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El objetivo de este trabajo fue determinar la
abundancia mitocondrial hepatica en dos ge-
notipos Holstein en un sistema pastoril duran-
te lactancia media-tardia. Para este trabajo se
utilizaron vacas del genotipo Holstein neoze-
landés y del genotipo Holstein norteamerica-
no, las mismas pastorearon una pastura mix-
ta de Medicago sativa y Dactylis glomerata y
suplementadas con concentrados y reservas
forrajeras. Se tomaron biopsias de higado y
se analizé la expresion génica del factor de
transcripcion peroxisome proliferator-activated
receptor gamma coactivator 1-alpha (contro-
lador maestro de la biogénesis mitocondrial;
PPARGC1A), la actividad citrato sintasa y la
relacion ADN mitocondrial / ADN nuclear. No
se encontraron diferencias entre genotipos en
la expresion de PPARGC1A, sin embargo, tan-
to la actividad citrato sintasa como la relacion
ADN mitocondrial / ADN nuclear fueron ma-
yores para el genotipo Holstein neozelandés.
Una mayor abundancia mitocondrial es clave
para el mantenimiento de la homeostasis ener-
geética, elemento crucial para la mejor adapta-
cion a los cambios fisioldgicos.

SUMMARY

The aim of this work was to determine the
hepatic mitochondrial abundance in two Hols-
tein genotypes in a pastoral system during
mid-late lactation. For this study, cows of the
New Zealand Holstein genotype and the North
American Holstein genotype were used. Cows
grazed a mixed pasture of Medicago sativa
and Dactylis glomerata and were supplemen-
ted with concentrate and forage reserves. Liver
biopsies were taken and the gene expression
of the peroxisome proliferator-activated recep-
tor gamma coactivator 1-alpha — (a master re-
gular of mitochondrial biogenesis, PPARGC1A)

transcription factor, the citrate synthase activity,
and the mitochondrial DNA / nuclear DNA ratio
were analyzed. No differences were found be-
tween genotypes in the expression of PPAR-
GC1A, however, both citrate synthase activity
and the mitochondrial DNA / nuclear DNA ra-
tio were higher for the New Zealand Holstein
genotype. Greater mitochondrial abundance is
key to maintaining energy homeostasis, a cru-
cial element for a better adaptation to physiolo-
gical changes.

INTRODUCCION

La lactancia es un proceso demandante,
especialmente para vacas lecheras altamen-
te productoras. En rumiantes, el higado juega
un rol central en el metabolismo energético ya
que provee al resto del organismo con glucosa
y cuerpos cetonicos y también es clave en la
regulacion del metabolismo de la glucosa y aci-
dos grasos (Drackley, 1999). Asimismo, la mi-
tocondria representa el sitio principal de sinte-
sis de ATP y la abundancia de la misma puede
verse alterada segun el estado fisioldgico con
el fin de mantener la homeostasis energética
(Scarpulla, 2011; Garcia-Roche et al., 2019).

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se llevé a cabo en la Estacion
Experimental “La Estanzuela” del Instituto Na-
cional de Investigacion Agropecuaria (INIA,
Colonia, Uruguay) durante la primavera de
2017, 2018 y 2019 bajo el protocolo de expe-
rimentacion animal aprobado por la Comision
Honoraria de Experimentacion Animal del INIA
(#INIA 2017.2). Se utilizaron vacas de paricion
en otofio de genotipo neozelandés (HNZ, 512
+ 19 kg de peso vivo (PV) y 3,07 + 0,12 puntos
de condicién corporal (CC), N = 12) y de ge-
notipo norteamericano (HNA, 563 + 29 kgPV
y 3,10 £ 0,10 CC, N = 12) en un disefio com-
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pleto al azar. Ambos genotipos tenian mas de
87,5% de ascendencia probada neozelandés
o norteamericana, respectivamente (Mejora-
miento y Control Lechero Uruguayo; https://
www.mu.org.uy). Las vacas pastorearon una
pradera mixta de Medicago sativa y Dactylis
glomerata (11,2 £ 0,9 kgMS/VO/d (mas de 5
cm) para HNZ y 14,9 £ 1,5 kgMS/VO/d (mas
de 5 cm) para HNA en dos sesiones de pasto-
reo) y se suplementaron con 6,8 + 0,4 kgMS/d
de concentrado para HNZ y 7,5 + 0,9 kgMS/d
de concentrado para HNAy 2,2 + 1,9 kgMS/d
de reservas forrajeras para HNZ y 2,9 + 1,7
kgMS/d para HNA. La produccién de leche se
registré de forma diaria y se tomaron muestras
para composicion de leche cada 15 dias. Se
registro la condicidn corporal cada 15 dias. Los
datos se analizaron con un modelo mixto don-
de el afo se utiliz6 como efecto aleatorio y el
genotipo como efecto fijo.

Se estudié la expresidn génica del factor de
transcripcion PPARGC1A por PCR en tiempo
real donde se utilizaron los genes endégenos
R-actin (ACTB) y hypoxanthine phosphoribosyl
transferase (HPRT1) para la cuantificacién de
la abundancia relativa de ARNm. Para el es-
tudio de la abundancia mitocondrial se deter-
mino la actividad de la enzima citrato sintasa
en homogeneizados de higado. El método se
basa en la reaccion catalizada por citrato sinta-
sa que forma citrato y coenzima A, a partir de
acetil-CoA y oxalacetato. Se utilizé el reactivo
de Ellman o acido 5,5-Ditio-bis (2-nitrobenzoi-
co) (DTNB, 100 uM), el cual al reaccionar con
el tiol de la Coenzima A forma un compuesto
de color amarillo con un coeficiente de extin-
cion molar a A =412 nm de 13700 M-'cm™" (Gar-
cia-Roche et al., 2019). Asimismo se estudié
la relaciéon de ADN mitocondrial/ADN nuclear
por la reaccion de PCR en tiempo real utilizan-
do cebadores especificos que codifican para el
genoma mitocondrial (cytochrome c oxidase |,
mt-CO7) y nuclear (NADH:ubiquinoneoxidore-
ductase core subunit V1, NDUFV1) (Casal et
al., 2018).

RESULTADOS Y DISCUSION

La produccion de leche fue mayor para las
vacas HNA vs. HNZ (30 vs. 24 + 1 kg/d, P <
0,0001), sin embargo, la leche corregida por
soélidos no difirié (P = 0,39) entre ellas. La CC
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tampoco difirié entre genotipos (2,59 vs. 2,53
+ 0,09, P = 0,18). Estos resultados son consis-
tentes con estudios anteriores donde si bien la
produccion de leche es mayor para el genotipo
HNA, el genotipo HNZ produce mayor conte-
nido de sdlidos (Kolver et al., 2002; Talmén et
al., 2020).

La expresién génica de PPARGC1A -un con-
trolador maestro de la biogénesis mitocondrial
(Scarpulla, 2011)- no difiri6 entre genotipos
(1,93 vs. 0,84 £ 0,31, P = 0,13) para HNZ vs.
HNA. Por otra parte, la actividad citrato sintasa
—una enzima constitutiva de la matriz mitocon-
drial utilizada como marcador mitocondrial- fue
mayor para las vacas HNZ vs. HNA (16,5 vs.
10,7 £1,9, P <0,05). Estos datos coinciden con
un reporte anterior sugiere que las vacas HNZ
presentan mayor capacidad oxidativa (White
et al., 2012). Asimismo, la relacion ADN mito-
condrial / ADN nuclear (1,04 vs. 0,69 + 0,10,
P < 0,05) fueron mayores para HNZ vs. HNA,
respectivamente. Por otro lado, a pesar de no
observar un efecto significativo en la expresion
del factor de transcripcion PPARGC1A, es po-
sible que el mismo se active por modificaciones
post-traduccionales y asi medie en la modula-
cion de la biogénesis mitocondrial (Canté and
Auwerx, 2009). En conclusion, nuestros resul-
tados sugieren que las vacas HNZ tienen una
mayor densidad mitocondrial hepatica lo cual
puede traducirse en un aumento de la capa-
cidad oxidativa y a asimismo de la produccion
de energia.
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