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RESUMEN

El presente trabajo investigd el efecto del
polimorfismo AF017143 del gen IGF-I sobre los
perfiles metabdlicos y endocrinos durante el periodo
de transicion y la produccion de leche en vacas
lecheras en condiciones pastoriles. Se tomaron
muestras de sangre durante el periodo -20 a +40 dias
respecto al parto a 32 vacas primiparas. Los datos
se analizaron por un analisis de medidas repetidas
en el tiempo incluyendo el genotipo de IGF-I,
periodo respecto al parto e interaccion entre ambos.
Las frecuencias de los alelos A y B fueron 0,56 y
0,44, respectivamente. Las vacas del genotipo
AA produjeron mas leche (P<0,05) que las vacas

AB y BB (20,3+0,7 vs 18,2+0.8 y 17,2+1,2 L/dia,

SUMMARY

The present study investigated the effect of IGF-I
AF017143 polymorphism on metabolic and
endocrine profiles during the transition period and
on milk production in dairy cows under grazing
conditions. Blood samples were taken during a
period of -20 to +40 days from calving from 32
dairy primiparous cows. Data was analyzed by
a repeated measures analysis with a mixed model
including IGF-I genotype, days regarding calving
and interactions. Allelic frequencies were 0.56 for
A and 0.44 for B. Cows with AA genotype produced
more milk (P<0.05) than cows with AB or BB
genotypes (20.3+0.7 vs. 18.2+0.8 and 17.2+1.2 L/

day), that did not differ. Protein and fat percentage
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respectivamente) que no difirieron entre si. Los
porcentajes de proteina y grasa en leche no fueron
afectados por el genotipo. Las concentraciones
de insulina e IGF-I, &cidos grasos no esterificados
(NEFA), colesterol y albimina no fueron afectadas
por genotipo, pero fueron afectadas por el periodo
respecto del parto con concentraciones bajas en el
preparto o parto, con excepcion de los NEFA que
disminuyeron a lo largo del ensayo. El genotipo
afectd las concentraciones de b-hidroxibutirato
(BHB, P<0,01) y proteinas plasmaticas totales
(P=0,062), las vacas AB presentaron mayores
concentraciones de BHB y menores de proteinas
respecto de las AA y BB (0,88+0,11 vs 0,57+0,09
y 0,46+0,07 mM; 71,7+0,8 vs 73,8+1,0 y 74,6+0,9
g/L, respectivamente). Este estudio muestra que el
polimorfismo AF017143 del gen IGF-I puede afectar
la produccién y el metabolismo en vacas primiparas

en pastoreo controlado.

PALABRAS CLAVE:

Polimorfismos, IGF-I, vaca lechera, produccion de

leche

INTRODUCCION

La transicion del estado prefiada no lactante al no
prefiado lactante (3 semanas pre y posparto, Dra-
ckley, 1999) es un periodo de cambios dramaticos
para la vaca, la cual debe adaptar su metabolismo a

las fuertes exigencias que le demanda la produccion.

in milk were not affected by genotype. Insulin,
IGF-I, cholesterol, albumin and non-esterified fatty
acids (NEFA) concentrations were not affected by
genotype, but were affected by days related to calving
as low concentrations of these variables were found
around calving, except for NEFA concentrations that
decreased throughout the experiment. The genotype
affected b-hydroxybutirate (BHB, P<0.01) and
total plasmatic proteins (P=0.062) concentrations;
AB cows had greater BHB and lower protein
concentrations than AA and BB cows (0.88+0.11 vs.
0.57+0.09 and 0.46+0.07 mM; 71.7+0.8 vs. 73.8+1.0
and 74.6+£0.9 g/L, respectively). This study shows
that IGF-I AF017143 polymorphism may affect
milk production and metabolism in primiparous

cows under grazing conditions.
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A la alta demanda metabdlica por produccion de le-
che se le suma la disminucion (~ 30%) del consu-
mo previo al parto (Grummer, 1995) que promueve
la movilizacion de reservas corporales, es decir, el
balance energético negativo (BEN). Esta lipomovi-
lizacion se visualiza en los niveles de acidos grasos
no esterificados (NEFA) y B-hidroxibutirato (BHB)
que aumentan en el periparto (Chilliard y col., 1998;

Cavestany y col., 2005).
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Los cambios en el metabolismo de los tejidos/orga-
nos del cuerpo necesarios para apoyar una funcion
fisioldgica especifica (homeorresis, Bauman y Cur-
rie, 1980), aseguran la uniformidad del flujo de nu-
trientes en apoyo de la lactancia. Esta particion de
nutrientes es comandada por sefiales hormonales. La
hormona homeorrética responsable de la sintesis y
persistencia de la lactacion es la hormona del creci-
miento (GH), que por un mecanismo de desacople
con su mediador hepatico, el factor de crecimiento
simil a la insulina - I (IGF-I), regula la particion de
nutrientes favoreciendo la lactogénesis (Lucy y col.,
2009); las concentraciones de GH aumentan y las de
IGF-I disminuyen en el posparto temprano (Rhoads
y col., 2004), estimulando asi el catabolismo de los
tejidos periféricos. La insulina modula este desaco-
ple ya que sensibiliza al higado a la accion de la GH
(Rhoads y col., 2004) y es una hormona anabdlica
que promueve el uso de glucosa por los tejidos peri-

féricos (Bauman y Currie, 1980).

El IGF-I regula el metabolismo y la producciéon
de leche, por lo tanto ha sido considerado un gen
candidato para la identificacion de marcadores mo-
leculares potencialmente asociados con caracteres
fenotipicos de interés comercial. Se ha descrito un

polimorfismo (T, alelo A, por C, alelo B) en la regi-

on promotora del gen IGF-1 (AF017143, Ge y col.,
1997). Existen escasos reportes respecto de la relaci-
on de éste polimorfismo y produccion de leche. Hi-
nes y col. (1998) no encontraron ninguna asociacion,
mientras que Siadkowska y col. (2006) reportaron
que vacas con el genotipo AB producen mas leche
corregida por grasa (FCM) que las vacas AA o BB.
Recientemente nuestro grupo reportod una tendencia
a mayor FCM en vacas multiparas AB respecto va-
cas AA, pero esto no se observo en las vacas pri-
miparas (Ruprechter y col., 2011). Estudios que in-
vestiguen las bases fisiologicas de las diferencias en
produccion son atin mas escasos. En bovinos en cre-
cimiento, se reportaron concentraciones mas bajas
o mas altas de IGF-I en genotipos BB respecto AA
(Geycol.,2001; Maj y col., 2008, respectivamente).
En vacas lecheras durante el periodo de transicion,
Ruprechter y col. (2011) reportaron que el genotipo
BB presentd menores concentraciones de NEFA y
BHB y concentraciones mas altas de insulina (mejor
estado energético) que los otros genotipos en vacas
primiparas, pero esto no se asocio6 con diferencias en
produccion. Ademas, esto no ocurrié en multiparas
donde se reportd un mayor desacople de IGF-I en
los genotipos BB y AB respecto del AA (Ruprechter
y col., 2011). Como este polimorfismo se localiza en
la region promotora del gen IGF-I, es probable que
existan diferentes respuestas en la expresion de éste
dependiendo del estado fisiologico o nutricional del

animal. Esto es especialmente relevante para situa-
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ciones de produccion en pastoreo controlado, ya que
el consumo de materia seca es usualmente mas bajo
que en sistemas de confinamiento (Kolver y Muller,
1998), razdn por la cual se ha sugerido que los ani-
males no logran expresar su potencial productivo,
seguramente en respuesta al desacople entre requeri-
mientos-oferta de nutrientes y ambiente productivo

(Chilibroste y col., 2012).

El objetivo del presente trabajo fue investigar el
efecto del polimorfismo AF017143 del gen IGF-I
sobre los parametros productivos, metabolicos y
endocrinos durante el periodo de transicidon en va-
cas lecheras primiparas en condiciones pastoriles de

produccion de leche.

MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

El protocolo experimental fue aprobado y realizado
de acuerdo a las pautas de experimentacion animal
de la Comision Honoraria de Experimentacion

Animal (CHEA) de la Universidad de la Republica.

El experimento se realizé en un predio comercial del
departamento de Flores, Uruguay. Se utiliz6 un total
de 32 vacas primiparas de un rodeo de vacas Holando
Americano (HA, n=9), Holando Neocelandés (HNZ,

n=4), Sueca Roja (SR, n=9) y cruza Jersey x HA

(JxHA, n=10). Desde los 60 dias preparto y durante
toda la lactancia las vacas tuvieron el mismo manejo
y asignacion nutricional. La dieta preparto consistio
en: 6 kg de materia seca (MS)/vaca/dia de ensilaje de
sorgo planta entera, 1 kg MS/vaca/dia de sorgo grano
htimedo, 2 kg MS/vaca/dia de expeller de girasol,
0,1 kg MS/vaca/dia de urea y 0,3 kg MS/vaca/dia de
una sal comercial preparto. Durante el posparto se
manejaron mediante un sistema de pastoreo rotativo
de franja diaria, asignando en promedio 12,7 kg MS/
vaca/dia de una pastura de raigras (Lolium perenne)
con disponibilidad promedio de 1679,3 kg MS/ha
y una asignacién de 13,08 kg/vaca/dia de MS de
un pastoreo de alfalfa (Medicago sativa) por dia
con disponibilidad promedio de 1232,9 kg MS/ha.
Fueron suplementadas con concentrado de sorgo
y trigo de grano humedo 2,15 kg MS/vaca/dia. El
concentrado, se ofrecid en comederos colectivos,
luego del ordefie de la tarde. Las vacas fueron
ordefiadas dos veces al dia (6:00 AM y 4:00 PM) y
las producciones de cada ordefie fueron registradas.
La duracién media de la lactancia fue 280+24 dias.
Se determind la produccién y composicion de
leche (grasa, proteina) mensual. La composicion se
determind a partir de muestras de leche individuales
tomadas en el ordefie de la mafiana y de la tarde. Los
analisis se realizaron en el laboratorio COLAVECO,
Colonia, Uruguay, mediante el método de absorcién
de radiacién infrarroja para leche fluida (estandar

IDF 141C:2000).
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Muestreo de sangre, extraccion de ADN
y genotipado

Para la determinacidon de hormonas y metabolitos,
se extrajo sangre por venopuncion coxigea en tubos
heparinizados desde un mes preparto hasta los 40
dias luego del parto. La sangre se centrifugé a 3000
rpm por 15 minutos y se refriger6 el plasma a -20

°C.

Para la extraccion de ADN se extrajo sangre en tubos
BD Vacutainer® (Becton Dickinson, NJ, USA) con
anticoagulante (K, EDTA), por venopuncidn coxigea.
Las muestras de sangre fueron almacenadas a 4 °C
hasta su procesamiento, realizandose la extraccion
de ADN genomico de acuerdo al procedimiento
descrito por Montgomery y Sise (1990). La calidad y
cantidad de ADN se evalud en un espectrofotometro
NanoDrop™  ND-1000 UV-vis  (Nano-Drop
Technologies, Inc., Wilmington, DE). Las vacas
fueron genotipadas para el polimorfismo AF017143
ubicado en la regién promotora del gen bovino
IGF-1 (512-bp 5’ del primer coddn del primer exén,
GeneBank Accession No. AF017143, Ge y col,,
1997). El genotipado se realiz6 en un termociclador
Rotor Gene™ 6000 (Corbett Research Limited,
Sydney, Australia), mediante la técnica de PCR en
tiempo real con SYBR® Green I y andlisis HRM
(Rotor-GeneTM 6000 software v.1.7, Build 75), de

acuerdo a lo descrito por Trujillo y col. (2012).

Determinaciones hormonales y de

metabolitos

Las determinaciones hormonales y de metabolitos se
realizaron en el Laboratorio de Técnicas Nucleares,

Facultad de Veterinaria de Uruguay.

La concentracion de insulina fue determinada en un
solo ensayo inmunorradiométrico (IRMA) usando
un kit comercial (Diasource, Bruselas, Belgium).
La sensibilidad del ensayo fue de 2,1 mIU/mL. El
CV intraensayo para el control 1 (19 mIU/mL) y
control 2 (61,6 TU/mL) fue de 6,7 % y 9,1 %. La
determinacion de la concentracion de IGF-I se
realiz6 por medidas radioinmunométricas con un
kit comercial (IGF1 RIACT Cis Bio International,
GIF Sur Yvette Cedex, France). La sensibilidad
del ensayo fue 0,7 ng/mL. Todas las muestras se
corrieron en un ensayo y el coeficiente de variacion
dentro del ensayo para el Control 1 (74 ng/mL) y
para el Control 2 (535 ng/mL) fue 5,7% y 9,7%,

respectivamente.

Las concentraciones plasmaticas de BHB y NEFA
se determinaron mediante espectrofotometria
empleando los kits para D-3-Hydroxybutyrate
(Kat. RB 1007) y NEFA (Kat. FA 115, Randox
Laboratories Ltd, Ardmore, UK). La concentracion
de proteina plasmatica total, albumina y colesterol
se determinaron mediante kits comerciales (Weiner

Lab. Kit Bs As, Argentina). El coeficiente de

variacion dentro y entre ensayos estuvo vamente.
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Analisis estadistico

Las frecuencias alélicas y genotipicas, asi como
el equilibrio Hardy-Weinberg fueron analizados
utilizando el programa PopGene32 v1.31 (Yeh y
col., 1999). Las variables productivas, hormonas y
metabolitos se evaluaron mediante un modelo mixto,
usando un analisis de medidas repetidas en el tiempo
(PROC MIXED. Statistical Analysis System; SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA, 2009). El modelo
estadistico incluy6 el genotipo de IGF-I (AA, AB,
BB), el periodo respecto al parto (cada 20 y 60 dias
para metabolitos/hormonas y variables productivas,
respectivamente) e interacciones entre ambos.
Como efecto aleatorio se considerd el biotipo (HA,
HNZ, JxHA, RS) anidada dentro de genotipo. Se
utilizo la estructura de covarianza autorregresiva de
primer orden y los grados de libertad se ajustaron
por el método de Kenward-Rogers. Se analizaron
diferencias entre grupos por el tests de medias de
minimos cuadrados.

Se considero significativo

cuando P£0,05 y tendencia cuando P>0,05 y P<0,1.

RESULTADOS

Las frecuencias de los alelos A y B fueron 0,56 y
0,44, respectivamente. Las frecuencias genotipicas
para la totalidad del rodeo correspondieron a 0,375
(12/32), 0,375 (12/32) y 0,25 (8/32), para los

genotipos AA, AB y BB, respectivamente. No se

observaron desvios del equilibrio Hardy-Weinberg

(P=0,15) para la muestra.

La produccién de leche estuvo afectada por el
genotipo (P=0,04) y por el periodo posparto
(P<0,0001), pero no hubo interaccidon entre ambos.
Las vacas del genotipo AA produjeron més leche
(P<0,05) que las vacas AB y BB (20,3£0,7 vs
18,2+0,8 y 17,2+1,2 L/dia) que no difirieron entre
si. La maxima produccion de leche se observd
a los 90 dias posparto y luego la produccion fue
disminuyendo hacia el final de la lactancia (Figura
1A). El porcentaje de proteina y grasa en leche
no fueron afectados por el genotipo, el periodo
afectd el porcentaje de grasa en leche (P<0,001)
ya que ¢ste aumentd hacia el final de la lactancia.
Similares resultados a los de produccion de leche
se encontraron para kg de grasa y proteina: ambos
fueron afectados por el genotipo (P<0,03 y P=0,05,
respectivamente). Las vacas AA produjeron mas kg
de grasa por dia que las AB (0,65 vs 0,54 kg/dia,
P<0,01), pero no fueron diferentes de las BB (0,58
kg/dia). En términos de kg de proteina, las vacas AA
produjeron mas que las BB y AB, respectivamente
(0,64 vs 0,58 y 0,54 kg/dia, respectivamente,
P<0,05).

Las concentraciones de insulina fueron afectadas
por el periodo (P=0,02); las concentraciones de
insulina fueron mayores a los 20 y 40 dias posparto

respecto de las concentraciones preparto (Figura
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Figura 1. A) Produccién de leche,

B) porcentaje de proteina en leche y

C) porcentaje de grasa en leche durante la lactancia
de vacas con genotipos de IGF-I AA, AB y BB.

2A). Se observd un aumento en las concentraciones
de insulina del preparto a los 20 dias posparto en
los genotipos AB y BB; el genotipo AA mantuvo las
concentraciones durante el periodo. No hubo efecto

del genotipo.

El periodo respecto al parto tendié a afectar las

concentraciones de IGF-1 (P=0,08), pero no hubo

efecto del genotipo. Las concentraciones de IGF-I
disminuyeron desde el preparto respecto al parto
(P<0,01) y tendieron a aumentar hacia el dia 40

posparto (P<0,10, Figura 2B).

Las concentraciones de NEFA fueron afectadas

por el periodo respecto al parto (P<0,001), ya

Insulina (nIU/mL)

IGF-I (ng/mL)

20 0 20 40
Dias (0=parto)

Figura 2. A) Concentracién de insulina e
B) IGF- en vacas con genotipos IGF-1 AA, AB y BB
durante el periodo de transicion.

que disminuyeron del preparto al posparto y se
mantuvieron bajas hasta el final del ensayo (Figura

3A).

El genotipo afectd las concentraciones de BHB

(P<0,01) (Figura 3B); las vacas AB presentaron
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mayores concentraciones de BHB respecto de las
AA y BB (0,88+0,11 vs 0,57+0,09 y 0,46+0,07
mM, respectivamente). El periodo afectd las
de BHB

concentraciones (P<0,0001), éstas

aumentaron del pre al posparto.

Las concentraciones de colesterol fueron afectadas
por el periodo respecto del parto (P<0,001):
disminuyeron al parto y aumentaron nuevamente
al dia 20 posparto; el dia 40 posparto los niveles de
colesterol fueron mayores que los preparto (Figura
4A). Las concentraciones de proteinas totales

tendieron a ser afectadas por el genotipo (P=0,06), ya

1.5
A
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B
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20 0 20 40
Dias (0=parto)

Figura 3. A) Concentracién de acidos grasos no
esterificados (NEFA) y B) b-hidroxibutirato (BHB)
en vacas con genotipos IGF-1 AA, AB y BB duran-

te el periodo de transicion.

queel genotipo AB presentd menores concentraciones
que el AA y BB (71,7+0,8 vs 73,8+1,0 y 74,6+0,9
g/L, respectivamente P<0,05). El periodo también
afectd las concentraciones de proteinas (P=0,056);
las concentraciones aumentaron del pre al posparto

(Figura 4B). Las concentraciones de albumina fueron
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Figura 4. A) Concentracién de acidos grasos no
esterificados (NEFA) y B) b-hidroxibutirato (BHB)
en vacas con genotipos IGF-I AA, AB y BB duran-

te el periodo de transicion.

afectadas por el periodo (P=0,05): fueron menores al
dia 40 posparto respecto del preparto (Figura4C). No

fueron afectadas por el genotipo ni por la interaccion.
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DISCUSION

Las frecuencias genotipicas (0,375, 0,375y 0,25 para
AA, AB y BB, respectivamente) y alélicas (0,56 para
Ay 0,44 para B, respectivamente) fueron similares
a las reportadas por la bibliografia internacional;
frecuencias de 0,55, 0,56 y 0,52 para el alelo A;
0,45, 0,44 y 0,48 para el alelo B, fueron reportadas
en ganado Holstein por Hines y col. (1998), Li y
col. (2004) y Siadkowska y col. (2006). En otros
rodeos lecheros nacionales, Ruprecther y col. (2011)
reportaron una frecuencia de 0,60 y 0,40 para los

alelos A y B respectivamente.

En el presente trabajo, el polimorfismo AF017143 de
IGF-I afecto la produccion de leche, siendo las vacas
delgenotipo A Alas que presentaron mayor produccion
de leche, no encontrandose efectos en los porcentajes
de proteina y grasa. Estos datos no estan de acuerdo
con Hines y col. (1998) que no encontraron ninguna
asociacion entre las variantes de IGF-I y produccién
de leche. Por otro lado, Siadkowska y col. (2006)
reportaron que el genotipo AB tendio a ser superior
a los genotipos AA y BB sobre leche corregida por
grasa y solidos totales. Sin embargo, nuestros datos
son consistentes con Bonakdar y col. (2010), quienes
reportaron que el genotipo AA produjo mas leche
respecto del genotipo BB sin ser ninguno de éstos
diferente del genotipo AB. En ese trabajo se encontrd
que el genotipo AB presentd mayor porcentaje de

proteina y grasa en leche, lo que no concuerda con

la falta de efecto de genotipo en estas variables
en el presente estudio. Si bien estos trabajos
fueron realizados en condiciones de estabulacion,
recientemente nuestro grupo de investigacion
(Ruprechter y col.,, 2011) reportd resultados
contradictorios en dos rodeos comerciales sobre
pastoreo controlado: se encontrd una tendencia a
mayor FCM en vacas multiparas AB respecto vacas
AA, pero esto no se observd en las primiparas. Se
podria considerar que aspectos medioambientales
(esencialmente nutricion) y/o estado de desarrollo
podria modificar la regulacion de la expresion de
IGF-I (el polimorfismo se localiza en la region
promotora del gen) y asi afectar diferencialmente
el metabolismo y la lactancia. Esto confirma la
relevancia de que el uso de marcadores moleculares
para asistir la seleccion genética para produccion
y composicion de leche debe estar validado en
diferentes condiciones de produccion y durante el

ciclo productivo del animal.

A pesar las diferencias encontradas en produccion
de leche, no se observo efecto del polimorfismo
sobre las concentraciones de IGF-I en acuerdo
con reportes previos en situaciones estabuladas
de produccion (Bonakdar y col., 2010) y pastoreo
(Ruprecther y col., 2011). Sin embargo, la falta de
efecto sobre las concentraciones de insulina en este
trabajo contrasta con estudios previos realizados

por nuestro grupo en vacas primiparas, donde se
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reportd que vacas BB presentaban concentraciones
de insulina mas altas respecto a los genotipos AA 'y
AB (Ruprecther y col., (2011). Se debe notar que
los muestreos de sangre fueron diferentes en ambos
estudios, ya que el presente estudio se concentra
en el periodo de transicion, mientras que nuestro
estudio previo tiene determinaciones al mes y dos

meses posparto (Ruprecther y col., 2011).

Las concentraciones de BHB en las vacas BB fueron
menores (Ruprecther y col., 2011), lo que coincide
con el presente estudio (genotipos AA y BB con
menores concentraciones que genotipo AB). Las
mayores concentraciones de BHB en las vacas AB
detectadas en este trabajo, son consistentes con las
menores concentraciones de proteinas totales, lo
que podria indicar un peor estado energético. Este
peor estado metabdlico es consistente con la menor
produccion de leche de vacas AB respecto a vacas
AA. Sin embargo, aunque las vacas AB presentan
concentraciones mayores de BHB y menores de
proteinas plasmaticas que las vacas BB, tienen
similar produccion de leche. Por lo tanto, esto
podria reflejar que las vacas AB presentan una
peor adaptacion metabdlica al inicio de la lactancia
(incluyendo un déficit en el incremento del consumo

posparto).

Las menores concentraciones de IGF-I e insulina
alrededor del parto han sido previamente reportadas

(Meikle y col., 2004), e implican una adaptacion

metabolica para sostener las demandas de la

”
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lactancia favoreciendo la particion de nutrientes
hacia la glandula mamaria (Wathes y col., 2007).
Bajos niveles de insulina e IGF-I estimulan la

lipolisis y favorecen la gluconeogénesis (Chilliard

y col., 1998). Los niveles mas altos de NEFA y mas
bajos de colesterol al parto son consistentemente
reportados por trabajos previos (Cavestany y col.,
2005, 2009; Pereira y col., 2010; Adrien y col.,
2012) y se asocian al déficit energético. El aumento
de BHB a los 20 y 40 dias posparto es consistente
con el aumento previo de NEFA y coincide con la

curva de lactancia.

CONCLUSIONES

En este estudio el polimorfismo AF017143 de 1G-
F-I afect6 la produccidn y el metabolismo en vacas
primiparas en pastoreo controlado. Las vacas AA
produjeron mas leche, mientras que las vacas AB
presentaron mayores concentraciones plasmaticas

de BHB y menores de proteinas durante el periparto.
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