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Resumen

Introduccion. actualmente se han descrito polimor-
fismos genéticos en algunos genes relacionados con
la produccion y calidad de la leche como kappa-ca-
seina, beta-lactoglobulina, Prolactina y Hormona de
crecimiento. Una de las hormonas de mayor impor-
tancia en los procesos de secrecion y composiciéon
de la leche es la hormona de crecimiento (bGH). En-
tre los sitios polimérficos para el gen de la bGH esta
uno en la posicion 1547 (intron 3), en el cual el alelo
GH* presenta una citosina (C) y el alelo GH- presenta
una timina (T). Objetivo. determinar las frecuencias
alélicas y genotipicas del gen de la hormona del cre-
cimiento bovino y la asociacion entre los polimorfis-
mos de este gen con algunas caracteristicas como
produccién y composicion de la leche en ocho hatos
ubicados en el Departamento de Antioquia. Metodo-
logia. Se analizaron 70 lactancias correspondientes
a 165 individuos de raza Holstein. La determinacion
de los genotipos se realiz6 mediante la técnica de
PCR asociada a RFLP. Resultados. El alelo mas
frecuentes en la poblacion en estudio para bGH fue
bGH+(0.85). Mientras el genotipo mas frecuente
para el gen bGH fue +/+(0.72), el de menor frecuen-
cia fue el bGH-/-(0.03). Se presentaron diferencias
entre las medias para produccion de leche, grasa
y proteina entre los tres genotipos, pero no fueron
estadisticamente significativas.

Palabras clave: Polimorfismo, hormona del cre-
cimiento, produccién de leche, composicion de la
leche, raza Holstein

Polymorphism of the bovine somatrotropin and
its association to the most important
characteristics of dairy industry

Abstract

Introduction. At the moment, genetic polymor-
phisms in some genes related to the production and
quality of milk have been described. Examples of
them are kappa-casein, beta-lactoglobulin, prolac-
tin and growth hormone. One of the most important
hormones in the milk’'s secretion and composition
processes is the growth hormone (bGH). Among the
polymorphic sites for the bGH gene, there is one at
the 1547 position (intron 3) in which the GH* allele
has a citosin (C) and the GH- allele has a thymine
(T). Objective. To determine the allelic and geno-
typic frequencies of the bovine growth hormone’s
gene and the association between the polymor-
phisms of this gene with some characteristics such
as production and composition of milk in eight herds
located in the Antioquia province. Methodology.
470 lactations, corresponding to 165 Holstein race
individuals, were analyzed. The genotypes were de-
termined by the use of the PCR technique, associa-
ted with RFLP. Results. The most frequent allele in
the studied population for bGH was bGH+(0.85) and,
while the most frequent genotype for the bGH gene
was +/+(0.72), the less frequent was bGH-/-(0.03).
There were differences between the milk, fat and
protein production averages among the three geno-
types, but they were not statistically significant.

Keywords: Polymorphism, growth hormone, milk
production, milk composition, Holstein race.
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Polimorfismo do gene da Somatotrépica Bovina
e sua associagao com caracteristicas de
importancia na producao leiteira

Resumo

Introdugao. atualmente se descreveram polimorfis-
mos genéticos em alguns genes relacionados com a
producao e qualidade do leite como kappa-caseina,
beta-lactoglobulina, Prolactina e Horménio de cres-
cimento. Uma dos hormdnios de maior importancia
nos processos de secre¢ao e composigao do leite é
0 horménio de crescimento (bGH). Entre os lugares
polimoérficos para o gene da bGH esta um na po-
sicdo 1547 (intrén 3), no qual o alelo GH+ apresenta
uma citosina (C) e o alelo GH- apresenta uma timina
(T). Objetivo. determinar as freqiiéncias alélicas e
genotipicas do gene do horménio do crescimento
bovino e a associagao entre os polimorfismos deste

gene com algumas caracteristicas como produgao e
composigéo do leite em oito farnéis localizados no
Departamento de Antioquia. Metodologia. Analisa-
ram-se 70 lactancias correspondentes a 165 indivi-
duos de raca Holstein. A determinacdo dos gendti-
pos se realizou mediante a técnica de PCR sécia
a RFLP. Resultados. O alelo mais frequentes na
populacdo em estudo para bGH foi bGH+(0.85). En-
quanto o gendtipo mais frequente para o gene bGH
foi +/+(0.72), o de menor frequéncia foi o bGH-/-
(0.03). Apresentaram-se diferencas entre as médias
para producdo de leite, gordurosa e proteina entre
os trés gendtipos, mas nado foram estatisticamente
significativas.

Palavras importantes: Polimorfismo, horménio do
crescimento, produgao de leite, composi¢ao do leite,
raga Holstein.

Introduccién

Desde la aparicién de la ganaderia como acti-
vidad econdémica el ganado lechero se ha visto
sometido a seleccion fenotipica, tendiente a
mantener los caracteres de mayor produccion.
Esta selecciéon se ha enfocado en mejorar los
volumenes de produccion, dejando de lado la
calidad composicional de la leche y causando
una materia prima con bajo rendimiento para la
industrializacion.

Las principales limitantes de la seleccion feno-
tipica son: 1. el tiempo que se requiere para
determinar las caracteristicas de la progenie
y el impacto de las habilidades predichas de
transmision (PTA, por sus siglas en inglés) de
los toros, y 2, los caracteres seleccionados
pueden ser en ocasiones ambiguos, debido al
impacto de las influencias ambientales y fisio-
l6gicas que los afectan’.

Entre las caracteristicas fenotipicas de mayor
importancia en ganado lechero estan la pro-
duccion de la leche y la calidad composicional
de la misma. Estas caracteristicas no depen-
den de la accion de una hormona en particular.
Por el contrario, una cascada de eventos que
ocurre en el sistema endocrino durante el ter-
cer semestre de la gestacion prepara la glan-
dula mamaria para la produccion y secrecion
de la leche. Una de las hormonas de mayor
importancia en estos procesos, es la hormona
del crecimiento 23,

El gen de la hormona del crecimiento bovina
(bGH) tiene 1800bp con 5 exones y 4 intrones,
localizado en el cromosoma 19 (19926) “. Esta
hormona de 22 kDa, compuesta por 191 ami-
noacidos, es producida por la glandula pituita-
ria y desempefia una importante funcion en la
lactancia y procesos de crecimiento®.

La bGH es liberada a la circulacion y tiene un
efecto directo sobre el higado, en donde es-
timula la produccion del factor de crecimiento
insulinoide (IGF-1), que actua sobre el tejido
glandular mamario durante la lactancia. Ade-
mas se ha establecido que los niveles circulan-
tes de bGH en vacas lactantes son mayores en
las vacas que tienen una alta produccion de le-
che. Estos hallazgos condujeron al suministro
de bGH exdgena para aumentar la produccién
de leche 8.

La hormona del crecimiento cumple diversas
funciones. Por esta razén se han buscado se-
cuencias polimérficas en los genes que codi-
fican dichas proteinas con el uso de técnicas
moleculares, que permiten detectar variaciones
o0 polimorfismos existentes en los individuos
para regiones especificas del DNA, con el fin
de utilizarlos para construir mapas genéticos
y evaluar su efecto sobre la expresion de ca-
racteristicas especificas’, permitiendo predecir
el valor de un animal asociado con los rasgos
de interés®. Entre los sitios polimérficos para el
gen de la bGH, uno de los mas representativos
es el polimorfismo en la posicion 1547 (intrén
3), en donde el alelo GH* presenta una citosina
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(C) y el alelo GH- presenta una timina (T)°. De
esta manera se han descrito genotipos asocia-
dos con producciéon y composicién lactea, sien-
do el genotipo bGH +/+ el mas favorable para
la produccion de leche ",

Debido al interés de iniciar estudios de mejora
genética por medio de la seleccién de indivi-
duos asistida por marcadores (MAS), el objeti-
vo principal de este trabajo fue determinar las
frecuencias alélicas y genotipicas del gen de
la hormona del crecimiento bovina, asi como
explorar la asociacién entre los polimorfismos
de estos genes y algunas caracteristicas pro-
ductivas como produccion y composicion de
la leche en ocho fincas ubicadas en diferentes
Municipios del departamento de Antioquia,

Materiales y métodos

Extraccion de DNA a partir de sangre peri-
férica.

Se seleccionaron 165 ejemplares de una po-
blacién de ganado productor de leche en ocho
hatos del departamento de Antioquia. De cada
uno de los individuos se colectaron 5 ml de
sangre periférica para la extraccion de DNA, la
cual se realiz6 mediante el método descrito por
Miller y colaboradores' con algunas modifica-
ciones. Se realizé una amplificacién por PCR
individual para cada region especifica en un
volumen final de 50 pL. Los cebadores utiliza-
dos para la amplificar las regiones especificas
de los genes de bGH (1443 a 1769 Acceso
M57764)"® que contenian los polimorfismos
fueron descritos por Dybus' y son los siguien-
tes: F 5°- CCCACGGGCAAGAATGAGGC-3" y
R 5" TGAGGAACTGCAGGGGCCCA-3'.

Para la determinaciéon de los alelos de los ge-
nes de bGH, se tomaron 13yl del producto de la
PCR y se sometieron a digestién con 5 unida-
des de la enzima de restriccion Mspl, incuban-
dose a 37°C durante 12 horas. Los productos
de la amplificacion y digestion se resolvieron
por electroforesis en geles de agarosa al 4%
(Amresco®).

De los 165 individuos genotipificados se anali-

zaron las lactancias completas y para el anali-
sis de porcentaje de grasa y proteina se selec-
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cionaron unicamente las lactancias dentro de
las cuales se tuvieran minimo cuatro muestras
para analisis composicional. Esto dio como
resultado un diferente tamafio muestral para
cada caracteristica.

Analisis estadistico

La frecuencia de los diferentes alelos se realizo
con el método descrito por Hartl'®. Frecuencia
total (p) de los alelos 1 en la poblacién es:

p= Fa/a +V2 Fa/b

Frecuencia total (q) de los alelos 2 en la pobla-
cion es:

g= Fb/b + Y2Fa/b, donde;

F a/a = Homocigético.

F a/b = Heterocigatico.

Se realizd un analisis de varianza basado en
las fuentes de variacién conocidas para cada
una de las variables dependientes (produccién
de leche, porcentaje de grasa y porcentaje de
proteina).

El modelo de efectos fijos llevado a cabo fue
el siguiente:
Y =U+G+Gp, +H+ NP +G'Gp+E

ijkimnop ijkimnop

Donde:

= Caracteristica analizada (produccion lac-
tea, porcentaje de proteina, porcentaje de

ijkimnop

grasa).
M= Media para la caracteristica.
H = Efecto del hato (j =1....8).
NP, Efecto del numero de parto (1= 1....8).
(= Efecto fijo del genotipo para GH(i= 1...3).
Gp_= Efecto fijo del genotipo para PRLGH(i=

1...3).
G. Gp,. Efecto de la Interaccion entre genotipos.
Error experimental.

ijkimp =
Los factores de correcciéon para los efectos
medioambientales se estimaron mediante la
utilizacion de el método de minimos cuadrados
descrito por Harvey, y los analisis estadisticos
restantes con procedimientos del paquete es-
tadistico Stat Graphics plus ver. 4.0. Las Me-
dias ajustadas se utilizaron como base para
comparar los genotipos.



Resultados

Alelos para bGH obtenidos por PCR-RFLP

El fragmento amplificado del gen bGH fue de
329 pb (figura1A), el cual fue sometido a diges-
tion con la enzima Mspl para la determinacion
de los genotipos. Los fragmentos de restriccion

1 P 3 4 5 6

329bp

de DNA especificos para cada genotipo fueron:
224 y 105 pb para el genotipo +/+; 329, 224 y
105 para el genotipo +/- y 329 pb (no digerido)
para el genotipo -/- (figura 1B).

B

1 234567

+- ++ +/+ ++ /- C-

329bp
224bp

105bp

Figura 1 (A). Amplificacion del gen de bGH a partir de sangre bovina. Electroforesis en gel
de agarosa al 4%. La figura presenta el fragmento amplificado de 329bp, correspondiente
al gen de bGH en algunos de los individuos evaluados (carriles 3, 4, 5y 6), y el carril 2 con-
trol negativo. El carril 1 fue un marcador de peso molecular de 50bp. (B) Genotipificaciéon
de bGH electroforesis en gel de agarosa al 4%. El carril numero 1 corresponde a marcador
de peso molecular de 50 pb. El carril 2 presenta bandas de 329pb, 224pb y 105 pb corres-
pondientes a los fragmentos de restriccion generados por digestion con Mspl para el ge-
notipo bGH+/-. Los carriles 3, 4 y 5 exhiben bandas de 224 pb y 105 pb, que corresponden
al genotipo bGH+/+. El carril 6 muestra el fragmento de 329 pb correspondiente al genotipo
bGH -/-, carril 7 control negativo

Frecuencias alélicas y genotipicas

No hubo diferencia significativa entre las fre-
cuencias alélicas y genotipicas encontradas en
los diferentes hatos en el analisis realizado me-
diante la prueba de comparacion de proporcio-
nes de Chi cuadrado con un 95 % de confian-
za. Esto significa que, a pesar de los diferentes
origenes genéticos de los hatos en evaluacion,
la base de la poblacién lechera de los hatos en
estudio es muy similar o por lo menos esta con-
formada por individuos que han sido seleccio-
nados con los mismos objetivos productivos.

Las frecuencias alélicas obtenidas en este es-
tudio fueron de 0.85 para el alelo bGH+ y de

0.15 para el alelo bHG- (tabla 1). El genotipo
bGH+/+ fue el mas frecuente en todos los ha-
tos estudiados (0.46-0.9), excepto en el hato 7
que tuvo una frecuencia de 0.38, seguido por
el bGH+/- (0.06-0.38). El de menor frecuencia
fue bGH-/- (0.0 — 0.13) (tabla 2). Este ultimo fue
hallado en 5 de los hatos estudiados.

Los 8 hatos evaluados presentaron diferen-
cias en la frecuencia de los genotipos para
bGH, siendo de (0.38 — 0.9) para el genotipo
bGH+/+, (0.1 - 0.62) para el genotipo bGH+/- y
de (0 - 0.13) para el genotipo bGH-/- (tabla 2).
Esta diferencia no fue significativa a la prueba
de comparaciones de proporciones de Chi cua-
drado con un nivel de confiabilidad de 95 %.
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TABLA 1. Frecuencia alélica del gen bGH.

GEN Alelo Frecuencia
bGH + 0.85
bGH bGH - 0.15

TABLA 2. Frecuencias Genotipicas para el gen de bGH en los hatos evaluados

GENERAL HW 1 HW
GEN GENOTIPOS - -
ni F nt ni F
(+/+) 108 0,724 1,56 18 0,9
(+/-) 36 0,241 20 2 0,1
GH (-/-) 149 5 0,033 0 0
(+) 0.845 0,93
(-) 0.154 0,08
2 HW 3 HW 4 HW
nt ni F nt ni F nt ni F
11 0,733 14 0,875 15 0,714
0,91 0,27
15 3 0,2 16 1 0,062 21 6 0,285
1 0,066 1 0,062
0,78 0,89 0,79
0,22 0,11 0,21
5 HW 6 HW 7 HW 8 HW
nt ni F nt ni F nt ni F nt ni F
16 0,842 6 0,461 155 5 0,384 23 0,718
19 3 0,157 13 5 0384 °’ 13 8 0,615 32 8 0,25 126
2 0,133 1 0,055
0,88 0,56 0,54 0,78
0,12 0,44 0,46 0,22

nt: Tamano total de la muestra

ni: Numero de individuos para cada genotipo
F: Frecuencia genotipica.

HW: Valor de Hardy Weinberg

En la tabla se observa la distribucion de los
alelos y genotipos en cada uno de los hatos.
Ninguno de dichos hatos mostré equilibrio de
Hardy Weinberg, e igual sucedio con la pobla-
cion total. La formula de equilibrio estuvo en al-
gunos casos por debajo y en otros por encima
de 2, lo que indica que estas poblaciones han
estado sometidas a seleccion y que ha habido
una perdida de la heterocigocidad.
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Efecto del genotipo de bGH sobre las carac-
teristicas productivas

De acuerdo con el analisis realizado, las va-
cas con genotipo bGH (-/-) produjeron 262 lts.
de leche mas por lactancia que las vacas bGH
+/-. De la misma forma los individuos bGH +/+
fueron superiores en 149 lts a los bGH +/- que
presentaron el menor rendimiento (tabla 3). La



cantidad de leche producida por las vacas que
presentaron el genotipo de mayor desempeno
para esta caracteristica tiene un costo aproxi-
mado en el mercado de $180.000 a precios
actuales, lo cual incrementaria los ingresos
de los productores en esta cantidad por cada
lactancia terminada en un afio. Los individuos
con genotipo bGH +/+ y bGH +/- produjeron le-
che con 0.08% y 0.07% mas de proteina, res-
pectivamente, que los homocigéticos bGH -/-.
Este incremento en proteina representa para
el productor de leche un incremento de 2.5%
en el precio de venta de la leche a las indus-
trializadoras, lo que se traduce en una utilidad
adicional de $75.000 por lactancia de 5000 li-
tros. Esta diferencia no fue estadisticamente
significativa (tabla 3).

Los individuos con genotipo bGH +/+ y bGH
+/- produjeron 15 y 14 Kg de proteina mas por
lactancia, respectivamente, con respecto a los
homocigoticos bGH -/-. Esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (tabla 3). El por-
centaje de grasa de la leche fue superior en
los individuos GH +/- ( +0.1 % ) con respecto a
GH -/- y GH +/+, quienes produjeron leche con

menor concentracion de grasa (tabla 3). Este
incremento en porcentaje de grasa podria re-
presentar un ingreso adicional de 0.6% en el
precio de venta de la leche producida, lo que
implicaria una utilidad adicional de $19.500 por
lactancia. Los individuos con genotipo bGH -/-
y bGH +/- produjeron 47 y 2 Kg de grasa mas
por lactancia, respectivamente, con respecto a
los homocigéticos bGH +/+. Esta diferencia no
fue estadisticamente significativa (tabla 3).

Los resultados presentados anteriormente indi-
can que no existe un genotipo para el gen de la
hormona del crecimiento bovina bGH que sea
superior en la totalidad de las caracteristicas. El
productor debe orientar la genética de su hato
a individuos que tengan capacidad de producir
leche con altos contenidos de sélidos repre-
sentados en buenos porcentajes de proteina y
grasa. La baja frecuencia de algunos de los ge-
notipos no permite efectuar una comparacion
cuyos resultados sean de alta significancia, por
lo tanto se debe aumentar el tamafio muestral
en busca de mas individuos con los genotipos
de baja frecuencia que permitan confirmar los
resultados de esta investigacion.

TABLA 3. Asociacioén entre los genotipos de bGH y PRL
y producciéon y composicion de la leche

GEN GENOTIPO N P.LECHE n %PROTEINA n %GRASA n KgPROTEINA n KgGRASA
7018 +223a  3.15+0.05a 3.46 + 2254
++ 284 172 172 0.113a 450 172 208a
(+149) (+0.08) (+15)
- 3.14 + 0.05a 3'15164?& 224a 210a
- 69 6869 +229a 59 59 48 59
(+0.07) (+0.1) (+14) (+2)
7131 + 392a 3.46 + 255a
a 15 9 3.07+0.105a 9 POTS 210a
(+262) 0.211a (+47)

La tabla presenta el numero de lactancias evaluadas para cada caracteristica. Dentro de cada recuadro apa-
rece la media de minimos cuadrados £ error estandar. El valor entre paréntesis representa la superioridad de
cada genotipo con respecto al de peor desempefio. Los kg de proteina y grasa se calcularon con base en las
lactancias que tenian informacién para las caracteristicas completas.

Letras diferentes en la misma columna y dentro de las filas correspondientes al mismo genotipo indican dife-
rencia significativa p<0.05.

*Diferencia significativa entre las medias del mismo grupo por el test de Duncan, 95% de confianza.
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Discusion

La frecuencias alélicas obtenidas son simi-
lares a la reportada por Yao y colaboradores
en (0.86)" y Falaki y colaboradores (0.83)",
Dybus'® y Vukasinovic y colaboradores, (0.87)
', y mayor que la reportada por Ripoli y cola-
boradores (0.77)%.

En cuanto a produccion de leche, los resulta-
dos obtenidos en este estudio difieren de los
resultados reportados por Ripoli y colaborado-
res?' y Dybus??, Yao y colaboradores? quienes
hallaron mejor desempefio en produccion de
leche para los individuos bGH +/+.

Los resultados obtenidos en este estudio para
porcentaje de proteina en leche, concuerdan
con los obtenidos por Dybus? y difieren de los
reportados por Lagziel y colaboradores?26,
quien reporté leche con mayor contenido de
proteina para los individuos bGH +/-. Igual-
mente los resultados de produccion de protei-
na por lactancia concuerdan con los obtenidos
por Dybus?’, Yao y colaboradores?, pero difie-
ren de los reportados por Lagziel y colabora-
dores? y Falaki*®, quienes encontraron que los
individuos bGH +/- producian mayor cantidad
de proteina por lactancia que los bGH +/+.

Para porcentaje de grasa en leche, los resul-
tados de este estudio son similares a los ob-
tenidos por Dybus?®!, pero difieren de Falaki®?,
quien encontré que el alelo bGH- (bGH +/- y
-/-) estaba asociado con un aumento en el por-
centaje de grasa de la leche. De igual manera,
los resultados de produccion de grasa por lac-
tancia, concuerdan con los obtenidos por Lee
y colaboradores®, quién encontré el genotipo
bGH-/- fue el mas frecuente en lineas de gana-
do con altas producciones de grasa, pero son
contradictorios de los reportados por Dybus®,
Yao y colaboradores®*, quienes hallaron el ge-
notipo bGH +/+ como el mas favorable para la
produccion de grasa.

Conclusiones

Las discrepancias de algunos resultados ob-
tenidos en este trabajo y los demas autores
estan justificada en la influencia que tiene el
medio ambiente sobre los genotipos y en el he-
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cho de que un genotipo puede tener diversos
comportamientos dependiendo del ambiente al
que esté sometido.

Adicionalmente, las tendencias mostradas por
los resultados de esta investigacion deben ser
evaluadas teniendo en cuenta la dificultad que
presenta evaluar las combinaciones genotipicas
con el tamafo de la muestra que se presento.
No todas las combinaciones posibles fueron ha-
lladas y en algunas de las combinaciones las
lactancias eran pocas para que el nivel de signi-
ficancia de los resultados fuera alto.

Entre los marcadores genéticos asociados a
caracteristicas productivas en el ganado bovi-
no, los investigadores han dado pasos impor-
tantes en lo concerniente al gen de la hormona
del crecimiento (bGH), aunque es claro que
aun no se ha establecido un genotipo que pre-
sente superioridad contundente para las carac-
teristicas de importancia econémica en este
gen. Los resultados hasta ahora presentados,
incluyendo los de esta investigacion, asi como
las importantes funciones biolégicas de la hor-
mona del crecimiento, hacen que los genes
que codifican estas hormonas generen gran in-
terés para el desarrollo de metodologias de se-
leccién asistida por marcadores, acelerando el
progreso genético, el tiempo y los costos eco-
némicos generados por el mantenimiento de
animales destinados a pruebas de progenie.

La baja frecuencia de algunos de los genoti-
pos encontrados en esta investigacién genera
una gran dificultad para determinar el grado de
asociacion que tiene cada uno de éstos con ca-
racteristicas como produccion de leche, grasa
y proteina. Se requiere redoblar esfuerzos por
parte de los investigadores para aumentar el
tamafio muestral y conseguir resultados que
generen mayor confiabilidad en cuanto a los
marcadores genéticos utilizados en los progra-
mas de mejoramiento genético.
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