario y actividad ovarica postparto
(Veladsquez et al., 2008; Komisarek et al., 2011).
También se ha reportado que existe una relaciéon
significativa entre estas concentraciones
circulantes de BGH y el intervalo entre partos, lo
que concluye que la BGH puede ser un criterio
de seleccion para la fertilidad (Hayhurst et al.,
2009).

Estos hallazgos sugieren que por lo menos
alguna variacion de los niveles de la BGH sea
debido a algunas mutaciones de los genes, por
tanto puede convertirse en un gen candidato para
identificar marcadores genéticos que pueden
mejorar la fertilidad y la produccién de leche en el
ganado (Mullen et al., 2010). Este gen, localizado
en el cromosoma 19 (19926) se compone de
5 exones y 4 intrones que se traducen en una
proteina de 191 aminoacidos (Lingappa et al.,
1977).Uno de los sitios polimérficos que ha sido
asociado con producciéon de leche y contenido
de grasa, es el intron 3, el cual su base molecular
radica en la insercion de una T en la posicion
+837 y una transicion de C-G en la posicion
+838, generando el sitio de restriccion (Zhang
et al.,, 1993), y en donde el alelo GH+ presenta
una citosina y el alelo GH- presenta una timina,T,
(Lee et al., 1993).

Esta investigacion tuvo como objetivo determinar
la asociacion del polimorfismo del intron 3 de la
hormona de crecimiento bovino (BGH), con el
nuamero de servicios, dias abiertos e intervalo
entre partos en vacas de raza Holstein del
departamento de Antioquia.

MATERIALES Y METODOS

Areas y poblacion en estudio

Se utilizaron 415 animales de la raza Holstein
pertenecientes a 8 hatos lecheros ubicados
en el tropico alto Antioquefio, en las zonas
del norte y el oriente del departamento en los
municipios de San Pedro de los Milagros (Altura:
2.475 m.s.n.m; T°: 14°C), Belmira (Altura: 2.550
m.s.n.m; T° 14°C) y Santa Elena (altura: 2.500
m.s.n.m; T%17C°). La informacion fenotipica
utilizada, fue recopilada durante 4 afos, a partir
de un programa de control de produccion lechera
vigente en los hatos.

Extraccion de ADN

Para la determinacion de las variantes
genotipicas, se extrajo sangre de la vena
coccigea y se realizd la extraccién del DNA,
mediante la técnica de salting out, descrita por
Miller et al., (1988).

Solo el ADN gendmico con una pureza ideal entre
1,8-2,0 se considerd para los estudios a realizar.
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Se sintetizaron los siguientes oligonucledtidos,
de 20 pares de bases que permitieron amplificar
el fragmento de 329 pb que presenta el sitio de
restriccion para la endonucleasa Mspl (Dybus,
2002).

F 5" CCCACGGGCAAGAATGAGGC 3’
R 5 TGAGGAACTGCAGGGGCCCA 3’

Se realiz6 una amplificacién por PCR para la
region especifica usando un volumen final de 25
ML que contenia 2,5 pL buffer PCR 10X (1,0 -1,5
mM de MgClI2, 50 mM de KCI, 10 mM de Tris-
HCI, pH de 8,3), 0.2 uM de cebadores; 0,4 mM
de cada dNTPs, 2mM de MgCl,, 1 unidades de
Taq polimerasa (Bioline ®) y 30-60 ng de DNA
genomico.

LaPCRserealizoenuntermociclador(Biometra®).
Las condiciones para la amplificacion de la
region especifica del gen BGH fueron una
desnaturalizacion con un calentamiento inicial
de cinco minutos a 94°C, una desnaturalizacion
a 94°C por 1 minuto, alineamiento de cebadores
(anneling) a 55°C por 1 minuto, extension a 72°C
por 1 minuto y finalmente se repitid desde el
paso 2 durante 39 ciclos para finalizar un paso
de extension de 3 minutos a 72°C para terminar
la reaccion (Dybus, 2002). La temperatura de
alineamiento utilizada se determiné siguiendo
la recomendacion de los distribuidores de los
cebadores y mediante diferentes ensayos que
arrojaron mayor eficiencia de alineamiento a la
temperatura citada, 55°C, (Dybus, 2002).

Como control positivo de todas las reacciones se
realizé la amplificacion de muestras que fueron
previamente evaluadas, y como control negativo
reacciones en ausencia de DNA. Las variantes
genotipicas fueron determinadas mediante
la utilizacion de RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism), usando la enzima de
restriccion Mspl, se us6 un volumen final de 20
Ml que contiene 5 ul del producto de PCR, 2 ul
de buffer Tango 1X, 12,5 ul de agua ultra pura
los cuales fueron sometidos a digestion por 5
unidades de enzima de restriccién Mspl durante
tres horas a 37°C.

El producto se observd por electroforesis en
gel de agarosa al 2,5% y bromuro de etidio. El
patron de restriccion esperado para el genotipo
(-/-) fue un fragmento de 329pb, para el genotipo
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(+/-) tres fragmentos (329pb, 224pb y 105pb) y
para el genotipo (+/+) dos fragmentos (224pb y
105pb).

Estimacion de las frecuencias alélicas

La frecuencia de los diferentes alelos se estimé
determinando la proporcion de cada forma
del gen entre el numero de copias totales de
la poblacion en estudio. Se identificaron los
homocigotos (dos copias del mismo alelo) y los
heterocigotos (una copia de cada alelo), y se
calculé la frecuencia F de cada alelo contando
los homocigotos y afadiendo la mitad de los
heterocigotos, con el método descrito por Hartl
(2000).

Frecuencia total (p) de los alelos 1 en la
poblacion:

p= Fal/a +2 Fa/b

Frecuencia total (q) de los alelos 2 en la
poblacién:

g= Fb/b + Y4Fa/b, donde;
F a/a = Homocigotico

F a/b = Heterocigético
Analisis estadistico

Para determinar la asociacién de cada una
de las caracteristicas con el genotipo para
BGH, se llev6 a cabo el ajuste de modelos
lineales generalizados basados en las fuentes
de variacion conocidas para cada una de las
variables dependientes (Numero de servicios
al primer parto, dias abiertos e intervalo entre
partos). El andlisis de medias de Tukey fue
utilizado para determinar las diferencias entre
las medias para cada uno de los niveles de los
efectos fijos incluidos en los modelos. Se utilizé
el paquete estadistico SAS 9,2., para todos los
analisis (SAS Inst. Inc., Cary, NC).

El modelo general de efectos fijos llevado a cabo
fue el siguiente:

=p+G, +H+ AN, + MN, + (MN*AN)_+

Yijklmnop

(H*AN)_+ (H*MN)_+ (H*"MN*AN)_+ e
Donde:

ijkimnop

ikimnop = Numero de servicios al primer parto,
dias a‘biertos e intervalo entre partos, del
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individuo X, portador del genotipo i, ubicado
en el hato j, con afio de nacimiento k y mes de
nacimiento I.

M= Media para la caracteristica

G, = Efecto fijo del Genotipo para BGH (i= 1...3)
H = Efecto fijo del hato (j = 1...8)

AN, = Efecto fijo del Afio de Nacimiento (k=1...15)
MN, = Efecto fijo del mes de Nacimiento (I1=1...12).

(MN*AN) = Efecto fijo de la interaccion entre el
mesde nacimientoyelanode nacimiento(MN*AN)
- (m=1...86)

(H*AN) = Efecto fijo de la interaccion entre el
hato y el afio de nacimiento (H*AN)n (n=1...46)

(H*MN) = Efecto fijo de la interaccion entre el
hato y el mes de nacimiento (H*MN)_(0=1...68)

(H*MN*AN),, = Efecto fijo de la interaccion entre
el hato, el mes de nacimiento y el ano de
nacimiento (H*MN*AN)_(p=1...41)

e = Error experimental.

ijkimnop
Se realiz6 un analisis de regresién lineal simple
para determinar el efecto de sustitucion alélica,
con cada una de las variables en estudio, para
este fin, el genotipo se convirti6 a una escala
cuantitativa 0, 1 y 2 para (-/-), (+/-) y (+/4)
respectivamente. El modelo de regresion lineal
utilizado fue el siguiente:

Yi= r‘,’o"' B1 Xi+ei
Donde:

Y,: Valor de la variable dependiente (Numero de
servicios al primer parto, dias abiertos e intervalo
entre partos) en funcién del numero de alelos +.

B, = Intercepto

B,= Coeficiente de regresion lineal estimado del
alelo de sustitucion (+)

X.: Numero de alelos + en el individuo i. (0, 1, 2).
e error residual.

RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacion de las frecuencias alélicas y
genotipicas del gen de la (BGH)

Se amplificé un fragmento de 329pb a partir
del ADN de 408 animales. El analisis de los

fragmentos de restriccion usando la enzima
Mspl, origind 2 patrones de restriccion; 329pb,
correspondiente al alelo (-) y 224 y 105pb,
correspondiente al alelo (+). Las frecuencias
alélicas de (+) y () fueron de 0,91 y 0,09
respectivamente. Las frecuencias genotipicas
fueron (0,77), (0,2) y (0,03) para (+/+), (+/-) y (-/-)
respectivamente, ver Cuadro 1.

Analisis descriptivo

El numero de servicios promedio para el primer
parto fue 1,5 = 0,8 servicios, el promedio de
los dias abiertos fue 149,2 + 115,7 dias y el
promedio para el intervalo entre partos fue
430,7 £ 115,8 dias. Las caracteristicas de mayor
variabilidad fueron el nimero de servicios y los
dias abiertos con un coeficiente de variacion de
551% y 77,57% respectivamente y el intervalo
entre partos fue una caracteristica de variacién
media con 26,8%. Los valores promedios
de estas caracteristica estan un poco por
encima de las metas reproductivas para los
sistemas de produccién. En el Cuadro 2 se
resume la estadistica descriptiva para todas las
caracteristicas.

Efecto del genotipo sobre las caracteristicas
reproductivas

El genotipo mostré una diferencia altamente
significativa con el numero de servicios para
el primer parto (P<0,01), el coeficiente de
determinacion (r) para el modelo fue de 0,85,
indicando que los efectos como el hato, el afio
de nacimiento, mes de nacimiento, la interaccién
entre el mes y afio de nacimiento, entre el hato
y afno de nacimiento, hato y mes de nacimiento
y la interaccion entre el hato el mes y el afio
de nacimiento, explican en un 85% la variacién
para esta caracteristica. El analisis de medias
de Tukey mostré que el genotipo (+/+) fue el
menos favorable para la caracteristica, ya que
los animales portadores, presentaron mayor
nuamero de servicios, entre los genotipos (-/-) y
(+/-) no hubo diferencias significativas (P>0,05),
tal como aparece en el Cuadro 3.

El genotipo tuvo un efecto significativo sobre los
dias abiertos, el coeficiente de determinacion
fue de 0,67, lo que indica que la variacién para
esta caracteristicas esta explicada en un 67%
por los efectos incluidos en el modelo. La prueba
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Cuadro1. Frecuencias alélicas y genotipicas para el polimorfismo del intrén 3 del gen de la hormona
de crecimiento bovino en ganado Holstein del departamento de Antioquia, Colombia.

Raza Frecuencias alélicas Frecuencias genotipicas
Alelo (-) Alelo (+) (+/+) (+-) (-/-)
Holstein
0,09 0,91 0,77 0,2 0,03

Las frecuencias genotipicas y alélicas obtenidas en el presente trabajo coinciden con las reportadas por Gor-
bani et al. (2009), en una poblacion de 183 animales de raza Holstein, donde se encontraron frecuencias de
0,787, 0,191 y 0,022 para los genotipos (+/+), (+/-) y (-/-) respectivamente, y 0,883 y 0,117 para los alelos (+)

y (-) respectivamente.

Cuadro 2. Media, desviacion estandar (DE) y coeficiente de variacion (CV) para el numero de
servicios dias abiertos e intervalo entre partos en vacas Holstein del Departamento

de Antioquia.

Caracteristica N Media DE cv
Numero de servicios 353 1,5 0,8 55,1%
Dias abiertos (dias) 353 149,2 115,7 77,5%
Intervalo entre partos (dias) 353 430,7 115,8 26,8%

Cuadro 3. Andlisis de medias de Tukey para el efecto del genotipo sobre nimero de servicios
para el primer parto, dias abiertos e intervalo entre partos.

Numero de servi-

Dias abiertos Intervalo entre

Genotipo cios (dias) partos (dias)
(+/+) 20a 153,5 a 4349 a
(+/-) 1,5b 137,1b 418,1b
(-/-) 1,5b 135,8b 417,1b

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (P<0,05)*.

de medias de Tukey mostrd que el genotipo (+/+)
es el menos favorable para esta caracteristica,
ya que los individuos tuvieron mayor nimero de
dias abiertos; 17 dias mas que los individuos
(-/-) y 16 dias mas que los individuos (+/-), entre
los genotipos (-/-) y (+/-) no hubo diferencias
significativas (P>0,05), ver el Cuadro 3.

El efecto del genotipo fue altamente significativo
sobre el intervalo entre partos (P<0,01), el
coeficiente de determinacion del modelo fue
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de 0,67 indicando que todos los efecto que se
incluyeron en este (el hato, el afio de nacimiento,
mes de nacimiento, la interaccion entre el
mes y afio de nacimiento, entre el hato y afo
de nacimiento, hato y mes de nacimiento y
la interaccion entre el hato el mes y el ano de
nacimiento) explican en un 67% la variacion
de esta caracteristica. El analisis de prueba de
medias de Tukey mostré como el genotipo (+/+)
es el menos favorable, ya que los individuos
tuvieron mayor intervalo entre partos; 17 dias
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mas que los individuos (-/-), entre los genotipos
(-/-) y (+/) no hubo diferencias significativas
(P>0,05), ver Cuadro 3.

Efecto de sustitucionalélicadel polimorfismo
del gen BGH sobre las caracteristicas
reproductivas

Se encontrdé un coeficiente de regresién para
los dias abiertos, (B) de 13,2, es decir que por
a cada alelo (+) que aporte el individuo los dias
abiertos aumentan 13,2 dias; para el intervalo
entre partos se encontré un coeficiente de
regresion (B) de 13,5, es decir por cada alelo (+)
en el individuo este parametro aumenta en 13
dias. El numero de servicios tuvo un coeficiente
de regresion (B) de -0,08, indicando que por
cada alelo (+) el numero de servicios disminuye
en 0,08.

El coeficiente de regresién estimado para el
intervalo entre partos, fue altamente significativo
(P<0,01), los coeficiente de regresion para el
numero de servicio para el primer parto y los
dias abiertos fueron también significativos
(P<0,05). Los coeficientes de regresion de cada
una de las caracteristicas son mostrados en el
Cuadro 4.

La mayoria de las asociaciones de caracteristicas
relacionadas con la fertilidad en el ganado
con el gen de la BGH se han realizado en el
polimorfismo ubicado en el quinto exén en la
posicion 2.141, en el cual una sustitucion de
una citosina (C) por una guanina (G) provoca
un cambio de aminoacido de una leucina (L) a
una valina (V) (Pereira et al., 2005; Reiss et al.,
2001).

Gretel et al. (2011) no encontraron ningun efecto
de este genotipo con parametros reproductivos

como servicios por concepcién, parto primer
servicio y tasa de prefiez, de igual manera
Balogh et al. (2009), no encontraron ningun
efecto en el tiempo de la primera ovulacién
posparto. Otros reportes como los de Lechniak
et al. (2002) no mostraron efecto del genotipo en
el nimero de ovulaciones, y Katalin et al. (2006)
no descubrieron ningun efecto con el intervalo
entre partos. Komisarek et al. (2011) localizaron
que el genotipo se asocio significativamente con
el intervalo entre partos.

Mullen et al. (2010) incluyeron en sus estudios
seis nuevos polimorfismos situados en el primer
exon (region 57), encontraron que tres de ellos
(BGH32 , BGH35 y BGH38 todos caracterizados
por una sustitucion alélica de una Timina por una
Citosina en el primer exén) se asociaron con la
tasa de prefez al primer servicio. También se
realizaron asociaciones con el intervalo entre
partos donde se encontré un efecto de los
polimorfismos BGH32 y BGH38 en el tercer
parto.

No se encontraron reportes para el polimorfismo
en estudio. La baja frecuencia de algunos
genotiposlimitalas asociacionesdelpolimorfismo
con estos parametros reproductivos. Aunque
se encontrd una asociacion significativa con el
numero de servicios, intervalo entre partos y
dias abiertos, denotando al genotipo (-/-) como
el mas favorable para estas caracteristicas
reproductivas.

Algunos estudios sugieren que el genotipo de la
BGH (+/+) para este polimorfismo esta asociado
favorablemente con produccién y composiciéon
lactea, (Dybus, 2002; Zwierzchowski, 2002),este
genotipo en el presente estudio también se
asocio con mayores intervalos entre partos, dias
abiertos y numero de servicios al primer parto,

Cuadro 4. Coeficientes de regresion (B), para las caracteristicas numero de servicios, dias abiertos

e intervalo entre partos.

Caracteristica Intercepto () Beta () Error Estandar 8
Numero de servicios al primer 17 -0,08 0,03

parto

Dias abiertos (dias) 126,7 13,2 4.6
Intervalo entre partos (dias) 407,5 13,5 4.6

204
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y como en estas poblaciones se han trabajado
apareamientos dirigidos para lograr mayores
volumenes de produccién de leche; dichos
apareamientos podrian explicar, la baja fertilidad
y la disminucion de la eficiencia reproductiva que
coincide con el incremento en la produccién de
leche en muchos hatos lecheros (Komisarek et
al., 2011; Reist et al., 2003; Wathes et al., 2007).

CONCLUSIONES

Este es el primer reporte que evalua la asociacion
entre el nUmero de servicios, dias abiertos e
intervalo entre partos con el polimorfismo del
intron 3 del gen de la hormona de crecimiento
bovino en ganado Holstein de tropico alto
colombiano, los cuales serviran de base para
futuras investigaciones.

Aunque la baja frecuencia del genotipo (-/-)
puede generar dificultades al momento de haber
realizado estas asociaciones, se encontraron
que las tres caracteristicas se asociaron con el
polimorfismo en estudio; por ende se recomienda
aumentar el tamano muestral y asi generar
resultados de mayor confiabilidad para facilitar
la seleccién de estos individuos favorables
para su utilizacion en un programa genético y
reproductivo.
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