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FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA

El Fondo de Promocién de Tecnologia Agropecuaria (FPTA) fue instituido por el
articulo 18° de la ley 16.065 (ley de creacion del INIA), con el destino de financiar
proyectos especiales de investigacién tecnolédgica relativos al sector agropecuario del
Uruguay, no previstos en los planes del Instituto.

El FPTA se integra con la afectacion preceptiva del 10% de los recursos del INIA
provenientes del financiamiento basico (adicional del 40/00 del Impuesto a la Enaje-
naciéon de Bienes Agropecuarios y contrapartida del Estado), con aportes voluntarios
que efectlen los productores u otras instituciones, y con los fondos provenientes de
financiamiento externo con tal fin.

EL FPTA es un instrumento para financiar la ejecucion de proyectos de investiga-
cién en forma conjunta entre INIA y otras organizaciones nacionales o internacionales,
y una herramienta para coordinar las politicas tecnoldgicas nacionales para el agro.

Los proyectos a ser financiados por el FPTA pueden surgir de propuestas
presentadas por:

a) los productores agropecuarios, beneficiarios finales de la investigacién, o por sus
instituciones.

b) por instituciones nacionales o internacionales ejecutoras de la investigacién, de
acuerdo a temas definidos por si 0 en acuerdo con INIA.

c) por consultoras privadas, organizaciones no gubernamentales o cualquier otro
organismo con capacidad para ejecutar la investigacioén propuesta.

En todos los casos, la Junta Directiva del INIA decide la aplicacion de recursos del
FPTA para financiar proyectos, de acuerdo a su potencial contribucion al desarrollo del
sector agropecuario nacional y del acervo cientifico y tecnolégico relativo a la
investigacion agropecuaria.

El INIA a través de su Junta Directiva y de sus técnicos especializados en las
diferentes areas de investigacién, asesora y facilita la presentaciéon de proyectos a los
potenciales interesados. Las politicas y procedimientos para la presentacién de
proyectos son fijados periédicamente y hechos publicos a través de una amplia gama
de medios de comunicacion.

El FPTA es un instrumento para profundizar las vinculaciones tecnoldgicas con
instituciones publicas y privadas, a los efectos de llevar a cabo proyectos conjuntos.
De esta manera, se busca potenciar el uso de capacidades técnicas y de infraestruc-
tura instalada, lo que resulta en un mejor aprovechamiento de los recursos nacionales
para resolver problemas tecnolégicos del sector agropecuario.

El Fondo de Promocién de Tecnologia Agropecuaria contribuye de esta manera a
la consolidacion de un sistema integrado de investigacién agropecuaria para el
Uruguay.

A través del Fondo de Promocion de Tecnologia Agropecuaria (FPTA), INIA ha
financiado numerosos proyectos de investigacion agropecuaria a distintas institucio-
nes nacionales e internacionales. Muchos de estos proyectos han producido resulta-
dos que se integran a las recomendaciones tecnolégicas que realiza la institucion por
sus medios habituales.

En esta serie de publicaciones, se han seleccionado los proyectos cuyos resulta-
dos se considera contribuyen al desarrollo del sector agropecuario nacional. Su
relevancia, el potencial impacto de sus conclusiones y recomendaciones, y su aporte
al conocimiento cientifico y tecnolégico nacional e internacional, hacen necesaria la
amplia difusién de estos resultados, objetivo al cual se pretende contribuir con esta
publicacion.
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Trujillo A. 1.2

Departamento de Produccién Animal y
Pasturas, Facultad de Agronomia, UdelaR.

INTRODUCCION

La ganaderia vacuna es la principal
actividad productiva del pais. Ocupa algo
més de 13 de los 16 millones de hectéa-
reasy esla que genera mas valor agrega-
do, exportaciones, empleo y la que retine
la mayor cantidad de empresas (MGAP-
DIEA, 2011).

La competencia de otros sectores
sobre el sector ganadero, el incremento
del valor de la renta de la tierra y de los
costos unitarios de produccién se han
ido incrementando. Existen otras activi-
dades mas rentables como la agricultu-
ra, la forestacion y la lecheria que com-
piten por el uso del suelo. La ganaderia
esta perdiendo alrededor de 350.000 ha
por afilo, mientras que las hectareas
dedicadas a la agricultura, forestacion y
lecheria siguen creciendo a pasos acele-
rados, integrandose nuevas empresas al
negocio forestal y favoreciéndose la en-
trada de nuevos modelos de gran escala
de operaciones en la lecheria (Secco,
2008). Este escenario pone de manifies-
to que una de las principales estrategias
para competir en el sector esta directa-
mente relacionada con la mejora en la
eficiencia alimenticia a través del aumen-
to o mantenimiento de la producciéon y de
la reduccion de los costos de alimenta-
cién. Los costos asociados a la alimen-
tacion en los sistemas pastoriles (mano
de obra y manejo de ganado, pasturas,
maquinaria y vehiculo) representan entre
el 55-60 % de los costos econdmicos
totales de la empresa ganadera (MGAP-
Plan Agropecuario. Monitoreo de empre-
sas ganaderas, 2012).

Capitulo 1

Consumo residual de

alimento como medida
de eficiencia alimenticia

Proyecto FPTA 263
Periodo de Ejecucion: Ene. 2009-Ag. 2012

Desde principios de los afios 90 se
realizan en Uruguay evaluaciones gené-
ticas para varias caracteristicas de valor
econdémico relevante en las principales
razas de ganado de carne del pais Los
valores genéticos (que son expresados
en términos de diferencia esperada en la
progenie (DEP) proveen de una predic-
cién del potencial genético futuro de la
progenie de un individuo. La seleccién
basada en los DEPs ha sido en general
exitosa en tanto se ha logrado obtener un
importante progreso genético fundamen-
talmente en caracteristicas de crecimien-
to y habilidad materna (732 g/afio pesos
a los 18 meses, 436 g/afio peso al des-
tete, Evaluacion Genética de Aberdeen
Angus, 2012). Sin embargo, la seleccion
por estas caracteristicas, que aumentan
los «outputs» o salidas en un sistema de
produccion, esta también estrechamen-
te ligada al uso creciente de alimento.
Asimismo, la seleccion de reproductores
por crecimiento acelerado y mayores
pesos vivos ha generado un incremento
en el peso vivo a la madurez. Esto implica
un incremento del tamafio adulto prome-
dio de las diferentes razas y de sus
requerimientos de mantenimiento, que
determina mayores costos de produc-
cion, menor eficiencia en uso de los
recursos alimenticios, y aumento poten-
cial en problemas ambientales (emision
de gas metano, principalmente).

Ademaés de toda la informacién apor-
tada por las evaluaciones genéticas que
hoy se dispone, existe un creciente inte-
rés en contar con estimaciones de valo-
res genéticos en criterios relacionados a
eficiencia alimenticia (sin correlaciones
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desfavorables con otros rasgos de interés
econémico) lo cual permitira visualizar mas
facilmente aquellos recursos genéticos mas
sustentables para nuestros sistemas de
produccién. La existencia de reproducto-
res generadores de descendencia (vacas y
novillos) con menores consumos de ali-
mento (en pastoreo y/o confinamiento) sin
desmedro de su performance, conllevara a
una disminucion en los costos de produc-
cion y a posibles incrementos en los ingre-
sos netos de las empresas ganaderas.
Paralelamente, utilizando la estrategia de
mayor eficiencia por menor consumo, se
lograrian considerables reducciones en la
produccion de poluentes por unidad de
producto carne vendido.

CONSUMO RESIDUAL DE
ALIMENTO COMO MEDIDA DE
EFICIENCIA ALIMENTICIA

El consumo residual de alimento (CRA
0 RFI) o consumo neto de alimento como
también es llamado, fue definido por pri-
mera vez por Koch et al., 1963. Se calcu-
la como la diferencia entre el consumo
observado y el consumo estimado para
cada individuo, en base a las exigencias
de mantenimiento y crecimiento (en ga-
nado de carne) o mantenimiento y pro-
duccion de leche/kg ternero destetado
(en ganado lechero) en un periodo deter-
minado de tiempo. Es una medida que
cuantifica la variacién en consumo entre
animales que no es explicada por la
variacion relacionada con el peso y tasa
de crecimiento. Esta medida es utilizada
para identificar los animales que se des-
vian de su consumo esperado clasifican-
dolos como de alta eficiencia (CRA nega-
tivo) o de baja eficiencia (CRA positivo).

La variacion en CRA puede ser expli-
cada por diferencias entre animales a
nivel de procesos metabodlicos basicos,
gue explican en definitiva diferencias en
produccion total de calor (Arthur et al.,
2001; Herd et al., 2004; Lancaster et al.,
2009). En la Figura 1 se esquematiza la
contribucion de los procesos biologicos
que pueden explicar la variaciéon en CRA.

La investigacion en el tema ha mos-
trado que el CRA presenta variacion en-
tre individuos dentro de razas o lineas
genéticas y es moderadamente hereda-
ble (0,28-0,58, Pitchford, 2004). Se ha

demostrado que existe un potencial de
mejora en los valores de CRA y se han
identificado genes y polimorfismos que
estarian asociados a esta caracteristica
(Archer et al., 1999, Nkrumah et al.,
2004, Sherman et al., 2008).

El criterio de seleccion por CRA, a
diferencia del criterio de seleccion por
conversion alimenticia (kg de alimento
por unidad de ganancia de peso), tiende
a elegir animales de menor consumo y
menores requerimientos de mantenimien-
to, sin alterar el peso adulto o las ganan-
cias de peso (Koch et al., 1963, Carstens
et al., 2002, Basarab et al., 2003). Varios
investigadores (Herd y Bishop, 2000;
Arthur et al., 2001, Arthur et al., 2005)
han reportado correlaciones, tanto fenoti-
picas como genéticas, positivas y modera-
das entre CRA y consumo de materia
seca. Asimismo, la correlacion genética
entre este nuevo parametro y el tradicional
parametro de eficiencia, conversion ali-
menticia, es moderada (rg = 0,5, Archer et
al., 2001), sugiriendo que diferentes genes
estarian ligados a estas caracteristicas.

Investigadores australianos han estu-
diado el CRA en ganado de carne desde
1993 y publican periédicamente valora-
ciones genéticas para CRA (http://
www.angusaustralia.com.au). Resulta-
dos publicados por Arthur et al. (2001)
han mostrado que el desempefio de la
progenie de padres seleccionados por
CRA negativos (mas eficientes) después
de 5 afios de seleccién fue similar en
peso al aflo de edad y en ganancias
diarias, pero los consumos fueron meno-
res (11 %) y por tanto, tuvieron menor
conversion alimenticia (kg de materia
seca/kg de ganancia) comparada con la
progenie de los padres seleccionados
por CRA positivos (menos eficientes).
Adicionalmente, Archer et al. (2002) re-
portaron que el CRA en hembras pos-
destete estuvo fuertemente correlaciona-
do (r > 0,90) con el CRA medido en las
mismas hembras convertidas en vacas
adultas. Estos resultados sugirieren que
los procesos bioldgicos reguladores del
consumo y de la eficiencia son similares
en animales en crecimiento y en anima-
les adultos (Archer et al., 2001). Es
importante considerar, en la estimacion
del CRA, ademas del peso vivo y las
ganancias de peso, la composicién de
esa ganancia. Es decir se deben clasifi-
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Patron de
consumo 2 (%)

Otros (turnover proteico,
transporte de iones NalK,
desacoples energéticos,
termoregulacion, estrés)
(60%)

Composicion corporal

(5%)

Incremento calorico

(9%)

Digestibilidad

(14%)

Actividad (10%)

Figura 1. Contribucién de los procesos biolégicos en el consumo residual de alimento.

Extraido de Richardson E. C and Herd R. M. 2004. Biological basis for variation of RFI in beef cattle. Australian Journal of Experimental

of Agriculture 44, 431-440.

car los animales en base a un consumo
estimado para una misma composicion de
la ganancia de peso (Basarab et al., 2003).

Adicionalmente, aunque existen re-
sultados contradictorios, algunos estu-
dios han encontrado que los animales
mas eficientes tenderian a presentar car-
casas con menos grasa subcutanea,
menos marmoleado y menores depoési-
tos grasos en la cavidad abdominal
(Basarab et al., 2003, Fox et al., 2004,
Herd and Bishop, 2002).

Para medir CRA se necesitan equipos
muy precisos y sofisticados para los
registros de consumo individual, asi como
un elevado nimero de observaciones para
validar los estudios genéticos. Ambos
factores hacen que el uso de esta medida
de eficiencia sea muy costoso y esto ha
sido la principal limitante en la adopcion
de esta medida de eficiencia como crite-
rio de seleccion. Los paises desarrolla-
dos disponen actualmente de sistemas
centralizados de alimentacién automati-
zados para alto nimero de animales que
permiten registrar en forma eficiente y
precisa el consumo y la performance de
cada animal. En estos paises se han
desarrollado lineas divergentes en la
caracteristica de CRA que les ha permi-
tido continuar estudiando este atributo.

Los avances en las técnicas de biologia
molecular han permitido, a su vez, estu-
diar el lugar donde se encuentran algu-
nos de los numerosos genes especificos
que afectan este atributo en los diferen-
tes cromosomas (mapeo) para luego
seleccionar por alelos favorables presen-
tes en las razas estudiadas, usando
marcadores genéticos. Un marcador
molecular es una variacion especifica en
el ADN entre individuos que ha sido aso-
ciado con alguna caracteristica de inte-
rés. Los polimorfismos de una sola base
(SNPs) son una variacion en la secuen-
cia de ADN (por lo tanto son un tipo de
marcadores) que afecta a un solo nucle6-
tido del genoma y explica la variacion
entre individuos, pudiendo afectar la res-
puesta de los mimos factores de nutri-
cién, manejo y ambiente, entre otros. Es
importante resaltar que no es sencillo
trabajar con seleccién asistida por mar-
cadores cuando los marcadores estan
relacionados con caracteristicas com-
plejas que involucran muchos genes como
la eficiencia alimenticia, ya que la pre-
sencia 0 ausencia de numerosos genes
«no marcados» y el medio ambiente/
manejo de produccion afectara la expre-
sién o no del fenotipo deseado (por ejem-
plo, menor CRA). Por esta razén, es
importante que para la toma de decisio-
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nes, la informacion sobre marcadores
moleculares se combine y evalle conjun-
tamente con los valores de cria ya que
estos Ultimos estiman la contribucion de
los genes «no marcados» para el atributo
deseado (Van Eenennaam, 2007). Va-
rios estudios han indicado que existe un
potencial para el desarrollo de marcado-
res genéticos y/o fenotipicos para efi-
ciencia alimenticia Evidencias recientes
han demostrado que genes involucrados
en la regulacion del consumo y en la
produccién y regulacién de la energia
pueden afectar la eficiencia alimenticia
en ganado de carne (Lagonigro et al.,
2003; Nkrumah et al., 2004; Kolath et al.,
2006; Sherman et al., 2008). Se han publi-
cado asociaciones entre SNPs en el gen
que codifica para la sintesis de leptina
(Nkrumah et al.,, 2004) y en el gen que
codifica para NPY (neuropéptido Y) con
CRA, mientras que no se han encontrado
reportes de asociaciones entre SNPs en el
gen que codifica para IGF-1 y CRA en
ganado de carne. Asi mismo, los valores
de CRA en ganado de carne obtenidos con
diferentes dietas han mostrado que esta
medida de eficiencia depende del tipo de
dieta ofrecida (Fan et al., 1995; Goonewar-
dene et al., 2004; Durunna et al., 2010).

A nivel nacional, no se ha generado
informaciéon sobre esta medida de efi-
ciencia ni se han generado ni validado
marcadores en las condiciones pastori-
les imperantes de nuestros sistemas de
produccion de carne.

Es asi que, este proyecto tuvo como
objetivo general:

Realizar una exploracion del poten-
cial de mejora genética por eficien-
cia alimenticia en ganado de carne
Angus utilizando herramientas de
biologia molecular (marcadores).

Y como objetivo especifico:

Proveer herramientas y/o criterios que
ofrezcan la posibilidad de seleccionar
bovinos en pastoreo en base al con-
sumo residual de alimento.

El objetivo especifico se tradujo en 3
productos:

ESTRATEGIA DE
INVESTIGACION

Para obtener los productos espera-
dos, se llevo a cabo la siguiente estrate-
gia de investigacién:

1- Estudio de la variabilidad genética
de los SNPs de los genes candida-
tos en la poblacién Aberdeen An-
gus del Uruguay mediante mues-
treo de animales nacidos en 2008.

2- Seleccion de los animales experi-
mentales para los estudios de aso-
ciacion posteriores (Figura 2).

3- Estudios de asociacién entre los
SNPs y el CRA fenotipico medido
en dos diferentes condiciones de
alimentacion: a) experimento en
confinamiento con una dieta con
alta proporcién de concentrado y b)
experimento en pastoreo.

4- Estudio de asociacion entre el SNP
del gen que codifica IGF-1 y carac-
teristicas de crecimiento evalua-
das genéticamente (DEPS).

En la Figura 2 se presenta en forma
esquematica la secuencia seguida en la
estrategia de investigacion (se muestran
etapas 1 al 4).
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12 Etapa 2009

Extraccion de sangre/pelo para
determinaciéon de frecuencia de los
SNPs en 5 cabafias en terneras no
emparentados nacidas en 2008

=)

Optimizacion de
genotipado por HRM
n= 100. LTN. Fac. Vet.

—

Seleccion de animales
con genotipos #

3

Extraccién de sangre/pelo

ADN de terneras con
informaciéon genealégica

Formacion de 2 grupos (n=15-20

34 cabafias distribuidas en

terneras nacidas en 2009) segun

y evaluacion de padres. el pais n= 1700. LTN genotipos:

n= 1700. Fac. Agro.
Genotipado por HRM Grupo Grupo de interés o
n=1700. LTN Control validacion

Grupo de interés/
validacion

Grupo Control

32 Etapa 2010

a. Medicién del CRA en corrales.
Experimento en confinamiento

b. Medicion del CRA en pastoreo.
Experimento en pastoreo

;Son igualmente
eficientes en
nuestras
condiciones
pastoriles?

Experimentos realizados en Fac. Agro.
Estacion Experimental Mario A.
Cassinoni

Figura?2.

Esta Serie Técnica comprende los siguientes capitulos que recogen los principales resultados
obtenidos:

IDENTIFICACION DE LA VARIABILIDAD GENETICA DE SNPs EN GENES QUE CODIFICAN LA
SINTESIS DE NEUROPEPTIDO Y LEPTINA E IGF-1 EN GANADO ANGUS
M. P. Grignola, F. Pefagaricano, P. Nicolini, A. Casal, A.C. Espasandin, M. Carriquiry y A. I. Trujillo

PRODUCTO 2:

ASOCIACION DE SNPs EN GENES NPY, LEPTINAY IGF-1 CON CONSUMO RESIDUAL DE ALIMENTO
MEDIDO EN CONFINAMIENTO Y EN PASTOREO EN GANADO ANGUS

A. I. Trujillo, A. Casal, F. Pefagaricano, M. Carriquiry y P. Chilibroste

PRODUCTO 3:

ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE EL SNP DEL GEN QUE CODIFICA IGF-1 Y CARACTERISTICAS DE
CRECIMIENTO EVALUADAS GENETICAMENTE (DEPS)

A. Casal, A. Kaitazoff, P. Bacigaluz, J. Urioste y A. I. Trujillo
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INTRODUCCION

Los recientes avances en el conoci-
miento del genoma bovino y el desarrollo
de métodos moleculares han permitido
identificar regiones cromosémicas y ge-
nes asociados con caracteristicas de
interés productivo. Particularmente, el
uso de marcadores genéticos asociados

Capitulo 2

Identificacion de la
variabilidad genética
de SNPs en genes
gue codifican la
sintesis de
neuropéptido v,
leptina e IGF-1 en
ganado Angus

a medidas de eficiencia constituye una
opcion viable para ser empleada en la
seleccion y manejo de la eficiencia ali-
menticia en la empresa ganadera, siem-
pre que los mismos sean validados en las
condiciones de alimentacién y de am-
biente en que se desarrolla la produccién
de carne.
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ALGUNOS CONCEPTOS
IMPORTANTES

Un marcador genético es un seg-
mento de ADN con una ubicacién fisica
identificable (locus) en un cromosoma
gue ha sido asociado con alguna carac-
teristica de interés. Un marcador puede
ser un gen, o una secuencia de ADN que
puede variar entre individuos. Los poli-
morfismos de una sola base (SNPs)
son una variacion en la secuencia de
ADN (por lo tanto son un tipo de marca-
dores) que afecta a un solo nucleoétido del
genoma y explica la variacion fenotipica
entre individuos. Los polimorfismos ex-
plican la variacién entre los individuos y
pueden estar localizados en el gen de
interés (tanto en regiones codificantes,
exones 0 en regiones no codificantes,
intrones) o en zonas cercanas al mismo.
Sin embargo, es importante recordar que
las caracteristicas de interés productivo
y econémico en animales de produccion
estan por lo general controladas por va-
rios genes, asi como por el ambiente
(ubicacion geogréafica, manejo, nutricion,
etc), de manera que la expresion del
fenotipo deseado no dependerd exclusi-
vamente del gen «marcado».

A partir de los marcadores molecula-
res es posible identificar distintos alelos
de un gen candidato, por tanto, realizar la
caracterizacion genoémica. El genotipa-
do o genotipificacion, es la determina-
cion del genotipo o contenido gendmico,
en forma de ADN, especifico de un indi-
viduo, mediante un procedimiento de la-
boratorio. Una vez determinado el geno-
tipo mas favorable, es posible rastrearlos
en la descendencia (McPeake, 2003). La
seleccién asistida por marcadores
(Marker Assisted Selection, MAS) nos
permite «marcar» variantes génicas aso-
ciadas a regiones de ADN especificas
que influyen sobre caracteristicas cuan-
titativas, cobrando importancia aquellas
que son de dificil o costosa mediciéon
(como por ejemplo consumo residual de
alimento), con baja heredabilidad o aque-
llas cuya medida sélo puede realizarse
una vez sacrificado el animal. También
se puede asociar a caracteristicas no
cuantificables como resistencia a enfer-
medades (Dekkers et al., 2004). En ge-
neral, la implementacion de la seleccién
asistida por marcadores ha permitido

potenciar los programas de mejoramien-
to genético (Dekkers y Hospital, 2002;
Ron y Weller, 2007).

El abordaje de marcadores molecula-
resporgenes candidatos tomaen cuenta
gue los genes deben estar ubicados en
regiones del genoma que afecten el ca-
racter de interés y que a su vez deben
cumplir un rol fisiolégico en la determina-
cion del fenotipo.

El neuropéptido Y (NPY), la leptina
(LEP) y el factor de crecimiento tipo 1
similar a la insulina (IGF-1) cumplen un
rol importante en varios procesos fisiol6-
gicos y metabdlicos relacionados con el
consumo de energia. Debido a esto, es-
tos genes han sido propuestos como
posibles genes candidatos para mostrar
diferencias entre individuos en la regula-
cion del metabolismo animal (Bahar y
Sweeney, 2008; Ge et al., 2001;
Nkrumah et al., 2004; Schenkel et al.,
2005; Lancaster et al., 2005; Sherman et
al., 2008).

EI NPY es uno de los neurotransmiso-
res clave a nivel del sistema nervioso
central que afecta numerosas funciones
biolégicas, entre ellas, la regulacién del
apetito, el comportamiento ingestivo y la
homeostasis energética tanto en huma-
nos como en animales (White, 1993). La
leptina también juega un papel importan-
te en la regulacion del apetito y en el
control del peso (Lagonigro et al., 2003),
en el nivel de produccién, en la composi-
cion y peso de la canal asi como en la
fertilidad y en las funciones del sistema
inmune (Chilliard et al., 2005). La IGF-1
es uno de los factores de crecimiento de
la hormona de crecimiento que tiene
mayor importancia metabdlica, se sinte-
tiza principalmente en el higado, es se-
cretado a la circulacion sanguineay ejer-
ce un importante efecto sistémico endo-
crino. La IGF-1 cumple un importante rol
fisiolégico regulatorio que vincula el con-
sumo y la utilizacién de los nutrientes
con el crecimiento de los tejidos (Lucy,
2008).

Los métodos convencionales utiliza-
dos para genotipar loci polimérficos de
DNA se basan en la siguiente estrategia:
(a) amplificar los alelos del locus presen-
tes en una muestra (generalmente por
medio de la «Polymerase Chain Reac-
tion»- PCR); (b) identificar los alelos
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amplificados (generalmente por medio
de electroforesis); y (c) determinar el
genotipo de la muestra a partir de los
alelos amplificados.

Los SNPs en estudio han sido genoti-
pados por métodos convencionales, ta-
les como polimorfismo de conformacién
de cadena unica o PCR-SSCP por sus
siglas en inglés (Ge et al., 2001; Reyna
et al., 2010), polimorfismo de longitud de
los fragmentos de restriccion (longitud o
tamafio de los fragmentos de ADN resul-
tantes del corte o digestion mediante
enzimas de restriccion) o PCR-RFLP por
sus siglas en inglés (Buchanan et al.,
2002). Todos los métodos mencionados
incluyen un paso posterior a la PCR que
requiere la remocion del producto de la
PCR con el consiguiente tiempo requeri-
do para ello y con el incremento en el
riesgo de contaminacion cruzada de los
productos de PCR (Abdolmohammadi et
al., 2011).

Un método recientemente desarrolla-
do para identificar SNPs o para la geno-
tipificacion, es el analisis de alta resolu-
cién de la temperatura de melteo del ADN
(High Resolution Melting, HRM por sus
siglas en inglés) como paso posterior a
una amplificacion por PCR. El andlisis de
las curvas de disociacion de ADN obteni-
das con dispositivo HRM es un método
post-PCR simple, rapido y efectivo. Este
método se basa en la informacion fluo-
rescente de alta resolucion de ADNs de
secuencias ligeramente diferentes. La
sefial fluorescente esta dada por una
sonda con fluorocromos que una vez que
se une a la hebra del ADN, y a tempera-
turas incrementales, emite diferente can-
tidad de fluorescencia. De esta manera
las variantes alélicas homocigotas son
discriminadas por sus temperaturas de
disociaciéon (Tm) de la hebra de ADN, y
las variantes alélicas heterocigotos se
diferencian de las homocigotas por la
forma de la curva de disociacion (Liew et
al., 2004).

Actualmente, en Uruguay existe un
conocimiento muy limitado sobre las fre-
cuencias de los SNPs en estos tres
genes candidatos en ganado de carne. A
su vez, es crucial como primer paso,
caracterizar la existencia de niveles de
variabilidad de los SNPs asi como cono-
cer la estructura genética de la poblacion

en estudio para luego implementar los
estudios de asociacién. En este sentido,
los objetivos especificos en este estu-
dio fueron: ajustar la metodologia de ge-
notipificacién por High Resolution Mel-
ting (PCR-HRM) permitiendo una rapida
identificacién de los SNPs en los genes
NPY, LEP y IGF-1 y determinar las fre-
cuencias alélicas de estos genes, con el
fin de describir la estructura genética de
la poblacién Angus. Este trabajo consti-
tuye el primer paso para planificar los
estudios de asociacién posteriores.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Un total de 125 terneras hembras
nacidas en 2008 de la raza Aberdeen
Angus fueron seleccionadas en forma
dirigida a partir de 5 cabafias comercia-
les con importante contribucién génica a
la poblacion nacional. Las cabafias inte-
gran el Sistema de Evaluacion de Repro-
ductores de Aberdeen Angus. Entre 25y
30 terneras por cabafa fueron seleccio-
nadas usando archivos de pedigree de 5
generaciones completas. Las mismas
fueron hijas de padres con mayor nimero
de descendencia en los dltimos 10 afios
en la poblacion nacional y el coeficiente
de inbreeding calculado fue menor a 0,01
(programa ENDOG, Gutierrez y Goya-
che, 2005). Las terneras seleccionadas
constituyeron una muestra representati-
va de la poblacién de A. Angus nacional,
y las terneras de cada cabafia constitu-
yeron un grupo contemporaneo o subpo-
blacidn.

Coleccion de muestras de
sangre y extraccion de ADN

Se colectaron muestras de sangre (6-
10 ml) de la vena caudal de los animales
en tubos vacutainers conteniendo anti-
coagulante formado por solucién balan-
ceada de sales soddicas y potasicas de
EDTA (pH 7,2). El protocolo experimen-
tal seguido para la extraccion fue aproba-
do por la Comisién Honoraria de Experi-
mentacion Animal (CHEA), Universidad
de la Republica.
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EI ADN genomico fue extraido de san-
gre entera segun protocolo de extraccion
«salting out». (Modificado de Miller et al.,
1988). La concentracion de ADN total se
determiné en un NanoDropTM ND-1000
UV-vis (Thermo Scientific NanoDrop™
1000 Spectrophotometer). La calidad e
integridad del ADN aislado se evalu6 con
las relaciones de absorbancia 260/280 y
las mismas estuvieron entre 1,8-2,0

Optimizacion de PCR-HRM

En la Figura 1 se presentan en forma
esquemaética los pasos I al lll que impli-
caron la optimizacién. Como punto de
partida se contaba con un instrumento
calibrado Rotor GeneTM6000 (Corbett
Research Limited, Sydney, Australia) y
con ADN gendmico de calidad. El disefio
de cebadores especificos se realiz6 uti-
lizando un programa (Primer 3, v. 0,4.0
Software) conociendo la posicién de los
SNPs de interés (Sherman et al., 2008,
Buchanan et al., 2002 y Ge et al., 2001)
en la secuencia nucleotidica. Se eligie-
ron los cebadores que cumplian con ca-

racteristicas necesarias para la discrimi-
nacion de las variantes alélicas por PCR-
HRM real time (corProtocol TM 6000).
Por tanto, para el disefio se tomé6 en
cuenta que los amplicones tuvieran un
tamafio entre 75-150 pb y los cebadores
tuvieran un tamafio de 20 nucle6tidos con
un contenido de G+C de aproximada-
mente 55 %, para asegurarse la especi-
ficidad. A su vez, los cebadores no de-
bian ser complementarios consigo mis-
mos, evitando la formacion de dimeros.
Los detalles de cada uno de los SNPs se
presentan en el Cuadro 1.

La obtencion de los genotipos contro-
les (Paso Il en la Figura 1) se realiz6 con
ADN gendmico escogido al azar de todo
el ADN muestreado mediante la técnica
PCR- RFLP. Las muestras con genoti-
pos homocigotas y heterocigotos (3 pa-
trones de bandas diferentes) obtenidas
por PCR-RFLP, se confirmaron luego tam-
bién por secuenciacion (Sequencing ser-
vice of Macrogen Inc.). Dicho procedi-
miento se realizdé para los tres genes.
Dichos genotipos fueron los que se utili-
zaron como controles en PCR-HRM. En

PASO |

A) CALIBRACION
DE INSTRUMENTO
PCR-HRM

PASO I

A) OBTENCION DE
AMPLICONESY
CONTROLES POR PCR

B) CONFIRMACION DE LOS

CONTROLES CON OTRAS
TECNICAS DE GENOTIPADO

PASO Il PASO IV
+ | [ [0 [cc 98,97
Bl Bu 100,00
I,-’ "W fer o7 100,00
,." E B fcc Jec 100,00
/ 12| |l |93 [T 99,53
WM [ors ot [w7e
O [ | [0 [cc 98,98
21| W [ [c7 [sere
[ [ [oos T |99
AMPLIFICACION i I L L
52| [l |06 [TT 99,62
les | [ [10% [cc 99.29

B) CONTROL DE
CANTIDAD Y
CALIDAD DEL
ADN EXTRAIDO

C) DISENO DE
CEBADORES (Primer 3, v. 0.4.0. Software)

' m EN PCR

ANALISIS DE LAS CURVAS DE

MELTEO LUEGO DE HRM.

IDENTIFICACION DE GENOTIPOS

Figura 1. Esquematizacion de protocolo de optimizacion y genotipificacion de la técnica PCR-HRM para las

variantes alélicas de interés en el proyecto.
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Cuadro 1. Detalles de los SNPs en los genes NPY, LEP y IGF-1, incluye la localizacion, el nimero de accesién,
la secuencia de los cebadores para PCR-HRM y el tamafio del amplicén.

Secuencia del primer 5- 3° Tamaino
N° Accesion Localizacidn F:Forward del
del SNP R:Reverse amplicon
(pb)
4 AY491054-666  G/A-Intrdn 2 F:GCTGGGTCACCAAAGACATT 90
- R:AAAACACTGTACGGGGGAAA
4 AF120500-198 C/T-Ex6n 2  F:GGACCCCTGTATGGATCGATTCC 142
T
- R:TCCCTACCGTGTGTGAGATG
m 5 AF017143-512 T/C-Exén 2 F:AATAAAATTGCTCGCCCATCC 93
- R:TAACTTTCTACCGGGCGTGA

aDescrito por Sherman et al., 2008, "Descrito por Buchanan et al., 2002, °Descrito por Ge et al., 2001.

este estudio se considera, en el gen
LEP, el alelo favorable es aquel que en la
posicion AF120500-198 -Exén 2 contiene
unaCenvezdeunaT, mientras que el alelo
desfavorable tiene una T (Buchanan et al.,
2002); enelgenIGF-1, el alelo favorable es
considerado el que en la posicion
AF017143-512 en el ex6n 2 (Ge et al.,
2001), contiene una C en vez de una T,
mientras que en el gen NPY el alelo
favorable es el que contiene una G en el
Intron 2 de AY491054-666 y el desfavora-
ble contiene una A (Sherman et al., 2008).

Los animales fueron genotipados por
PCR en tiempo real con un dispositivo de
alta resolucion de melteo (HRM) utilizan-
do Rotor-Gene™ 6000 (Corbett Life Scien-
ces, Sydney) para cada SNP por separa-
do. La amplificaciéon por PCR en tiempo
real (paso Ill de Figura 1) permite verificar
la especificidad y luego con el procedi-
miento HRM (paso V. De Figura 1) se
identifican los genotipos. En cada corri-
da, ademas de las muestras problemas,
se utilizé una curva estandar de 5 puntos
y los 3 controles diferentes en duplicado
para la normalizacién de los resultados.
Las reacciones de PCR en tiempo real
fueron llevadas a cabo en un volumen
final de 20uL conteniendo 50 ng de ADN
gendmico, 10 pL of SYBR Green master
mix (Quantimix Easy SYG KitTM, Bio-
tools B&M Labs, Madrid, Spain), primer

mix (20 uM each) y 7 pL de agua libre de
nucleasas (mQ). Las condiciones de PCR
en tiempo real fueron: una fase de des-
naturalizacion de 95 °C por 10 minutos;
seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15 seg,
60 °C por 30 seg y 72 °C por 20 seg que
consta de desnaturalizacion, hibridacion y
extension. En este Ultimo, se adquiere la
fluorescencia en el canal verde (460 nm
excitacion; 510 nm deteccion) (Rotor-
GeneTM 6000). Se incluy6 en el progra-
ma un paso extra donde las muestras
fueron calentadas a 50 °C por 30 segun-
dos, que fue seguido de la amplificacion
para asegurar que todos los productos
fueran re-asociados y asi asegurarse que
se formaron los heteroduplex. Luego se
programé el HRM incrementos de 0,1 °C por
2 segundos desde 76 a 86 °C (NPY), 79 a
89 °C (LEP) y desde 75 a 85 °C (IGF-1), con
un condicionamiento de pre-melteo de 90 s.
La sefial fluorescente fue adquirida en el
canal de HRM (460 nm excitacion; 510
nm deteccion). El analisis de la curva de
melteo fue realizado usando el programa
del Rotor-GeneTM 6000 (software
v.1.7,Build 75) y su algoritmo. La infor-
macion obtenida por el andlisis de HRM
fue visualizada como curvas HRM nor-
malizadas y como graficas normaliza-
das al genotipo AA en el SNP de NPY
y de IGF-1, y normalizada al genotipo
TT en el SNP de LEP. Los genotipos de
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las muestras problemas fueron auto-
identificadas por el programa del Rotor-
Gene HRM (paso IV de Figura 1). El
limite de confianza considerado para
aceptar el genotipo asignado por el pro-
grama fue > 85 %. Ademas, un 10 % de
las muestras ya genotipadas fueron so-
metidas a un analisis de HRM por otro
operador y un 7 % se mandaron a se-
cuenciar, con el fin de comprobar la
asignacion de los genotipos.

Célculos y andlisis estadisticos

Las frecuencias alélicas y genotipi-
cas, las desviaciones del equilibrio
Hardy-Weinberg (HWE) evaluadas me-
diante el método exacto y la deficiencia
0 exceso de heterocigotos, se calcularon
utilizando el programa Convert (Glaubitz,
2004) y GENEPOP v4.0 (Rousset, 2008).
La deficiencia o exceso de heterocigotos
fue calculada para cada locus, en cada
subpoblacion (cabafia) y para la pobla-
cion total. La estructura genética entre
las poblaciones se calcul6 mediante
los estadisticos F de Wright (Weir y
Cockerham, 1984).

RESULTADOS Y DISCUSION

Metodologia de genotipificacidon
por High Resolution Melting
(PCR-HRM)

El programa del Rotor-Gene HRM au-
tomaticamente asignoé los diferentes ge-
notipos para cada SNP basado en la
forma de la curva de melteo para diferen-
ciar los heterocigotos de los homocigo-
tos y en las diferencias en las temperatu-
ras de melteo (Tm) para diferenciar entre
los homocigotos (Figura 2). Los heteroci-
gotos fueron distinguidos por el patron
bifasico de melteo. Las Tm de los dos
homocigotos difirieron en 0,5-0,6 °C.

El monitoreo de los niveles de fluores-
cencia (generada por el intercalado ines-
pecifico y no saturante de moléculas de
SYBR® Green | con los productos de
ADN de doble cadena) realizado por el
equipo en tiempo real permite visualizar y
describir el decrecimiento de la fluo-
rescencia hasta que se llega a la Tm
(Herrmann et al., 2006). Una muestra

homocigota comprende un Unico ho-
moduplex, mientras que los heteroci-
gotos presentan cuatro diferentes mo-
léculas, dos heteroduplex, y dos homo-
duplex. Cuando se realiza la disociacion,
cada homoduplex exhibe una curva con
diferente temperatura y el heteroduplex
exhibe una Unica curva acorde con la
temperatura de la mezcla de los 4 duplex
(Liew et al., 2004).

Las principales ventajas del andlisis
HRM en comparacién con los métodos
basados en PCR tradicionales incluyen:
a) rapidez y automatizacion del método,
b) no conllevan pasos posteriores como
la digestion con enzimas de restriccion
ni requieren de soportes (geles) evitando
asi el extenso manipuleo en el laborato-
rio y el trabajo con sustancias cancerige-
nas y c) la disminucion de los riesgos de
contaminacién cruzada de los productos
de PCR (Tindall et al., 2009, Abdolmoha-
mmadi et al., 2011).

En este estudio, describimos un pro-
tocolo de optimizacién del analisis HRM
como un método simple, rapido y confia-
ble para el genotipado de SNPs en los
genes NPY, LEP y IGF-1 en ganado de
carne.

Estructura génica de la
poblacién

En el Cuadro 2 se describen las fre-
cuencias alélicas y genotipicas para cada
locus en cada subpoblacién o cabafia y
para la poblacion total.

La frecuencia del alelo G en el SNP
del gen NPY fue menor que la frecuencia
del alelo A en todas las cabafias y en la
poblacion total. Ni las distribuciones gé-
nicas ni genotipicas fueron diferentes
(P>0,23) en todas las cabafias para este
locus. La distribucion de los genotipos
en la poblacion total y en las cabafias 2
y 3 se apartaron del equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) (P<0,032) causada por
una deficiencia de los genotipos hetero-
cigotos (P<0,032).

Las frecuencias alélicas del SNP en
el gen LEP estuvieron balanceadas para
los alelos C y T en todas las cabafias y
en la poblacién total (Cuadro 2). Asi
mismo las distribuciones de las frecuen-
cias alélicas y genotipicas no resulta-
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Figura 2. Graficas normalizadas de los tres SNPs genotipados. Izquierda: curvas normalizadas, Eje Y:
fluorescencia normalizada, Eje X: temperatura (°C). Derecha: gréaficas diferenciales
normalizadas al genotipo AA del SNP del gen que codifica para NPY y al genotipo TT de los SNPs
que codifican para IGF-1 y LEPTINA, Eje Y: fluorescencia diferencial normalizada, Eje X:
temperatura (°C). (A) and (B), corresponden al SNP de NPY, (C)y (D) alde IGF-1y (E) y (F) al
SNP de LEPTINA. Se presentan 2 réplicas de cada genotipo. (Trujillo et al., 2012).

ron diferentes (P>0,57) entre las caba- cepto en la cabafia 1. Las frecuencias
flas. Tanto la poblacién total y cada alélicas y genotipicas fueron diferentes
una de las cabafias se encontraron en en todas las cabafias (P<0,01). Cada
HWE (P> 0,11). La frecuencia del alelo cabafia asi como la poblacion total mos-
C del SNP en el gen IGF-1 fue menor que tr6 HWE (P = 0,91).

la del alelo T en todas las cabafas ex-
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Cuadro 2. Frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes alélicas de los genes que codifican para NPY,
LEPTINA e IGF-1 en cada cabafa (C) y en la poblacién total de terneras Aberdeen Angus (Trujillo
etal., 2012).

Genotipo/

alelo

SNPNPY
AA

SNPLEP

El nimero de animales por genotipo se encuentra entre paréntesis.

Frecuencias alélicas y genotipicas

Cl1 c2 c3
0.46 (11) 0.78 (23) 0.73 (22)
0.46 (11) 0.13 (4) 0.17 (5)

0.08 (2) 0.12 (3) 0.10 (3)
0.69 0.83 0.82
0.31 0.17 0.18

0.15(4) 0.25 (7) 0.28 (8)

0.50 (13) 0.57 (16) 0.48(14)

0.35(9) 0.18 (5) 0.24 (7)
0.40 0.54 0.52
0.60 0.46 0.48

0.26 (7) 0.03 (1) 0.13 (4)

0.63 (17) 0.41 (12) 0.50 (15)

0.11(3) 0.52 (16) 0.37 (11)
0.57 0.24 0.38
0.43 0.76 0.62

La frecuencia del alelo G (considera-
do como favorable) en el gen NPY fue
significativamente menor que la frecuen-
cia reportada para el mismo alelo por
Sherman et al. (2008). Los animales del
estudio de Sherman pertenecian a razas
compuestas mientras que en nuestro
trabajo la poblacion era ganado Aber-
deen Angus puro. Esto podria explicar
parte de las diferencias encontradas en
las frecuencias alélicas. Por otro lado, la
frecuencia del alelo C del gen LEP (con-
siderado favorable en este estudio) fue
consistente con las frecuencias reporta-
das por otros autores en ganado Angus
(Buchanan et al.,, 2002) asi como en
ganado cruza con alta proporcion de
Angus (Schenkel et al., 2005). Con res-
pecto al SNP en el IGF-1, la frecuencia
del alelo C en la poblacion total (0,39)
encontrada en este estudio se encuentra
cercana a los valores de frecuencias
reportada por Ge et al. (2001) en ganado
Angus (0,36). Estos autores encontraron
ademas una asociacion entre el alelo C y
una menor concentracién de esta hormo-

ca Cc5 Total
0.63 (17) 0.54 (13) 0.64( 86)
0.30(8) 0.29 (7) 0.26 (35)
0.07 (2) 0.17 (4) 0.10 (14)
0.78 0.69 0.77
0.22 0.31 0.23
0.26 (17) 0.17 (4) 0.23 (30)
0.33(9) 0.65 (15) 0.50 (67)
0.41(11) 0.17 (4) 0.27 (36)
0.43 0.50 0.48
0.57 0.50 0.52
0.15 (4) 0.08 (2) 0.13( 18)
0.50 (13) 0.58 (14) 0.52 (71)
0.35(9) 0.33(8) 0.35 (47)
0.40 0.38 0.39
0.60 0.62 0.61

na en suero sanguineo, mientras que
Moore et al. (2005) encontraron una co-
rrelacion genética positiva entre las con-
centraciones de IGF-1 y el consumo re-
sidual de alimento, sugiriendo que la
seleccion de animales con menores con-
centraciones de IGF-1 podrian resultar
mas eficientes (Moore et al., 2005).

Los estadisticos F propuestos por
Wright (1969) se utilizan para describir la
estructura genético poblacional en orga-
nismos diploides. El F_, es usado co-
munmente como una medida de subdivi-
sién poblacional ya que provee una via
para estimar niveles de flujo génico entre
subpoblaciones. La estructura genética
del anélisis poblacional, considerando
los tres SNPs juntos, mostr6 una muy
baja diferenciacién genética entre las
cabafias. Otros estudios han reportado
valores mayores de diferenciacién géni-
ca entre cabafas (8 %; Sifuentes-Rincén
et al., 2007) y entre rodeos (7 %; Moioli
et al.,, 2004; Jordana et al., 2003). En
nuestro estudio, la homogeneidad gené-
tica de la poblacion de ganado Angus
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observada podria ser explicada por el alto
flujo génico entre las cabafas.

CONCLUSIONES

Latécnicade genotipificacion por PCR-
HRM descrita en este estudio se presen-
ta como una técnica alternativa para el
genotipado de SNPs en ganado de car-
ne. La aplicacién de esta técnica podria
facilitar la genotipificacion de un gran
numero de animales manteniendo una
relacion costo-beneficio y una precisiéon
muy adecuadas.

La menor frecuencia de los alelos
considerados favorables frente a los otros
y la baja diferenciacion genética entre las
cabafias observada en la poblaciéon An-
gus en Uruguay se presentan alentado-
ras para realizar estudios posteriores de
asociaciones entre los SNPs estudiados
y medidas de eficiencia alimenticia.
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RESUMEN

Capitulo 3

Asociacion de SNPs
en genes que
codifican para NPY,
leptina e

IGF-1 con consumo
residual de alimento
en condiciones de
confinamiento

en hembras
crecimiento de raza
Angus

Se estudié la variacién en consumo residual de alimento (RFI) en 2 grupos de
hembras Angus puras (hembras que presentaban simultdneamente variantes
alélicas favorables (SNP) en genes NPY, leptina e IGF-1 (V) y hembras que no
presentaban dichos alelos (C)) bajo 2 condiciones de alimentacion consecutivas.
El RFI se evalué en 38 terneras (PV:186 kg (SD = 33,2) y edad: 247 dias (SD
= 15), respectivamente) consumiendo una dieta TMR (60:40 concentrado: heno
alfalfa) durante 57 dias en confinamiento (Exp 1). El consumo (CMS) fue
estimado como diferencia entre alimento ofrecido y rechazado y el PV
registrado cada 2 semanas. Durante 60 dias, se evalué RFI en 24 vaquillonas
bajo pastoreo continuo de pastura de alta disponibilidad y calidad (Exp 2).
El CMS de pastura fue determinado usando la técnica de alcanos. Las
medias de minimos cuadrados (Ismeans) de V y C de CMS (kg/d), GDP
(kg), RFI (kg MS/d) y eficiencia de conversion (FCR, kg CMS/kg GDP)
fueron: 6,65 vs 6,89 (0,49), 1,24 vs 1,24 (0,03), -0,11 vs 0,11 (0,09) y 5,8
vs 5,8 (0,14), respectivamente en Exp 1. En Exp. 2 los valores de
Ismeansde Vy C de CMS (kg/d), GDP (kg), RFl y FCR fueron: 8,76 vs 10,93
(0,71), 1,4 vs 1,37 (0,05), -1,02 vs 1,02 (0,42) y 6,41 vs 6,96 (0,46),
respectivamente. Los grupos genotipicos tendieron a diferir en CMS (P = 0,10)
y en RFI (P = 0.10) en Exp. 1 mientras que en Exp. 2, difirieron en CMS
(P =0,005) y en RFI (P = 0,002). Nuestros resultados demuestran una fuerte
asociacion entre los 3 SNPs considerados simultaneamente y RFI cuando los
animales se evaluaron pastoreando una pastura de alta disponibilidad y
calidad, mientras que una asociacién menor fue observada cuando los animales
consumieron una dieta concentrada en condiciones de confinamiento.

Keywords: ganado de carne, eficiencia alimenticia, SNP en genes NPY,

LEPTINA e IGF-1.
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INTRODUCCION

El alimento es, en términos econ6émi-
cos, el elemento mas importante de la
produccién animal, ya que el costo de
alimentacion puede constituir hasta el
70 % del costo total de la produccion. La
alimentacién afecta la productividad,la
salud y el bienestar animal, la calidad del
producto asi como el uso del suelo, la
estabilidad de los ecosistemas pastori-
les, las emisiones al medio ambiente y la
contaminacién del agua.

Aunque el costo de alimentacién de
los animales en pastoreo es de dificil
cuantificacién, constituye un costo muy

importante en los sistemas de produc-
cion de carne. En Uruguay se estima que
los costos asociados a la alimentacién
en pastoreo representan mas del 60 % de
los costos econdmicos totales de un
empresa ganadera (MGAP, Plan Agrope-
cuario, 2012). Por lo tanto, es fundamen-
tal considerar estrategias para aumentar
0 mantener la produccién y/o reducir los
costos de alimentacién con el objetivo de
mejorar la eficiencia de produccion e
incrementar los beneficios. Una de las
vias para la mejora genética de la eficien-
cia de los sistemas de produccién de
carne es la seleccion (Herd et al., 2003).
En general el mejoramiento genético ha
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hecho hincapié en la seleccién por ca-
racteristicas de crecimiento y habilidad
materna y el Uruguay no escapa a esta
tendencia (651g/afio de tasa anual en el
peso a los 18 meses y 432 g/afio de tasa
anual en el peso al destete, Evaluacion
Genética Nacional de Aberdeen Angus,
2011). Sin embargo, la seleccion por
crecimiento acelerado y mayores pesos
vivos ha generado un incremento en el
peso vivo a la madurez de las diferentes
razas y de sus requerimientos de mante-
nimiento, que determina mayores costos
de produccién, menor eficiencia en uso
de los recursos alimenticios a nivel glo-
bal del sistema y, no menos importante,
un aumento potencial en problemas am-
bientales (principalmente en emision de
gas metano).

Lainvestigacion ha mostrado que exis-
te considerable variacion individual en
consumo por encima y por debajo de un
consumo esperado o predicho en base al
tamafio corporal y a la tasa de crecimien-
to en varias especies (Archer etal., 1999).
Esta diferencia en consumo llamada
«Consumo de alimento residual» (RFI,
sigla tomada del inglés Residual Feed
Intake) fue definida por primera vez por
Koch et al.,1963 y es actualmente reco-
nocida como una medida de seleccién
por eficiencia precisa, ya que, a diferen-
cia del criterio de seleccion por conver-
sién alimenticia (unidad de alimento con-
sumido por unidad de ganancia de peso),
tiende a elegir animales de menores con-
sumos y/o menores requerimientos de
mantenimiento, sin alterar el peso adulto
o las ganancias de peso (Koch et al.,
1963; Basarab et al., 2003). El RFI, ade-
mas de ser fenotipicamente independiente
del tamafo y del crecimiento (por su
definicién), presenta caracteristicas in-
teresantes para ser usado en seleccion:
es moderadamente heredable, 0,28 a
0,58 (Crews et al., 2003), presenta varia-
cién genética dentro de poblaciones y
entre diferentes rodeos (Archer y Bergh,
2000; Herd y Bishop, 2000; Basarab et
al., 2003), se mantiene a lo largo de la
vida del animal (alta correlacion entre RFI
medido en hembras pos-destete y en las
mismas hembras adultas, Archer et
al.,2002) y presenta minimos antagonis-
mos con otras caracteristicas de impor-
tancia econoémica (Richardson et al.,
2001; Basarab et al., 2003). Sin embar-

go, una de las principales limitaciones
para la adopcién de esta medida como
criterio de seleccion fenotipica es el alto
costo (en tiempo y dinero) que insume su
medicién. Una alternativa que se ha veni-
do investigando es el uso de marcadores
genéticos relacionados con eficiencia
alimenticia. Estos, una vez validados y
realizando seleccién asistida por marca-
dores, podrian contribuir a la mejora ge-
nética, generandose estimaciones de
valores genéticos en criterios relaciona-
dos a eficiencia alimenticia (sin correla-
ciones desfavorables con otros rasgos
de interés econ6émico).

El RFI es una caracteristica poligéni-
ca en la que intervienen numerosos ge-
nes. Estudios previos han sugerido que
genes involucrados en la regulacion del
consumo, y por ende en la regulacion de
la energia pueden afectar el RFIl en gana-
do de carne. En este sentido, se han
reportado algunas asociaciones entre
eficiencia alimenticia y SNPs (polimor-
fismos de una sola base nucleotidica) en
genes que intervienen en la produccion
de energia (relacionados con la actividad
mitocondrial) asi como en la regulacién
del consumo y de la energia (Nkrumah et
al., 2004, Kolath et al., 2006; Sherman et
al., 2008). Estos antecedentes han sido
generados, en general, con razas sinté-
ticas y bajo condiciones de confinamien-
to con dietas muy concentradas en ener-
gia. Ademés, se ha demostrado que los
valores de RFI varian de acuerdo al tipo
de dieta ofrecida (Durunna et al.,, 2011),
a la etapa fisiolégica del animal y a la
composicion de su ganancia corporal
(Basarab et al., 2003). A nivel internacio-
nal se han publicado escasos antece-
dentes que evaltan el RFl en condiciones
de confinamiento seguido de evaluacio-
nes en condiciones de pastoreo, mien-
tras que en Uruguay no existen antece-
dentes sobre esta medida de eficiencia
en ganado.

En este trabajo, se plantea la hipote-
sis que una combinacién de SNPs en
genes candidatos relacionados a la regu-
lacién del consumo, de la energia y del
crecimiento (NPY, leptina e IGF-1) po-
dria estar asociada con RFI en hembras
Angus en crecimiento. El objetivo fue
cuantificar y comparar los valores fenoti-
picos de RFI de dos grupos de hembras
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Angus: un grupo de animales que pre-
sentaban variantes alélicas supuestamen-
te favorables (llamado grupo de interés o
validacion, V) y el otro grupo que no las
presentaba (llamado grupo control, C)
evaluados en condiciones de confina-
miento (dieta concentrada en energia) y
en condiciones de pastoreo (pastura de
alta disponibilidad y calidad).

MATERIALES Y METODOS

El uso de los animales y los procedi-
mientos de manejo y de mediciones rea-
lizadas estuvieron aprobados por el Co-
mité Honorario de Etica de Experimenta-
cién Animal (CHEA) de la UdelaR.

Seleccién de los animales

El primer paso de la estrategia de
investigacion fue la selecciéon de los ani-
males experimentales. Para ello se rea-
lizaron extracciones de ADN gendmico
de més de 1700 animales distribuidos en
cabafias Angus de todo el pais. Se mues-
trearon hembras nacidas en el 2009 que
tuvieran registros de pedigree. La extrac-
cion de ADN genodmico y el genotipado
masivo se realiz6 en los laboratorios de
Biotecnologia de la Facultad de Agrono-
mia y de Técnicas Nucleares de la Facul-
tad de Veterinaria, respectivamente. Los
protocolos seguidos en los procedimien-
tos de extraccion y genotipado de las
muestras se encuentran detallados en
Trujillo et al.(2012). Se genotiparon
aproximadamente 1700 terneras de al
menos uno de los tres SNPs (SNPNPY,
SNPLEP e SNPIGF-1, bi-alélicos). Las
terneras se clasificaron en dos grupos de
acuerdo a su genotipo: 1) grupo de inte-
rés o validacion (V) que incluia a los
animales: homocigotas para el alelo «fa-
vorable» SNPLEP, homocigotas para el
alelo «favorable» SNPIGF-1, y heteroci-
gotas para el alelo favorable SNPNPY y
2) grupo control (C) que incluia a los
animales que no contenian ninguno de
los alelos favorables de los 3 SNPs. En
este estudio no fue posible seleccionar
homocigotas para el SNPNPY debido a
la baja frecuencia del homocigota favora-
ble (Trujillo et al., 2012). Una vez finaliza-
do el genotipado se seleccionaron 38
hembras puras (19 del grupo V y 19 del
grupo C) nacidas entre setiembre y no-

viembre del 2009 provenientes de 18 ca-
bafas.

Animales y disefio experimental

Los experimentos (I y Il) fueron reali-
zados en la Estacién Experimental de la
Facultad de Agronomia Dr. Mario A. Cas-
sinoni en Paysandu durante 2010.

Experimento I. Evaluacion de RFI en
animales en confinamiento consumiendo
dietas concentradas en energia.

El peso vivo (PV) promedio y la edad
promedio de las terneras al inicio del
experimento fueron 186 kg (SD =32,8) y
262 dias (SD = 26,6), respectivamente.
La duracién del experimento fue de 57
dias.

Las terneras fueron manejadas de
acuerdo a las préacticas usuales en cada
cabafa desde el nacimiento hasta el
destete. A la llegada a la Estacion Expe-
rimental, todos los animales fueron pe-
sados y vacunados contra Aftosa, Car-
bunco bacteriano, Clostridiosis y Quera-
toconjuntivitis. Las terneras fueron trata-
das con iveromectina mas closantel y se
les aplicé un parasiticida (pour-on) cada
21 dias para el control de ecto y endopa-
rasitos intestinales. Los animales fueron
clinicamente examinados cada 15 dias.

Las terneras fueron asignadas a co-
rrales abiertos (8-10 terneras/corral, 15 *
20 m) con disponibilidad de heno de
alfalfa y agua ad libitum por dos semanas
y luego a corrales individuales parcial-
mente cubierto (1 ternera/corral; 2,5 X
10 m). Los animales tuvieron un periodo
total de acostumbramiento de 42 dias.
Se les ofrecié una dieta totalmente mez-
clada (TMR, 60:40 concentrado: forraje,
tal cual ofrecida) ad libitum, dos veces al
dia; la cantidad de alimento ofrecido a
cada animal se fue ajustando cada se-
mana para lograr aproximadamente un
10 % de rechazo individual.

La dieta experimental fue formulada
para cubrir los requerimientos de mante-
nimiento y una ganancia diaria de aproxi-
madamente 1 kg por animal segun reco-
mendaciones del NRC de Bovinos de
Carne (2000). El concentrado fue formu-
lado con grano de sorgo (79 %), expeller
de girasol (17 %), urea (1,4 %), CaCO,
(1,9 %), pre-mezcla de vitaminas y mine-
rales (0,2 %), Rumensin (0,05 %) y leva-
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dura (0,1 %) (base tal cual ofrecido)
(Copagran, Cooperativa Agraria Nacio-
nal, Uruguay). El heno de alfalfa utilizado
fue un heno de calidad media (85,8 %
DM, 9,2 % cenizas, 13,7 % PC, 76,9 %
FDN y 59 % FDA en base seca). En la
Figura 1 se presenta esquematicamente el
protocolo seguido en el Experimento | asi
como las caracteristicas quimicas mas
importantes de la dieta experimental.

Se obtuvieron muestras compuesta
del alimento ofrecido y del alimento re-
chazado por cada ternera. Se tomaron
sub-muestras (400 g aproximadamente)
para la realizacion de los andlisis quimi-
cos. Se determind MS analitica (AOAC
Official Method 967.03, 2007), cenizas
(AOAC Official Method 942.05, para cal-
cular la materia organica- MO) y proteina
cruda (PC) (AOAC Official Method 984.13,
2007). La fibra detergente neutra (FDN),
detergente acida (FDA) y la lignina deter-
minada por acido sulfarico (LIGsa) fueron
medidas usando ANKOM 220 Fiber
Analyzer (Ankom Technology Corpora-
tion, Fairport, NY) siguiendo el método
descrito por Van Soest et al. (1991)
usando alfa amilasa en la solucién deter-
gente neutra. La energia bruta (EB) fue
determinada usando una bomba calori-
métrica (Record Calorimeter, Julius
Peters 10823, Berlin, Germany). La di-

gestibilidad in vitro verdadera de la MO
(DIVMO) fue determinada en un incuba-
dor DAISY" (AnkomTechnology, Corpo-
ration, Fairport, NY) luego de 48 h de
incubacion en inéculo ruminal de ovinos
con solucion buffer de Goering-Van Soest
siguiendo protocolo de Ankom (Ankom-
Procedure 173). Todos los analisis fue-
ron realizados por duplicado. El consu-
mo de materia seca (CMS) individual fue
promediado de los datos de MS ofrecida
menos MS rechazada de cada dia. La
energia digestible (ED) se estimé a partir
de los valores de EB y de los valores de
DIVMO de los ofrecidos. El valor de ener-
gia metabolizable (EM) se estimé a partir
de los valores de ED utilizando el factor
de conversion 0,82. Los valores de ener-
gia neta de mantenimiento (ENm) y de
ganancia (ENg) se estimaron a partir de
la EM de la dieta usando las ecuaciones
de Lofgreen y Garrett (1968). A partir de
los datos de energia se estimaron los
consumos individuales de EM (CEM)
como la diferencia entre la EM de la dieta
ofrecida y la EM del rechazo.

Las terneras fueron pesadas en los
dias -1, 14, 28, 42 y 57, siendo el dia 0 el
del inicio del experimento. Los animales
se pesaron sin ayuno previo antes de la
distribucion del alimento de la mafiana.
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Alimentacion ad libitum: 2 v/dia
TMR (60:40 concentrado: heno de alfalfa)

Composicion, % MS

- TMR  Forraje Concentrado
PC 16.2 13.7 18.6
FDN 40.0 76.9 19.5
ME (Mcal/kgMS) 2.5 15 3.0

Figura 1. Protocolo experimental simplificado del Experimento |.
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Experimento Il. Evaluacion de RFI
en animales en pastoreo de pastura mez-
cla (gramineas:leguminosas) de alta dis-
ponibilidad y calidad.

Veinticuatro ternerasAngus previa-
mente evaluadas en el experimento en
confinamiento fueron evaluadas para RFI
en pastoreo. Los animales presentaban
al inicio del experimento un PV de 294 kg
(SD =37,4) y una edad promedio de 369
dias (SD = 27,6). Previo a la evaluacion
en pastoreo, los animales tuvieron una
adaptacion de 42 dias sobre una pastura
de avena. Doce vaquillonas de cada gru-
po fueron bloqueadas segun PV y RFl y
aleatoriamente asignadas a 4 parcelas
experimentales. Se mantuvo el mismo
esquema sanitario seguido en el Exp |.

El experimento fue realizado sobre
una pastura mezcla de festuca, lotus y
trébol blanco (Festuca arundinacea, cv.
La Sorpresa; 15 kg; Lotus corniculatus,
cv. San Gabriel; 10 kg y Trifolium repens,
cv. Zapican; 2kg) sembrada el 5 de mayo
2010 y fertilizada con 100 kg de 18-46-0
(N-P-K). Los animales estuvieron en pas-
toreo continuo y tuvieron acceso a som-
bra, agua limpia mezclada con un anties-
pumante para prevenir el meteorismo

(Bloker, Biotay, Bs. As. Argentina) y a un
suplemento mineral (Cobalfosal 19/20,
Ca max: 15 %, P max: 10 % humedad
max: 2 %, minerales totales: 90 %, Na-
Clmax: 42 %, Zn, Mn, Cu, Co y Se;
Barraca Deambrosi, S. A, Montevideo,
Uruguay) distribuido dos veces por se-
mana. Para mantener una asignacion de
forraje similar entre las parcelas, se cre6
un area buffer que permiti6 modificar el
area de pastoreo seguln la necesidad.

Se caracteriz6 la composicion bota-
nica y se midié la disponibilidad de
forraje (utilizando la técnica de BOTA-
NAL- Mannetje y Jones, 2001) al inicio
y al final del periodo de pastoreo. Una
descripcion general de la pastura utili-
zada en el experimento se presenta
cuando se describe esquematicamen-
te el protocolo experimental seguido
en este experimento (Figura 2). La bio-
masa de la pastura fue medida semanal-
mente usando un plato para medir altura
comprimida (Ashgrove Plate Meter,
Hamilton, New Zealand). Se tomaron
muestras de forraje al inicio y al final del
periodo de pastoreo asi como muestras
de «hand-plucked». En las mismas se
determiné MS analitica, cenizas, PC,

42 dias

[ 1

Descripcién de la pastura al inicio y al final del

PV c/15 d ‘

1

experimento

Inicio Final ‘

Figura 2. Protocolo experimental simplificado del Experimento I1.
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FDNmo, FDAmo yLIGsa. Los contenidos
de EB y DIVMO fueron utilizadas para
determinar la concentracién de EM usan-
do la conversion ED x 0,82. Todas las
determinaciones se realizaron utilizando
los mismos procedimientos que se usa-
ron en el Exp. I.

El consumo de pastura individual fue
realizado a la mitad del periodo de eva-
luacion usando la técnica de doble alca-
nos, determinando los alcanos de cade-
na impar (C23 a C35) y C32 (dotriconta-
no) (mg/kg MS) siguiendo el protocolo de
Dove y Mayes (2006) con modificaciones
de Bakker y Alvarado (2006) en el Labo-
ratorio de la Facultad de Ciencias Vete-
rinarias UNPCBA, Tandil, Argentina.

Las vaquillonas fueron pesadas cada
2 semanas sin ayuno previo en las prime-
ras horas de la mafiana. El experimento
tuvo una duracion de 60 dias.

Célculos de las medidas de
eficiencia paralos Exp Iy Il

Las ganancias diarias de peso (GDP)
fueron estimadas por regresion lineal in-
cluyendo el PV inicial usando el procedi-
miento REG del SAS (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA). El peso metabdlico a la
mitad del periodo (PMM) fue calculado
como PV"0.75 a los 28 y 30 dias en los
Exp |y Il, respectivamente.

El RFI fue calculado para cada animal
como la diferencia entre el CMS observa-
doy el CMS esperado (CMSE) o como la
diferencia entre el CEM y el consumo de
EM esperado (CEME). EI CMSE fue es-
timado para cada animal usando 2 dife-
rentes modelos: (1) RFI fenotipicos, se-
gun definicién de Koch et al. (1963) -
RFI,, y su correspondiente valor de RFI
expresado en términos de EM (RFI,_, ) en
el cual los CMSE/CEME fueron obteni-
dos de la regresion de los CMS o CEM
observadoscon las GDPy PMMy (2) RFI
estimados segun estandares de alimen-
tacion: RFI, a partir del CMS observado
y el CMSE basado en las ecuaciones
desarrolladas para predecir los requeri-
mientos de ganado de carne segin NRC
(2000) descrito por Fan et al. (1995) y
RFI_.,a partir del CMSE derivado de las
ecuaciones del SCA Australiano (1990).
La conversion de alimento (CMS: GDP)
fue calculada como la relacién entre el

CMS promedio y la GDP obtenida de la
regresion para cada animal.

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados en un
disefilo completamente al azar conside-
rando el animal como la unidad experi-
mental. Los modelos de estimacion de
CMS incluyeron la edad al inicio del
experimento y el grupo genotipico como
efectos fijos y la cabafia de origen como
efecto aleatorio. En el experimento Il
ademés de los efectos mencionados se
consideré la parcela también como efec-
to aleatorio. El efecto del grupo genotipi-
co (Vy C) sobre el CMS, GDP, RFI (RFI,,
RFl. .. RFIF, RFIl,) y eficiencia de con-
version fueron analizados por procedi-
mientos de minimos cuadrados usando
el PROC MIXED del SAS. Se determina-
ron los coeficientes de correlacién de
Pearson entre las variables de perfor-
mance y entre los modelos de RFI usan-
do el PROC CORR del SAS. Se calculo
el coeficiente de correlacion rankeado de
Spearman para determinar el grado de
correlacion entre las dos evaluaciones
de RFI. Las medias fueron comparadas
por el test de comparacion de medias de
Tukey. Se reporté como efecto significa-
tivo cuando P < 0,05 y como tendencia
cuando 0,05 <P < 0,1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento |

Los resultados de la evaluacion de
eficiencia a través del RFI de las terneras
en confinamiento consumiendo una dieta
con alta concentraciéon de energia se
presentan en el Cuadro 1. Los animales
que pertenecian al grupo V fueron mas
eficientes utilizando el modelo RFI_. Uti-
lizando los otros modelos de estimacion
de RFI, los animales del grupo V mostra-
ron tendencias en el mismo sentido. Los
modelos utilizados para calcular los
CMSE contienen, en esencia, los mis-
mos parametros para la estimacion de
los requerimientos de mantenimiento y
produccion, salvo que en RFI_y RFI__, se
utiliza la informacién de la concentracion
de EM de las dietas individuales. Los
parametros que demuestran la calidad
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Cuadro 1. Efecto de los diferentes genotipos en medidas de performance y de eficiencias
en terneras Angus evaluadas en confinamiento.

1Grupos de animales que difieren en sus genotipos
V (© e.s. Valor- P

N° de animales 19 19
’Edad, d 261 + 34 264 + 17
PV inicial, kg 187,1 + 32,9 185,2 + 33,6
GDP, kg/d 1,24 1,24 0,03 0,875
CMS, kg/d 6,65 6,89 0,49 0,099
3CEM, Mcal EM/d 16,72 17,41 1,44 0,063
‘RFl,, kg MS/d -0,111 0,111 0,092 0,097
°*RFl,.,, » Mcal EM/d -0,328 0,328 0,240 0,061
°RFI_, kg MS/d -0,192 0,192 0,106 0,015
'RFl..,, kg MS/d -0,139 0,139 0,097 0,051
SEF (CMS:GDP) 5,819 5,813 0,140 0,981

1 V: grupo de interés o validacion: animales portando los alelos «favorables» de SNPs NPY, IGF-1y

LEP simultdneamente.

C: grupo control: animales portando los alelos «desfavorables» de

simultdneamente.
2Edad al inicio de la evaluacién en confinamiento.
2Consumo de energia metabolizable.

SNPs NPY, IGF-1 y LEP

“Consumo residual de alimento segun Koch et al. (1963).

SConsumo residual de alimento segun Koch et al. (1963) expresado en energia metabolizable.
5Consumo residual de alimento segln Fan et al. (1995).

“Consumo residual de alimento segin Standing Committee on Agriculture (1990).

8Eficiencia de conversion.

de la informacién (CMS y GDP) para
obtenerlos valores de RFI fueron adecua-
dos (R? de las curvas de crecimiento
individual y de los modelos que explica-
ron la variacién en los CMS observados).
En condiciones de confinamiento y con
dietas de concentracién energética entre
medianas y altas, otros autores evaluan-
do animales en crecimiento (Basarab et
al., 2003; Schenkel et al., 2004; Nkrumah
et al., 2004; Lancaster et al., 2009, Kelly
et al., 2010), han reportado valores de
CMS y GDP comparables a los obteni-
dos en nuestro trabajo.

La diferencia encontrada en RFI entre
el grupo V y el grupo C significa que los
animales del grupo V consumieron entre
0,2 y 0,38 kg de MS menos por animal y
por dia (dependiendo del modelo utiliza-
do) que los del grupo C. Estos resulta-
dos concuerdan con los obtenidos por
Nkrumah et al. (2004) para el alelo C
del SNPLEP, estos autores encontraron
gue los animales homocigotos para el
alelo C consumieron 0,36 kg de MS menos
gue los homocigotas para el alelo T. Con-

siderando el SNPLEP, las diferencias en
RFI podrian estar relacionadas con cam-
bios en la accién bioldgica de la hormona
leptina 0 con sus niveles circulantes,
modificando el balance de energia y la
composicién corporal (Corva etal., 2009).
En el trabajo de Sherman et al., (2008) se
reporta que los animales homocigotas
para el alelo G del SNPNPY consumie-
ron 0,22 kg de MS menos que los homo-
cigotos para el alelo A. Este valor tam-
bién es concordante con el resultado
obtenido en el presente estudio. En lo
referido a IGF-1, investigaciones realiza-
das en toros y vaquillonas demostraron
gue las concentraciones séricas de IGF-
1 estuvieron fenotipicamente (Brown et
al., 2004) y genéticamente (Moore et al.,
2005) correlacionadas con RFI. Ademas,
Ge etal. (2001) reportaron que los anima-
les homocigotos para el alelo C presen-
taron menor concentracion de IGF-1 que
los homocigotos para el alelo T (dentro
de una linea divergente de alta concen-
tracién de IGF-1 en sangre). No hemos
encontrado estudios que reporten aso-
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ciaciones entre SNPIGF-1y RFl en gana-
do de carne. Sin embargo, estudios pre-
vios (Ge et al., 2001; Curi et al., 2005)
demostraron una asociacion entre ani-
males homocigotos para el alelo C y
mayor crecimiento tanto en ganado puro
Angus como en animales cruzas.

ElI RFI no estuvo correlacionado ni con
la GDP ni con el PMM como era de
esperar por su definicién. Se observaron
correlaciones significativas pero mode-
radas entre CMS y RFIl y entre CMS y
eficiencia de conversién (r = 0,38, P =
0,017; r = 0,33, P = 0,045, respectiva-
mente), mientras que se encontraron al-
tas correlaciones entre CMS y CEM,
GDP, PV inicial y PMM (r = 0,99, P <
0,001; r = 0,76, P < 0,001; r = 0,83, P <
0,001; r = 0,88, P < 0,001, respectiva-
mente). La eficiencia de conversién estu-
vo negativamente correlacionada con
GDP (r = -0,36, P = 0,025). Estos resul-
tados fueron también consistentes con
estudios previos en donde se observaron
correlaciones positivas entre RFl y CMS

en rodeos de razas britanicas (Herd vy
Bishop, 2000; Arthur et al., 2001).

Experimento Il

Los valores de RFI obtenidos en las
vaquillonas evaluadas en condiciones de
pastoreo mostraron que el genotipo estu-
vo asociado significativamente con el RFI
(Cuadro 2). Las terneras pertenecientes
al grupo V comieron 2 kg de MS menos
por dia que las terneras del grupo C,
como se observa en el valor medio de
RFIK de cada grupo. El valor obtenido de
RFIK es equivalente a 21 % del CMS
promedio diario. Al usar los modelos
alternativos utilizados para estimar RFI
se alcanzaron resultados similares. Al
igual que sucedi6 en el Exp. 1 los anima-
les tuvieron un crecimiento adecuado
durante el experimento en pastoreo. De
la misma manera, los coeficientes de
correlacion fueron altos y positivos cuan-
do se estudi6 la relacién entre los dife-
rentes modelos para estimar los RFI. Sin

Cuadro 2. Efecto de los diferentes genotipos en medidas de performance y de eficiencias
en vaquillonas Angus evaluadas en pastoreo.

1Grupos de animales que difieren en sus genotipos
\% C e.s. Valor- P

N° de animales 12 12
’Edad, d 264 + 34 375+ 17
PV inicial, kg 288,2 + 39 299,8 + 35
GDP, kg/d 1,40 1,37 0,05 0,788
CMS, kg/d 8,76 10,93 0,71 0,005
3CEM, Mcal EM/d 25,52 31,72 2,09 0,006
*RFI,, kg MS/d 1,021 -1,021 0,42 0,002
*RFl,, , Mcal EM/d 2,914 -2,914 1,20 0,002
°RFI_, kg MS/d 1,078 -1,078 0,46 0,003
'RFl.,, kg MS/d 0,880 -0,880 0,38 0,004
SEF (CMS:GDP) 6,407 6,962 0,46 0,214

1 V: grupo de interés o validacion: animales portando los alelos «favorables» de SNPs NPY, IGF-1y

LEP simultdneamente.

C: grupo control: animales portando los alelos «desfavorables» de SNPs NPY, IGF-1 y LEP

simultaneamente.
2Edad al inicio de la evaluacién en pastoreo.
3Consumo de energia metabolizable.

4“Consumo de alimento residual segun Koch et al. (1963).

5Consumo de alimento residual segun Koch et al. (1963) expresado en energia metabolizable.
5Consumo de alimento residual segin Fan et al. (1995).

‘Consumo de alimento residual segun Standing Committee on Agriculture (1990).

8Eficiencia de conversién.
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embargo, la variacion en CMS explicada
por los distintos modelos fue moderada
(R? entre 0,55-0,70) siendo menor a la
encontrada en el Exp 1. Esta diferencia
puede ser parcialmente explicada por el
tipo de dieta, por la precision de las
mediciones y por la edad de los anima-
les. Las condiciones de pastoreo impli-
can una mayor variacién de nutrientes
ofertados y consumidos cuando se
compara con dieta totalmente mezcladas
(como la ofrecida en el Exp. 1) (Chilibroste
et al., 1997; Parsons et al., 1994; Thornley
et al., 1994; Decruyenaere et al., 2009).
Asi mismo, algunos atributos de la pas-
tura, como la altura, estructura, y densi-
dad interaccionan con el comportamien-
to animal contribuyendo a explicar di-
ferentes patrones de ingestion, diges-
tion y disponibilidad de nutrientes cuan-
do se comparan dietas concentradas en
nutrientes con dietas pastoriles
(Chilibroste et al., 2005).

La mayoria de la informacion publica-
da de RFI en ganado de carne ha sido
realizada en condiciones de confinamien-
to y consumiendo dietas ricas en con-
centrados. Relativamente pocos traba-
jos han medido RFI en ganado de carne
en condiciones de pastoreo (Herd et al.,
1998; Herd et al., 2002; Herd et al., 2004,
Meyer et al., 2008; Lawrence et al., 2012).
Sin embargo, no hemos encontrado tra-
bajos que evaluaran RFI en vaquillonas
en crecimiento en condiciones pastoriles
de alta calidad y disponibilidad de pastu-
ras templadas, menos aun relacionados
con marcadores moleculares para efi-

ciencia. Las condiciones de nuestro ex-
perimento (alta asignacion de forraje de
alta calidad) permitieron a las vaquillonas
realizar altos consumos que resultaron
en altas ganancias de peso. Nuestros
resultados concuerdan con las diferen-
cias numéricas en CMS de forrajes repor-
tadas por Herd et al. (2002) y con las
diferencias numéricas (aunque no signi-
ficativas) reportadas por Meyer et al.
(2008).

Bajo las condiciones de este experi-
mento, las correlaciones entre CMS y
RFI y entre CMS vy eficiencia de conver-
sioén fueron altas y significativas (r = 0,48,
P =0,001; r = 0,85, P < 0,001; respecti-
vamente). La correlacion rankeada de
Spearman entre las dos evaluaciones
secuenciales (confinamiento y pastoreo)
de RFI fue moderada y significativamente
diferente de cero (r = 0,50, P = 0,012)
indicando que algunos animales deben
haber cambiado su posicién relativa en
cada una de las dietas, remarcando la
importancia que ejerce el ambiente en
esta medida fenotipica. Otros autores
también han demostrado diferente ran-
king en RFI en animales que fueron si-
multaneamente evaluados con dietas di-
ferentes (Goonewardene et al., 2004;
Durunna et al., 2011). Es importante
mencionar que en nuestros experimen-
tos, aunque las mediciones de RFI fueron
obtenidas durante un corto periodo den-
tro de la etapa de crecimiento, el estatus
fisiolégico de alguno de los animales
pudo haber cambiado de una evaluacién
a otra provocando diferente performance
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animal. Asi mismo, la composicion de la
ganancia de ambos grupos de animales
podria revelar informacién que explicara
también estos resultados. Investigacio-
nes en eficiencia alimenticia aconsejan
incorporar en el calculo de RFI medidas
de la composicién corporal tales como la
grasa dorsal, area del ojo de bife y por-
centaje de grasa intramuscular ya que
los requerimientos variaran también de
acuerdo a la composiciéon de la ganancia
(Basarab et al., 2003; Crew, 2006).

CONCLUSIONES

Los resultados demostraron una aso-
ciacion significativa entre los SNPs se-
leccionados y la eficiencia alimenticia
medida como RFI. Se observé un efecto
mayor cuando los animales se evaluaron
bajo condiciones de pastoreo de una
pastura de alta calidad y disponibilidad
de MS, mientras que bajo condiciones de
confinamiento y consumiendo una dieta
concentrada en energia la asociacion
encontrada no fue tan significativa. Este
trabajo constituye el primer reporte rela-
tivo a la asociacion entre la combinacion
de 3 SNPs localizados en los genes que
codifican para NPY, LEP e IGF-1 evalua-
da en condicion de confinamiento y en
pastoreo en ganado de carne. Se requie-
re mayor investigacion para validar esta
asociacion con mayor nimero de anima-
les y para conocer las razones bioldgi-
cas que estarian explicando la asocia-
cién encontrada.
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INTRODUCCION

Uno de los objetivos de la aplicacion
de las técnicas de biologia molecular en
el mejoramiento genético animal consis-
te en identificar, mapear y analizar poli-
morfismos de genes relacionados con
caracteristicas de importancia econémi-
ca. Entre ellas, el crecimiento (y la dife-
rente distribucion de los nutrientes a los
diferentes tejidos) constituye una carac-
teristica de relevada importancia en ani-
males productivos (Schwerin etal., 1995).
Uno de los métodos usados para identi-
ficar y estudiar las asociaciones es lo
gue se denomina «estrategia por gen
candidato». Esta estrategia comprende
el mapeo fisico y el analisis de polimor-
fismos de genes cuyos productos cum-
plen un rol clave en las vias metabdlicas
de procesos fisiolégicos, es decir poli-
morfismos que determinan variaciones
fenotipicas.

El rol que cumplen las hormonas del
eje somatotrofico es esencial en explicar
las diferencias en el metabolismo de
animales en diferentes fases de su creci-
miento (Owens et al., 1993). Dentro del
eje somatotrofico, el factor de crecimien-
to similar a insulina tipo | (IGF-1) con su
rol de mediador de la accién de la hormo-
na de crecimiento en varios tejidos
(Schoenle et al., 1982, Hossner et al.,
1997), interviene en la regulacion del
crecimiento y del metabolismo celular
durante todas las etapas de desarrollo.
Ge et al. (1997) estudiando lineas diver-
gentes de ganando Angus con distintos

Capitulo 4

Estudio de asociacion
entre el SNP del gen
que codifica IGFly
caracteristicas de
crecimiento evaluadas
genéticamente (DEPSs)

niveles de IGF-1 en sangre se reportaron
un polimorfismo en la regién promotora
del gen que codifica para la sintesis de
IGF-1 en la region promotora del gen
(Gene Bank Accession no. AF017143)
(SNP IGF-1) identificado como una tran-
siciébn T/C (alelos A/B). Estos autores
encontraron posteriormente que el geno-
tipo BB de animales estuvo asociado con
mayores ganancias de peso a los 20 dias
de destetados. Otros investigadores tam-
bién han reportado asociaciones entre el
genotipo BB y mayores pesos al destete
en lineas comerciales de ganado Bos
Taurus (Li et al., 2004) y también mayo-
res tasas de crecimiento en toros Hols-
tein-Friesian (Siadkowska et al., 2006).
En el mismo sentido, Curi et al. (2005)
reportaron que animales que presenta-
ban el genotipo BB (de raza Nellore y
razas cruzas) presentaron mayores pe-
sos (comparados con el genotipo AB) en
distintos momentos del engorde. Ningu-
na de las asociaciones encontradas en
los trabajos mencionados ha sido evalua-
da en condiciones de pastoreo y no se
han encontrado reportes en la literatura
donde la hayan investigado. Este trabajo
tiene como hipotesis que el SNP IGF-I
esta asociado con parametros producti-
vos de crecimiento en ganado Angus en
pastoreo.

Los objetivos de este trabajo fueron:
1) Estimar las frecuencias alélicas y
genotipicas del SNP de IGF-1y 2) Estu-
diar la asociacion entre las variantes
alélicas (A y B) del gen que codifica para
la sintesis de IGF-1 y los efectos genéti-
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cos aditivos (DEPs) y fenotipicos de peso
al destete (PD) y peso a los 18 meses
(P18) en terneras Aberdeen Angus cria-
das en sistemas de produccion de base
pastoril en Uruguay.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo de los animales

El muestreo contemplé 34 cabafas
comerciales de productores asociados a
la Sociedad de Criadores de Aberdeen
Angus del Uruguay y participantes del
Sistema de Evaluacion Nacional de Re-
productores de Aberdeen Angus (S.E.R.)
provenientes de 13 departamentos del
pais. Se extrajeron muestras de sangre
(6-10 ml) por veno-punciéon de la vena
yugular (o vena coccigea como alternati-
va) y muestras de foliculo piloso obtenida
por arrancamiento de los pelos de la cola
a 941 terneras nacidas en la primavera
del 2009. El protocolo experimental se-
guido para la extraccion fue aprobado por
la Comisién Honoraria de Experimenta-
cién Animal (CHEA), Universidad de la
Republica. En forma esquematica se pre-
senta en la Figura 1.

Extraccién de ADNy
genotipificacion

El ADN gendmico fue extraido a
partir de sangre entera usando un pro-
cedimiento con alta saturacién de sal
(Montgomery y Sise, 1990). El genoti-
pado fue realizado usando el procedi-
miento de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) en tiempo real y pos-
terior analisis de alta resolucién en la
descripcion de los perfiles de las cur-
vas de disociacién (HRM). Los detalles
de los procedimientos de extraccion y
genotipificacién se encuentran descri-
tos en Trujillo et al. (2012).

CALCULOS Y ANALISIS
ESTADISTICO

Los genotipos identificados por PCR-
HRM fueron registrados en una base de
datos de MS-Excell™ . Se realizaron los
calculos para la estimaciéon de las fre-
cuencias.

No se incluyeron en el analisis de
asociacion las cabafias con animales
gue no tuvieran los 3 genotipos posibles
del SNP IGF-1 (AA, AB o BB) ni los
animales que carecieran de registros de
peso al nacer, peso al destete o peso a
los 18 meses. El archivo final incluyé la
informacion de 368 animales (poblacion
seleccionada).

De la poblacién seleccionada se con-
formaron 2 subgrupos de acuerdo a los
P18 de los animales y la media poblacio-
nal (311,4 kg) + 0,5 desvio estandar. El
grupo superior (n=99) incluyé a todos
aquellos animales que quedaron por en-
cima de 345 kg de peso vivo (PV). El
grupo inferior (n=136) quedd compuesto
por aquellos animales que presentaban
P18 inferiores a 278 kg.

Lapruebade equilibrio de Hardy-Weim-
berg (H-W) fue realizada para la pobla-
cion total y para cada una de los subgru-
pos. Se realizé un analisis de Test de Chi
cuadrado que permiti6 comparar las fre-
cuencias genotipicas observadas con las
gue se esperan en situacion de equilibrio
Hardy-Weinberg. El total de individuos
esperados para cada genotipo se calcul6
como la frecuencia genotipica esperada
ponderada en el total de la poblacién.

La hipotesis nula (H,): afirma que las
frecuencias alélicas en una poblacion
dada estan en equilibrio de H-W, mien-
tras que la hipotesis alterna (H,): afirma
que las frecuencias alélicas no estan en
equilibrio.

Se estudiod el efecto de la sustitucion
alélica en la variacién genética aditivas -
DEP del peso al destete ajustado por
edad (DEPPDC) y DEP del peso a los 18
meses ajustado por edad (DEPP18C), y
el efecto del genotipo (AA, AB o BB)
sobre las variables fenotipicas -PD ajus-
tado por edad (PDC) y P18 ajustado por
edad (P18C). El efecto de la sustitucion
alélica en la variacidon genética-aditiva
total se analiz6 utilizando el siguiente
modelo:

Yi=p+nlalelosBi+4, donde Y i=
DEP (PDC) o DEP (P18C),

Donde: p = Media de las DEPPDC o
DEPP18C y €= Error experimental

El modelo utilizado para el estudio del
genotipo sobre las variables fenotipicas
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incluy6 el genotipo de IGF-1 (AA, AB o
BB), la cabafia de origen de los animales
(efecto aleatorio), edad de la madre y
peso al nacer corregido o ganancia pre-
destete (covariables), segln la variable
de respuesta, PDC o P18C, respectiva-
mente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las frecuencias genotipicas encon-
tradas se presentan en el Cuadro 1. Las
frecuencias genotipicas esperadas (0,32,
0,48 y 0,20 para AA, AB y BB, respecti-
vamente) indican que existe un equilibrio
génico en el total de la poblacion. Los
valores esperados no difieren significati-
vamente con los valores observados
(p >0,05).

Los valores de frecuencia alélicas
encontrados en este trabajo son coinci-
dentes con valores reportados en raza
Angus (Ge et al.,, 2001), mientras que
difieren de las frecuencias encontradas

en razas cebuinas (Curi et al., 2005) o
cruzas con cebuinas (Santos et al., 2003).

La poblacién presento equilibrio H-W,
lo que supone que no ha habido una
selecciéon direccionada en funcién del
SNPIGF-1. Sin embargo al analizar los
dos grupos diferenciados en P18, se
observo que en el grupo inferior de peso,
el alelo A se encontr6 en mayor propor-
cién que el alelo B. (0,62 vs 0,38), indi-
cando que la mayor cantidad de alelos A
encontrada estaria relacionada con me-
nores pesos de los animales. Esto con-
cuerda con lo reportado por otros autores
en raza Angus (Ge et al., 2001), en raza
Nellore (Curi et al., 2005) y en cruzas
Holstein-Friesian (Siadkowska et al.,
2006). En el grupo superior de peso, sin
embargo, las frecuencias de los alelos A
y B no difirieron significativamente (0,49
vs 0,51).

El analisis de los datos mostr6é que no
hubo efecto de los genotipos en las varia-
bles de crecimiento estudiadas (Cuadro
2y 3).

Cuadro 1. Frecuencias genotipicas y alélicas de la poblaciéon Angus

Genotipo N° animales Frecuencia genotipica Alelos* Frecuencia alélica
AA 298 0,32 A 0,558
AB 454 0,48
BB 189 0,20 B 0,442
*Alelos Ay B de SNP IGF-1 (Ge et al., 1997).
Cuadro 2. Efecto de la variabilidad genética en DEPPDC y DEPP18C.
Variable Genotipo Media Estimador?® P>F
AA AB BB
DEPPDC! 95+45 9,8 +£4,0 10,0 £ 3,6 9,8 +4,0 0,24 0,42
DEPP18C? |14,0 +6,9 143+ 7,5 15,7+ 6,5 145+ 7,1 0,79 0,14

1Diferencia esperada en la progenie para peso al destete ajustado por edad (kg).
2Diferencia esperada en la progenie para peso a los 18 meses ajustado por edad (kg).
3Coeficiente de regresion de la sustitucion alélica (A por B).

Cuadro 3. Efecto de los genotipos en las variables de crecimiento: peso al destete y peso a los 18 meses.

Variable Genotipo Media Valor-P
AA AB BB

PDC (kg)* 193 + 30 202 + 35 200 + 37 199,2 + 40 0,67

P18C (kg)? 298 + 65 314 £ 70 325 + 59 311,4 + 67 0,69

PDC: peso al destete ajustado por edad.
2P18C: peso a los 18 meses ajustado por edad.
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Estos resultados no coinciden con lo
reportado por otros autores que si en-
cuentran un efecto signficativo del poli-
morfismo en las variables de crecimiento
(Curi et al., 2005; Siadkowska et al.,
2006). Es importante sefalar que los
animales en nuestro estudio no se en-
contraban bajo condiciones experimen-
tales sino que la informacién analizada
se corresponde con los registros de peso
(PD y P18) levantados en cada cabafia.
El marcado efecto que tuvo la cabafa de
origen o criador en los PDC y en P18C
(22,4 y 67,5 % de la variaciéon total,
respectivamente; Cuadro 2) probablemen-
te pueda explicar, al menos parcialmen-
te, la falta de efecto de los genotipos en
las variables de crecimiento. Hasta el
destete, la influencia del criador fue me-
nor ya que existio un fuerte efecto mater-
no y todas las terneras se encontraban
consumiendo leche materna. Luego del
destete, el efecto materno disminuy6 y el
efecto criador (ambiente y alimentacion)
se hizo mayor. Sin embargo, no se cuen-
ta con la informacién de la produccion de
leche de las madres, por lo tanto, este
factor también puede explicar que no se

Base de datos conteniendo

la informaciéon del genotipo

de los animales para el SNP
de IGF-1

RESULTADOS

Figura 1. Protocolo experimental.

haya encontrado efecto. Las madres de
las terneras estuvieron bajo condiciones
de pastoreo de campo natural pero la
oferta y calidad del forraje a la que estu-
vieron sometidas antes y durante la lac-
tancia fue seguramente diferente entre
los distintos criadores. Asi mismo, las
terneras no estuvieron bajo un mismo
manejo durante el periodo transcurrido
entre el destete y los 18 meses de edad,
lo cual marca diferencias importantes en
el crecimiento y desarrollo de las mis-
mas. Esto presenta como consecuencia
que, al estimar las medias de los pesos,
en las diferentes etapas bajo estudio se
subestimen o sobreestimen dichos da-
tos, obteniendo resultados con un coefi-
ciente de variacion muy grande.

Todos los animales luego de ser des-
tetados pastoreaban campo natural, pero
el manejo en cada sistema pastoril fue
particular en cada cabafia o criador. La
validacion de los marcadores molecula-
res en cada sistema de alimentacién
debe ser considerada debido al efecto de
la interaccién del genotipo con el am-
biente (Corva et al., 2009).
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obteni-
dos en el presente estudio el polimorfis-
mo de IGF-1 no afect6 la ganancia
postdestete de las terneras Angus. Se
deberia generar nueva informacion para
validar este marcador en condiciones
pastoriles evaluando a los animales bajo
la misma alimentacion y el mismo mane-
jo. Seria interesante también estudiar la
relacion de este marcador con el conte-
nido de grasa subcutanea en esta raza
ya que existen antecedentes (Islam et
al., 2009) que han demostrado una aso-
ciacion de este polimorfismo con el con-
tenido de grasa subcutanea en Angus.
De ser validado este polimorfismo, se
podria utilizar para complementar el uso
de los DEP en las caracteristicas evalua-
das.
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