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Resumen del proyecto

En las dltimas décadas, el mejoramiento genético permitié que cada vaca produjera mds leche y que aumentara la produccién total de los tambos. Sin embargo, a nivel mundial se
observa un fendmeno contrario: la fertilidad del ganado lechero ha disminuido de forma marcada. Uruguay no es la excepcion. La tasa de prefiez se redujo entre 20y 30 % y el
intervalo entre parto y nueva concepcion pasé de 131 a 150 dias. Las causas son diversas y se relacionan tanto con el manejo como con la genética de los animales. Entre los factores
genéticos destacan los defectos hereditarios recesivos que provocan pérdidas embrionarias, fetales o perinatales. Un ejemplo de gran relevancia son los haplotipos de fertilidad en
la raza Holstein Friesian, que constituyen un problema silencioso en los sistemas de produccién. Hasta ahora se habian identificado 11 haplotipos en esta raza (HH1 al HH7, HH13,
HH21, HH25 y HH35). La mayoria genera la muerte embrionaria antes de los 60 dias de gestacidn, lo que se traduce en menor eficiencia reproductiva y mayor descarte de hembras.
En este proyecto se determind la frecuencia y dindmica poblacional de dichos haplotipos en Uruguay, a partir del andlisis de una muestra representativa de vacas de rodeos
comerciales y de la totalidad de los toros empleados en los programas nacionales de evaluacion genética de la raza Holstein Friesian. Los resultados aportaron informacion
estratégica para la toma de decisiones en seleccién y manejo, contribuyendo a mejorar la reproduccion y la sostenibilidad de la produccion lechera uruguaya

Ciencias Agricolas / Ciencias Veterinarias / No Corresponde / Genética Animal

Palabras clave: Fertilidad / reproduccion / mortalidad embrionaria /
Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacion.

1. Antecedentes

En los altimos 20 afos Uruguay ha logrado un gran crecimiento econémico, con un aumento del PBI de manera prdcticamente ininterrumpida, salvo durante la pandemia causada por
SARS-CoV-2 (Banco Mundial, 2022). Histéricamente hemos sido considerados un pais agroexportador, siendo la carne y la leche bovina dos de los principales productos pecuarios. EL
dinamismo econdmico, propiciado por el sector agroexportador, ha hecho del mismo una pieza clave de la economia nacional.

La produccién de leche se ha mantenido en constante crecimiento en los Gltimos cinco afos, alcanzando mdximos productivos en 2019-2020 (2205 millones de litros) en relacién al
2012-2013 (2184 millones de litros) (DIEA-MGAP, 2021). A nivel de la economia nacional, el sector ldcteo aporté en exportaciones 748 millones de ddlares en 2021, siendo la leche en
polvo entera el principal producto exportado (65%) (INALE, 2021).

La inseminacion artificial ha permitido acelerar el progreso genético de los rodeos. Esto ha dado sustento a un aumento del rendimiento individual por vaca en ordefie y la
produccidn total de leche. Sin embargo, desde hace varios afos se ha observado internacionalmente que los indicadores reproductivos siguen una tendencia contraria, tanto en
sistemas pastoriles como en sistemas mds intensivos (de Nava, 2011), estableciéndose una relacidn inversa en lo que respecta a produccién-reproduccion (Rajala-Schultz y Frazer,
2003; Dobson et al., 2007). Varios trabajos reportan correlaciones genéticas positivas (de 0.22 a 0.59) entre nivel de produccién de leche y el intervalo entre partos (Zambianchi, 1999).
En Uruguay la situacién no es diferente, la tasa de preiez del ganado lechero ha caido entre 20 y 30 %, y el intervalo parto-concepcién ha aumentado de 131 a 150 dias (Meikle et al.,
2013).

No solo la fertilidad se ha visto comprometida con el aumento en la produccién de leche. El vigor y la longevidad de las vacas ha disminuido, y las alteraciones de la ubre y los
trastornos de la locomocién se han disparado. Varios trabajos han demostrado que el incremento en la produccion se correlaciona desfavorablemente con un aumento en
enfermedades como: cetosis (0.26 - 0,65), quistes ovdricos (0,23 - 0,42), mastitis (0,15 - 0,68) y rengueras (0.24 - 0.48) (Oltenacu y Algers, 2005). Esto indica que la produccién de leche
como Unico criterio de seleccion conduce a una fertilidad mds pobre y a menor salud animal, afectando seriamente el bienestar de la vaca.

Se han identificado varios factores que contribuyen a la marcada pérdida de fertilidad, vinculados principalmente al manejo y a la genética (Liebig et al., 2022). En este ultimo punto
cobran relevancia las alteraciones hereditarias responsables de mortalidad embrionaria, fetal y perinatal.

La raza Holstein Friesian es la raza de leche mds numerosa de Uruguay y del mundo, donde se han reconocido 46 enfermedades hereditarias con mutacién conocida, la mayoria en
menos de 10 afos (OMIA, 2022), particularmente en lo que respecta a los haplotipos de fertilidad.

Los haplotipos de fertilidad corresponden a regiones cromosémicas (combinacion determinada de alelos de genes cercanos y ligados) que en la mayoria de los casos se heredan
como bloque y con ellos sus efectos en el fenotipo. Estas regiones se caracterizan por carecer o presentar un déficit de homocigosis, es decir, no se encuentran individuos vivos
homocigotas para ese haplotipo o se encuentran muy pocos. La ausencia de individuos homocigotas se debe a que los animales con dos copias iguales del haplotipo mueren durante
el desarrollo embrionario producto de un efecto letal del mismo (Calderén et al., 2021).

En la raza Holstein Friesian se han reportado 20 haplotipos con déficits de homociogtas (HH1-17, HH21, HH25 y HH35). Para 11 de ellos (HH1-HH7, HH13, HH21, HH25 y HH35) se ha
identificado el gen responsable y la mutacion efectora del fenotipo (OMIA, 2022). Se ha observado que esas mutaciones afectan la tasa de prefiez y producen un aumento de
mortinatos y de abortos espontdneos que agravan la ya critica situacion de pérdida de fertilidad (VanRaden et al., 2011; Fritz et al., 2013; Adams et al.,2016; McClure et al., 2014;
Schiitz et al., 2016; Fritz et al., 2018; Hozé et al.,2020; Yang et al., 2022; Hafliger et al., 2022).

Haplotipo HH1: produce pérdidas embrionarias en el primer trimestre de gestacidn. Se debe a una mutacién nonsense (c.1741C>T) en el gen APAF1, el cual es esencial para el
desarrollo embrionario (Adams et al., 2012). Se estima que esta mutacién ha causado mds de 525.000 abortos espontdneos en todo el mundo durante los ultimos 35 afios, con grandes
pérdidas econémicas para los productores comerciales, valuadas en 420 millones de délares (Adams et al., 2016). En EE.UU la frecuencia de portadores se estimé en 4.5% (VanRaden
etal., 2011).

Haplotipo HH2: la mutacion efectora es de muy reciente identificacién. Es una delecion de una T en el exén 11 del gen IFT80. Esta mutacién lleva a un corrimiento en el marco de
lectura y una pérdida del dominio WD40, que sirve para la interaccidn proteina-proteina o proteina /ADN (Yang et al., 2021). IFT80 participa en el desarrollo éseo y en la
diferenciacion de los osteoblastos, por lo que alteraciones en su estructura son concordantes con el efecto de letalidad embrionaria. La frecuencia de portadores ha sido estimada
en EE.UU en 4.6% (VanRaden et al., 2011).

Haplotipo HH3: la mortalidad embrionaria se produce antes de los 60 dias de gestacién. La mutacién responsable es una sustitucién de T por C (c.3404T>C) en el exdn 24 del gen
SMC2 (McClure et al., 2014). SMC2 codifica para una proteina que tiene un papel esencial en la reparacion del ADN, la condensacién de la cromatina y la segregacién cromosémica

durante la divisién celular. La frecuencia de portadores se ha estimado en 4.7% en EE.UU (VanRaden et al., 2011).

Haplotipo HH4: provoca mortalidad embrionaria en el primer mes de gestacién. Se debe a una mutacién missence (c.869A>C) en el gen GART, responsable de codificar a la enzima
fosforibosilglicinamida sintetasa, necesaria para la sintesis de nucleétidos purina. Este haplotipo ha sido reportado con una frecuencia de 3,6% en Francia (Fritz et al., 2013).
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HH5: produce mortalidad embrionaria antes de los 60 dias de gestacién. La mutacion responsable es una gran delecién de 138Kpb en el gen TFB1M, que codifica para el factor de
transcripciéon mitocondrial B1. La frecuencia de animales portadores de esta mutacién se ha observado elevada en poblaciones Holstein de Europa y EE.UU (Schitz et al., 2016).

Haplotipos HH13, HH21, HH25 y HH35: se trata de los haplotipos de mds reciente descripcion, por lo que la informacién disponible ain es muy reducida. Estos haplotipos mostraron
asociaciones negativas principalmente con los rasgos de fertilidad en hembras. Los genes asociados a estos haplotipos son: NOTCH3 (neurogenic locus notch homolog protein 3,
HH21), RIOX1 (Oxigenasa ribosomal 1; HH25), KIR2DS1 (killer cell immunoglobulin like receptor, two Ig domains and short cytoplasmic tail 1-HH13-) y PCDH15 (protocadherin-related
15; HH35). En el caso de los haplotipos HH21y HH25, las mutaciones son deleciones, de 3pb (c.129_131delTTG) en el gen NOTCH3 y de 30pb (c.396_425del) en el gen RIOX1,
respectivamente. En HH13 y HH35, las mutaciones puntuales se deben a una sustitucién nucleotidica de G>C (c.2599C>G) en el gen PCDH15 y de C>T (c.475C>T) en el gen KIR2DS1,
respectivamente (Hdfliger et al., 2022).

Los haplotipos HH6 (gen SDE2) y HH7 (gen CENPU) también han sido reconocidos como causa de mortalidad embrionaria (OMIA, 2022), pero no serdn analizados en esta propuesta.

Si bien algunos haplotipos se conocen desde hace algunos afos, la distribucién poblacional ha sido reportada en pocas poblaciones Holstein Friesian, principalmente por el hecho de
que se desconocian las mutaciones efectoras, hasta ahora. La presencia de uno o varios de estos haplotipos en conjunto puede comprometer la performance reproductiva del rodeo,
por lo que conocer la distribucién poblacional de estos polimorfismos es de importancia a la hora de elegir el semen de los reproductores a utilizar.

2. Problema de investigacion

La mayoria de las razas de ganado lechero se han formado a partir de un bajo nimero de animales fundadores. En los dltimos 70 afos, su acervo genético se ha reducido ain mds,
principalmente por dos factores: el uso masivo de un niumero limitado de toros de élite a través de la inseminacidn artificial y por una fuerte seleccion a favor de unos pocos
caracteres productivos (Hansen, 2000; Zenger et al., 2007; Fritz et al., 2013; Ma et al., 2019). Como consecuencia, muestran una tasa de endogamia generacional promedio de 1%
correspondiente a un tamano efectivo poblacional de 50, y la mitad de su acervo genético es explicado por solo 10 a 20 ancestros (Fritz et al., 2013). En los ultimos afios se ha
observado que la consanguinidad se ha incrementado después de la reciente implementacion de la seleccion genémica (Makanjuola et al., 2020). Esto aumenta la homocigosis dentro
de los rodeos, favoreciendo el surgimiento de defectos hereditarios letales, como es el caso de los haplotipos de fertilidad.

Los problemas de fertilidad son una de las principales causas de refugo en los bovinos (Seegers et al., 1998; Rilanto et al., 2020), y bajo el contexto reproductivo de la raza, los vacas
Holstein Friesian tienen mds probabilidad de ser refugadas que otras (Rilanto et al., 2020).

En estudios previos, integrantes de este grupo han demostrado la presencia en el pais de nueve defectos hereditarios recesivos propios de la raza Holstein Friesian que se
encuentran circulando en los rodeos comerciales (Branda Sica et al.,, 2022; Briano et al., 2021; Artigas et al., 2020; Branda Sica et al., 2019; Branda Sica et al., 2016; Llambi et al.,
2003), entre ellos los Haplotipos HH1, HH3, HH4 y HH5. La alta prevalencia de animales portadores para uno o mds de los nueve defectos hereditarios detectados sugiere que existen
suficientes antecedentes genéticos para explicar, en parte, la baja de la eficiencia reproductiva en las hembras Holstein Friesian en Uruguay (Briano et al., 2021). Los mismos
autores estiman que en conjunto se podrian estar produciendo 6000 pérdidas prenatales, producto de las mutaciones letales en homocigosis para las nueve enfermedades
detectadas.

Si bien los haplotipos HH1, HH3, HH4, HH5 se identificaron en el pais en terneros Holstein Friesian, no son un reflejo directo de la situacién del rodeo comercial, puesto que no fue
posible determinar cudndo el alelo mutante provenia por linea materna o por el semen utilizado en los establecimientos. Sumado a esto, nada se sabe acerca de la distribucién de
los haplotipos HH2, HH13, HH21, HH25 y HH35 en Uruguay.

3. Objetivos

Objetivo general:
Analizar la dindmica poblacional de los haplotipos de fertilidad en bovinos de la raza Holstein Friesian de Uruguay.

Objetivos especificos:

Aislar el ADN genémico de los animales muestreados y cuantificar su concentracion y pureza.

Optimizar la técnica de PCR para los haplotipos HH13, HH21, HH25 y HH35.

Analizar la presencia de las mutaciones efectoras de los haplotipos HH1 al HH7, HH13, HH21, HH25, HH35.

Analizar el listado de toros padres utilizados en el programa nacional de evaluacién genética de la raza Holstein Friesian para los haplotipos HH1 al HH5.

Evaluar los pardmetros poblacionales de los haplotipos HH1 al HH5, HH13, HH21, HH25, HH35.

4. Justificacion

Mediante la ejecucion de la propuesta de investigacion se pretende lograr informacion critica, para que los productores tomen decisiones informadas al momento de inseminar las
vacas de sus rodeos, realizando apareamientos selectivos y eligiendo el mejor toro que mads se adecue a la realidad genética de su establecimiento. Esto permitiria mejorar en
parte, la performance reproductiva de sus vacas, disminuyendo las tasas de refugo y aumentando la rentabilidad de la empresa.

Ademds, para el caso de los Haplotipos HH13, HH21, HH25, y HH35, se desarrollaron técnicas de genotipado que no estaban disponibles en el pais. Con la propuesta de investigacion
se obtuvo informacion acerca del comportamiento poblacional de los haplotipos HH1, HH2, HH3, HH4, HH5, HH13, HH21, HH25 y HH35. Se lograron protocolos originales de genotipado
basados en tecnologias de PCR y secuenciacion.

Los resultados aportaron informacion estratégica para la toma de decisiones en seleccién y manejo, contribuyendo a mejorar la reproduccién y la sostenibilidad de la produccién
lechera uruguaya. Ademds, se cuantificé que, de acuerdo con Briano et al. (2021), las mutaciones recesivas podrian ocasionar unas 6000 pérdidas prenatales anuales, lo que se

traduce en aproximadamente 17 millones de pesos (casi U$S 400.000) en pérdidas econdmicas.

La informacion generada tiene un alto valor de transferencia para productores, veterinarios clinicos, laboratorios de diagndstico y programas de mejoramiento genético, ademds de
contribuir a la formacién de recursos humanos y a la consolidacién de capacidades cientificas y tecnolégicas en Uruguay.

Metodologia/Disefio del estudio
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Animales: Se seleccionaron 250 vacas no emparentadas de tambos provenientes de diferentes regiones del pais (protocolo CEUA 1526). Estudios similares habian sido realizados por
Albertino et al. (2022) con un nimero semejante de animales en Brasil.

Toma y almacenamiento de muestras: Se extrajeron muestras de sangre entera periférica (5 mL) de los animales (segn formulario de protocolo CEUA N°1526), que se colocaron en
tubos con EDTA

Aislamiento de ADN: EL ADN se extrajo utilizando el kit comercial “Quick-DNA Miniprep Plus Kit” (Zymo Research), de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Se cuantificé la
concentracién y la pureza mediante un espectrofotémetro de microvolumen (DeNovix DS-11) y la integridad se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %.

Genotipado para haplotipos HH13, HH21y HH35: Se amplificaron mediante PCR fragmentos que contenian las mutaciones puntuales reportadas en los genes KIR2DS1, NOTCH3 y
PCDH15, respectivamente. Las condiciones de reaccién se optimizaron en un volumen final de 25 ?L que contenia: 1X buffer, 2.5 mM MgCl2, 0.2 mM de cada dNTP, 0.5 ?M de cada
cebador, 1U de Taq polimerasa y 100 ng de ADN. El programa de termociclado incluyé una desnaturalizacién inicial a 94 °C por 3 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C por 30 s,
temperatura de hibridacién especifica por 30 s, 72 °C por 30 s y una extensidn final de 72 °C por 5 min. Los productos de PCR se visualizaron en gel de agarosa al 1.5 %. Los
fragmentos amplificados se enviaron a secuenciacién comercial (Macrogen Inc., Corea)

Genotipado para haplotipo HH25: Se empleé una PCR mdltiple con cebadores especificos para detectar la delecién de 30 pb en el gen RIOX1. Los productos se corrieron en gel de
agarosa al 2 % y se visualizaron bajo luz UV para determinar el tamaro esperado.

Genotipado para haplotipos HH1 al HH5: Se utilizé el chip bovino GeneTitan (Genexa®), que incluyé sondas especificas para estos haplotipos.

Andlisis de los datos: Los resultados de secuenciacidn y genotipado se analizaron para confirmar la presencia de las mutaciones descritas por VanRaden et al. (2011), Fritz et al.
(2013), Adams et al. (2016), McClure et al. (2014), Schiitz et al. (2016), Fritz et al. (2018), Hozé et al. (2020), Yang et al. (2022), Hafliger et al. (2022).

Parametros poblacionales: Se calcularon frecuencias alélicas y genotipicas, y se evalué el equilibrio de Hardy—\Weinberg mediante el test exacto de Fisher. Todos los cdlculos se
realizaron utilizando el programa de licencia libre Genepop 4.2 disponible en http://genepop.curtin.edu.au/genepop_op1l.html

Andlisis del listado de padres: Se analizaron los registros de 3028 toros Holstein, nacionales e importados, nacidos entre 1964 y 2016, pertenecientes al catdlogo de padres
actualizado a diciembre de 2021, publicado por Evaluaciones genéticas lecheras, disponible en https://www.geneticalechera.com.uy/

(descargado 12/05/22). El catdlogo incluyé todos aquellos toros con al menos una hija en el sistema de evaluacién nacional. Cada toro fue analizado utilizando la metodologia descrita
por Artigas et al. (2020) utilizando las bases de datos abiertas de Holstein Association USA (http://www.holsteinusa.com/

), ABS Global (https://bullsearch.absglobal.com/en-us/bull/quick-search

), DairyNZ (https://www.dairynz.co.nz/animal/animal-evaluation/bull-team/

), World Wire Sires (http://wwsires.com/

) y Evaluaciones genéticas lecheras (https://www.geneticalechera.com.uy/

). Se registré pais de procedencia de los toros, nimero de animales sin datos para los haplotipos (SD), el nimero de animales libres (T), nimero de animales portadores (C), nimero
de hijas de los portadores. Los registros fueron analizados para los Haplotipos HH1 al HH5, que es la informacion que se encontraba disponible

Resultadoes, andlisis y discusién

1. Catdlogos de toros y semen disponible

El andlisis de 3028 toros incluidos en catdlogos de padres (2021) mostré que 1471 animales (48,6%) contaban con informacién sobre haplotipos de fertilidad (HH1-HH5), mientras que
en el resto no se disponia de este dato. Entre los que si tenian informacidn, se detectaron portadores de todos los haplotipos, lo que confirma que estas variantes deletéreas
contintian presentes en los nlcleos de seleccion.

De forma complementaria, se revisaron 5136 registros de catdlogos de semen comercializados en Uruguay entre 2014 y 2023. La proporcién de toros sin informacion genética
aumenté con el tiempo, constituyendo una limitante para la toma de decisiones. Se observé la desaparicion de HH4 desde 2016, mientras que HH5 se mantuvo en niveles relevantes,
alcanzando un pico de 11,4% en 2021y descendiendo a 5,7% en 2023.

2. Muestreo poblacional y banco de ADN

Se muestrearon 250 animales para el estudio especifico de HH13, HH25 y HH35. EL ADN se aisld con éxito en todos los casos, con concentraciones entre 80 y 100 ng/ul, y se conformé
un banco de ADN representativo de la raza Holstein uruguaya, con animales seleccionados para evitar parentesco de padre y madre.

3. Genotipado con chip de SNPs (HH1-HH5)

Se amplid el andlisis a 431 animales mediante un chip de 75.000 SNPs. El genotipado revelé portadores para 4 haplotipos:
HH1=116%

HH2 =1,8%

HH3 =116%

HH4 = 0%

HH5 = 4,1%

Estos resultados confirmaron la ausencia de HH4 en la poblacion y la mayor frecuencia de HH5 en comparacion con los demds haplotipos.
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4. Desarrollo de herramientas moleculares (HH13 y HH35)

Se disenaron y validaron primers originales para HH13 y HH35. Se realizaron 500 reacciones exitosas, obteniéndose secuencias legibles en 226 animales para HH13 y 243 animales
para HH35.

5. Resultados poblacionales para HH13 y HH35

Genotipos para HH13 (n=226):

CC=0,92

CT=0,08

TT=0,00

Alelos: C=0,96; T = 0,04 (alelo deletéreo)

HH35 (n=243):

CC=0,82
CG=0,15
GG=0,03

Alelos: C=0,90; G = 0,10 (alelo deletéreo)
Se detectaron 6 homocigotos recesivos viables (2,5%).
6. Limitaciones técnicas en HH25

No se logré optimizar la PCR para HH25 debido a problemas en las temperaturas de melting de los primers disefiados, dada la complejidad de la region del gen dénde se encuentra
la delecion.

Discusion

Los resultados obtenidos permiten una vision integrada sobre la situacion de los haplotipos de fertilidad en la raza Holstein en Uruguay, con implicancias cientificas, productivas y
tecnoldgicas.

Catdlogos y semen comercial

El andlisis de catdlogos nacionales de toros y semen demostro la permanencia de haplotipos deletéreos en animales de amplia difusion. La desaparicion de HH4 desde 2016 confirma
que, bajo presion de seleccion, es posible eliminar variantes desfavorables en pocos afos. Sin embargo, la persistencia de HH5, con picos superiores al 10%, pone de manifiesto que
los mecanismos de control aplicados no han sido suficientes para evitar su diseminacion. La falta de informacion genética en mds de la mitad de los toros representa un problema
critico. La transparencia en los catdlogos es esencial para que los productores puedan elegir animales que no comprometan la eficiencia reproductiva de sus rodeos. Esta opacidad
no solo dificulta la gestion técnica, sino que también erosiona la confianza en los programas de mejoramiento genético y en las instituciones que los promueven.

Banco de ADN y genotipado masivo

La conformacién de un banco de ADN de alta calidad es un aporte estratégico, pero el verdadero derrame hacia la mejora genética provino del genotipado con chip de SNPs de 250
animales. Estos datos constituyeron uno de los primeros aportes masivos para las evaluaciones genémicas de la raza Holstein en Uruguay, marcando un hito en la transicién hacia un
sistema de seleccién basado en informacién molecular.

Los resultados confirmaron la presencia de portadores para HH1, HH2, HH3 y HH5, con ausencia total de HH4. La mayor frecuencia de HH5 refuerza la necesidad de centrar las
estrategias de control en este haplotipo, ya que implica un riesgo reproductivo mayor. Si bien HH1-HH3 tienen bajas frecuencias, su monitoreo sigue siendo necesario para evitar
reintroducciones por semen importado.

Desarrollo de nuevas herramientas tecnoldgicas

El disefio de primers y el desarrollo de protocolos especificos para HH13 y HH35 constituyen un logro significativo. Antes de este proyecto, no existian métodos internacionales
validados para genotipar estas variantes. La creacién de estas herramientas no solo mejora la capacidad diagnéstica en Uruguay, sino que también posiciona a la investigacion

nacional en la vanguardia internacional.

La disponibilidad de estas pruebas permite identificar portadores en rodeos nacionales, lo cual es clave para planificar esquemas de cruzamiento mds seguros. Su aplicacién puede
traducirse en una reduccion de pérdidas econdmicas asociadas a abortos y fallas reproductivas, y en una mejora de la competitividad de la lecheria nacional.

Resultados poblacionales: HH13 y HH35

El hallazgo de HH13 con una frecuencia alélica del 4% es preocupante, ya que en estudios europeos se habia reportado una presencia aun menor (Hdfliger et al., 2022). Esto sugiere
que en Uruguay existe un riesgo mayor de diseminacion, especialmente si no se implementan estrategias de control adecuadas.

En el caso de HH35, la frecuencia de 10% y la detecciéon de homocigotos recesivos viables confirman la penetrancia incompleta reportada previamente. Este resultado es critico, ya

que indica que la mutacién no se comporta como letal absoluto y que los animales homocigotos pueden sobrevivir, perpetuando el haplotipo en la poblacién. La presencia de
homocigotos tiene implicancias directas en la planificacién reproductiva, ya que incrementa el riesgo de pérdidas embrionarias y de fallas en la eficiencia productiva.
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Limitaciones en HH25

La imposibilidad de optimizar la PCR para HH25 muestra los desafios técnicos de trabajar con variantes nuevas, principalmente aquellas localizadas en regiones génicas complejas
con un alto contenido de GC. No obstante, los intentos realizados constituyen un punto de partida para futuros desarrollos metodoldgicos.

Impactos econdmicos, sociales y ambientales

Los hallazgos del proyecto tienen impactos en tres niveles:

Econdmico: la permanencia de haplotipos deletéreos en la poblacién implica pérdidas reproductivas que se traducen en menor eficiencia y mayores costos por animal. Las fallas de
concepcion y las muertes embrionarias aumentan la cantidad de servicios necesarios por prefiez y reducen la vida util de las vacas, afectando directamente los ingresos de los
productores.

Social: el proyecto aportd datos clave para las primeras evaluaciones gendmicas de la raza en Uruguay, lo que fortalece la capacidad nacional en genética bovina. Ademads,
consolidd vinculos entre la academia, los criadores y las instituciones, generando un impacto positivo en la formacién de recursos humanos y en la confianza del sector productivo

hacia la ciencia nacional.

Ambiental: al mejorar la eficiencia reproductiva mediante un manejo genético mds preciso, se reduce el impacto ambiental de la lecheria. Menos fallas reproductivas implican un uso
mas eficiente de alimentos, agua y superficie, disminuyendo la huella ambiental por litro de leche producido.

Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

Se conformd un banco de ADN representativo de la raza Holstein Friesian uruguaya, con muestras de alta calidad, que constituye un insumo estratégico para futuros estudios de
genética bovina.

Se desarrollaron y validaron protocolos moleculares originales para los haplotipos HH13 y HH35, generando herramientas inéditas a nivel internacional para su diagndstico.

El genotipado masivo de 431 animales con chip de SNPs aport6 los primeros datos crudos para las evaluaciones genémicas de la raza Holstein en Uruguay, marcando un hito para el
pais en la implementacién de programas de seleccién asistida por marcadores.

Los andlisis poblacionales confirmaron la ausencia de HH4, pero demostraron la presencia de HH1, HH2, HH3, HH5, HH13 y HH35 en la poblacién nacional. Entre ellos, HH5 y HH35
presentan las frecuencias mds elevadas y constituyen los principales riesgos reproductivos.

El haplotipo HH35, con una frecuencia alélica del 10% y presencia de homocigotos recesivos viables, confirma la penetrancia incompleta de la mutacién y su impacto sobre la
eficiencia reproductiva.

El haplotipo HH13, con una frecuencia alélica del 4%, también se considera preocupante por su potencial de diseminacion y por el riesgo reproductivo que implica.

En conjunto, los resultados demuestran que la persistencia de haplotipos deletéreos en la poblacién Holstein uruguaya representa un desafio productivo y sanitario que requiere
atencién sistematica.

Recomendaciones
Los datos obtenidos en este proyecto permiten realizar mdltiples recomendaciones, como derrames de la propuesta, que se listan esquemadticamente a continuacion:
Monitoreo sistematico: implementar programas continuos de genotipado de haplotipos de fertilidad en rodeos nacionales, con énfasis en HH5, HH13 y HH35.

Catdlogos transparentes: exigir a las empresas proveedoras de semen la publicacién completa de informacion genética de los toros, garantizando que los productores puedan tomar
decisiones informadas.

Seleccion asistida: fomentar el uso de toros libres de haplotipos deletéreos en programas de inseminacién artificial, priorizando la reduccién progresiva de HH5 y HH35.
Capacitacion de productores y técnicos: difundir los resultados y entrenar en el uso de informacién gendmica como herramienta para mejorar la eficiencia reproductiva y productiva.

Fortalecimiento institucional: promover la articulacién entre universidades, INIA, la Sociedad de Criadores Holando y empresas privadas para sostener programas de diagndstico y
control a largo plazo.

Proyeccién internacional: aprovechar el desarrollo de herramientas moleculares originales (HH13 y HH35) como una oportunidad para posicionar a Uruguay en redes internacionales
de investigacién en genética bovina.
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Productos derivados del proyecto

Tipo de

producto Titulo Autores Identificadores URI en repositorio de Silo

Articulo Monitoring of Andrea https://doi.org/10.5455/0v}.2023.v13.i10.8 https://ainfo.inia.uy/consulta/busca? Finalizado
cientifico recessive Branda- b=pc&id=64439&biblioteca=vazio&busca=64439&qFacets=64439
defects sica, Rody

associated Artigas,
with low Elena De
reproductive Torres,
performance Evangelina

in dairy Kinley,
cattle in Paula
Uruguay Nicolini,
Maria
Teresa
Federici,
Silvia
Llambi.
Presentacion Prevalencia  Artigas, https://ainfo.inia.uy/consulta/busca? https://ainfo.inia.uy/consulta/busca? Finalizado
en evento de Rody 1% b=pc&id=65138&biblioteca=vazio&busca=65138&qgFacets=65138 b=pc&id=65138&biblioteca=vazio&busca=65138&qFacets=65138

Haplotipos Federici,
de Maria
Fertilidad en Teresa 2;
bovinos Menchaca,
Holstein Carolina 1
Friesiande ;Llambi,
Uruguay Silvia 1;
Jara,
Eugenio 1;
Branda
Sica,
Andrea 2.
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