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RESUMEN

Los experimentos I y II de la presente tesis  consistieron en la optimización

de las  técnicas  PCR-HRM/melting en tiempo real para  la  detección de  la

malformación vertebral compleja (CVM, OMIA 001340-9913) y la deficiencia

de  colesterol  (CD,  OMIA  001965-9913),  así  como  para  determinar  su

existencia en la muestra representativa de vacas Holando (n = 279 para

CVM; n = 103 para CD) de Uruguay. Las amplificaciones de los  productos

PCR de 79 pb de CVM y  de 170 y 146 pb de CD permitieron diferenciar

claramente los dos genotipos. Se encontró que la prevalencia de CVM (6,45

%) fue alta. El inserto mutante BoERVK asociado con CD no fue detectado.

El  experimento  III  consistió  en:  (a)  identificar  toros  (n  =  3028)  con

información  genética  para  haplotipos  relacionados  con  problemas  de

fertilidad que causan abortos y mortalidad de terneros en ganado lechero

(HH1, OMIA 000001-9913; HH3, OMIA 001824-9913; y HH4, OMIA 001826-

9913)  mediante  análisis  del  catálogo  de  padres  Holando  2021;  y  (b)

determinar  la  presencia  de  estos  haplotipos  mencionados,  JH1  (OMIA

001697-9913) y  CVM  con  el  chip  bovino GeneTitan®, estimar  sus

frecuencias  y evaluar  su impacto en la fertilidad de las  vacas Holando  y

cruzas  Holando  con  Jersey  (n  =  170)  pertenecientes  a  un  tambo

experimental. De un total de 1468 toros con información genética para HH1

y de 1471 para HH3 y HH4, se encontraron 90 portadores para HH1, 60 para

HH3 y  6 para HH4, respectivamente.  Mediante genotipado con el chip se

determinaron las prevalencias para HH1 y CVM que fueron de 0,59 y 4,3 %

(call rate > 0,99), respectivamente. No se encontraron alelos mutantes para

HH3,  HH4  y  JH1.  Se  evaluaron  los  datos  reproductivos y  se  observó la

presencia de los alelos mutantes de CVM y HH1 en vacas repetidoras, que

parieron terneros muertos, con un promedio de 4 repeticiones del servicio

para lograr la preñez.

Palabras clave: enfermedades hereditarias, fertilidad, ganado lechero
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RECESSIVE GENETIC VARIANTS ASSOCIATED WITH

MISCARRIAGES AND CALF MORTALITY IN DAIRY CATTLE:

ANALYSIS OF THEIR PRESENCE AND IMPACT ON THE

REPRODUCTIVE PERFORMANCE OF HOLSTEIN FRIESIAN COWS IN

URUGUAY

SUMMARY

Experiments I and II of this thesis consisted of the optimization of real-time

PCR-HRM/Melting  techniques  for  the  detection  of  complex  vertebral

malformation  (CVM,  OMIA  001340-9913) and  cholesterol  deficiency  (CD,

OMIA  001965-9913),  as  well  as to  determine  their  existence  in  the

representative sample of Holstein Friesian cows (n = 279 for CVM; n = 103

for CD) from Uruguay. The amplification of the PCR products of 79 bp of

CVM and 170 and 146 bp of CD provided a clear differentiation between the

two genotypes. CVM prevalence (6.45 %) was high. The  BoERVK mutant

insert associated with CD was not detected. Experiment III consisted of: (a)

identification of  bulls  (n  = 3028)  with genetic  information for  haplotypes

related  to  fertility  problems  causing  abortions  and  calf  mortality  in  dairy

cattle (HH1, OMIA 000001-9913; HH3, OMIA 001824-9913; y HH4, OMIA

001826-9913) by analysis of the Holstein Friesian 2021 sire catalog; and (b)

determine the presence of these haplotypes, JH1 (OMIA 001697-9913) and

CVM  with  the  GeneTitan® bovine  chip;  calculate  their  frequencies;  and

assess their impact on fertility in Holstein Friesian cows and Holstein Friesian-

Jersey crosses (n = 170) of an experimental dairy farm. Of a total of  1468

bulls had genetic information for HH1, and 1471 for HH3 and HH4. Of these,

90,  60 and  6 were  HH1,  HH3  and  HH4  carriers.  Chip  genotyping  was

performed to calculate HH1 and CVM prevalence, which were 0.59 and 4.3

%, respectively (call rate > 0.99). No mutant alleles were found for HH3,

HH4, and JH1. We examined reproductive data by observing the presence of

CVM and HH1 mutant alleles in repeat cows, which gave birth to dead calves,

with an average of 4 services to achieve pregnancy.

Keywords: hereditary diseases, fertility, dairy cattle 
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1.    INTRODUCCIÓN GENERAL

1.1. ANTECEDENTES Y SITUACIÓN ACTUAL DE LA PRODUCCIÓN

LECHERA

En Uruguay, como en la mayoría de los países productores de leche

del mundo, el progreso de la mejora genética del rodeo lechero ha sido el

principal o uno de los principales factores que ha permitido el aumento del

rendimiento individual por vaca en ordeñe y la producción total de leche en

las  últimas  décadas.  El  stock  de  vacunos  lecheros  se  ha  mantenido  sin

severas fluctuaciones desde el año 2012, totalizando 749 mil cabezas; dentro

de ellas hay 316 mil vacas en ordeñe, 104 mil vacas secas y 63 mil terneros

(DIEA-MGAP, 2021). Se ha mantenido un proceso constante de crecimiento

en  la  producción  de  leche  comercial  en  el  transcurso  de  casi  10  años,

alcanzando máximos productivos a 2.205 millones de litros en el  período

2019/2021 en relación con los 2.184 millones de litros en 2012/2013 (DIEA-

MGAP,  2021).  Un  aspecto  particular  de  la  producción  lechera  es  que  se

concentra en pocos establecimientos (2.700), principalmente de entre 50 y

500 hectáreas (70 % del total de tambos comerciales) (DIEA-MGAP, 2021).

La mayoría de las razas de ganado lechero se han formado a partir de

un bajo número de animales fundadores. En los últimos 70 años, su acervo

genético se ha reducido aún más, principalmente por dos factores: el uso

masivo de un número limitado de toros de élite a través de la inseminación

artificial y una fuerte selección a favor de unos pocos caracteres productivos

(Liebig et al., 2022, Ma et al., 2019, Fritz et al., 2013, Rodríguez-Martínez et

al., 2008, Zenger et al., 2007, Hansen, 2000). Como consecuencia, muestran

una tasa de endogamia generacional promedio de 1 % correspondiente a un
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tamaño efectivo  poblacional  de  50,  y  la  mitad  de su acervo genético es

explicado  por  solo  10  a  20  ancestros  (Fritz  et  al.,  2013,  Miglior,  2000,

Boichard et al., 1996).  La endogamia dentro de las poblaciones favorece el

surgimiento  de  los  defectos  recesivos responsables  de  mortalidad

embrionaria,  fetal  y  perinatal,  puesto  que  aumenta  los  niveles  de

homocigosis (Fritz et al., 2013, VanRaden et al., 2011b). En los últimos años,

se ha observado que la consanguinidad se ha incrementado después de la

reciente implementación de la selección genómica (Makanjuola et al., 2020).

Dado que el tamaño efectivo de la población es mucho más pequeño, se

acelera  la  disminución  de  la  variación  genética  y  el  aumento  de  la

consanguinidad  (Zenger  et  al.,  2007).  Especialmente  con  las  tecnologías

reproductivas mejoradas que surgieron en el  siglo pasado, el  intercambio

genómico  en  todo  el  mundo  aumentó  y  condujo  al  uso  de  un  número

limitado de toros destacados en todo el mundo (Ma et al., 2019, Zenger et

al., 2007, Hansen, 2000).

Los  abortos  causan  una  pérdida  económica  importante  en  la

producción  lechera  y  pueden  deberse  a  causas,  además  del  manejo

ambiental,  tóxicas,  metabólicas  y  hereditarias  que  permanecen  muchas

veces indetectables. Norman et al. (2012)  del departamento de Agricultura

de EE. UU. (USDA)  analizaron registros de 8,1 millones de lactaciones de

vacas en el período de 2001 a 2009 con más de 151 días de preñez hasta el

término de la lactación. La frecuencia de abortos registrados fue de 1,31 % y

las de abortos para gestaciones tempranas (152 a 175 días) fue de 4,38 %;

de la misma manera establecieron que la tasa de abortos producidos entre

mayo y agosto fue más alto (1,42 a 1,53 %) y entre octubre a febrero, más

bajo (1,09 a 1,21 %). Dentro de las razas, Holando reportó mayor incidencia

de abortos (1,32 %) que Jersey (1,10 %), teniendo las demás razas un valor

intermedio (1,27 %).
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En  Uruguay,  no  se  han  reportado  estudios  relacionados  con  las

pérdidas  económicas  a  consecuencia  de  los  abortos  y  reabsorciones

embrionarias  ni  las  posibles  causas  genéticas  que  esto  conlleva.  Sin

embargo, se ha observado que la tasa de preñez del ganado lechero de la

raza Holando ha caído entre 20 y 30 %, y el intervalo parto-concepción ha

aumentado de 131 a 150 días (Meikle et al., 2013).

La baja tasa en la eficiencia reproductiva puede ser consecuencia de

muchos factores, pero  también  está asociada al nivel de producción de los

rebaños. Así,  Tiezzi et al. (2011), trabajando con una población de Pardo

Suizo, de los Alpes italianos, estudiaron los indicadores de fertilidad como:

intervalo  de  parto  al  primer  servicio,  intervalo  del  primer  servicio  a  la

concepción  e  intervalo  del  parto  a  la  concepción,  todos  ellos  expresados

como días y tomando como referencia un número potencial de ciclo estral de

21 días; número de inseminaciones a la concepción; tasa de concepción al

primer servicio y tasa de no retorno a los 56 días postservicio. Encontraron

que las características de fertilidad mostraron correlaciones  no favorables

con  los  valores  de  producción,  demostrando  el  antagonismo  entre  la

eficiencia  reproductiva  y  la  producción  de  leche.  Estas  correlaciones

desfavorables sugieren  que la selección hacia alta producción podría haber

llevado al deterioro de la fertilidad (Pryce et al., 2004, Royal et al., 2000). Se

han registrado correlaciones genéticas positivas entre el nivel de producción

de leche y el intervalo entre partos; estas correlaciones oscilan entre 0,22 y

0,59 (Zambianchi, 1999). Sin embargo, el incremento en la producción de

leche se correlaciona desfavorablemente con un aumento en enfermedades

como: cetosis (0,26-0,65), quistes ováricos (0,23-0,42), mastitis (0,15-0,68)

y  rengueras  (0,24-0,48)  (Oltenacu  y  Algers,  2005).  Esto  indica  que  la

producción de leche como único criterio de selección conduce a una fertilidad
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más pobre y a menor salud animal, afectando seriamente el bienestar de la

vaca (Oltenacu y Algers, 2005).

Existen trabajos internacionales que han demostrado un descenso en

la  eficiencia  reproductiva del  ganado  lechero  de  alta  producción,

principalmente en la raza Holando (Pryce et al., 2014, Walsh et al., 2011,

Dobson et al., 2007, Rajala-Schultz y Frazer, 2003, Lucy, 2001, Royal et al.,

2000),  que  podría  ser debido a  la  selección  artificial  en  los  rasgos  de

producción, con poca consideración de la fertilidad. Dado que los problemas

de  fertilidad  son  una  de  las  razones  más  comunes  para  el  sacrificio  de

ganado (Rilanto et al., 2020, Seegers et al., 1998), los animales de la raza

Holando tienen más probabilidades de ser sacrificados que los animales de

otras razas (Rilanto et al., 2020).

El gran avance en las tecnologías de secuenciación del ADN y de las

herramientas  bioinformáticas  para  su  análisis  ha  permitido  identificar  las

mutaciones efectoras de múltiples defectos hereditarios en el ganado lechero

y año tras año se suman nuevas enfermedades a la base de datos pública,

disponible  en  internet,  OMIA  (Online  Mendelin  Inheritance  in  Animals,

https://www.omia.org/home/).  Holando es la raza de ganado más popular

del mundo y criada por su alta producción de leche (Hansen, 2000). Las

evaluaciones genéticas nacionales de la raza Holando indican que la genética

del  rodeo lechero  uruguayo proviene predominantemente  de  América  del

Norte (Meikle et al., 2013, Pereira et al., 2010).
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1.2. AVANCES  EN  EL  CONOCIMIENTO  DE  LAS  ENFERMEDADES

CON  BASE  GENÉTICA  ASOCIADAS  A  PROBLEMAS

REPRODUCTIVOS EN BOVINOS

1.2.1. Evolución de la genómica

La evolución de las herramientas para el estudio de la genómica se

remonta a la invención de dos metodologías claves, diseñadas por F. Sanger

y  K.B.  Mullis,  en  los  años  1977  y  1985,  respectivamente,  las  cuales

permitieron secuenciar de manera relativamente sencilla  las  moléculas de

ADN,  así  como  amplificarlas  a  través  de  la  reacción  en  cadena  de  la

polimerasa  (PCR).  Avances  posteriores llevaron  a  un  megaproyecto  de

colaboración  internacional,  con  financiamiento  de  sectores  públicos  y

privados por un costo de 3.000 millones de dólares, que permitió obtener la

primera  secuencia  completa  del  genoma  humano  (International  Human

Genome Sequencing Consortium, 2004,  Lander et al., 2001, Venter et al.,

2001). Luego, con la finalización de este proyecto con un primer boceto del

genoma humano, se puso en marcha un proyecto cuyo objetivo principal era

la reducción del coste de la secuenciación del genoma humano a USD 1.000

en  el  período  de  diez  años  (Schloss,  2008).  Este  proyecto  supuso  el

comienzo de una nueva era en la secuenciación del ADN que resultó en una

mejora del desarrollo de las estrategias de secuenciación hacia metodologías

de  alto  rendimiento,  denominadas  secuenciación  de  segunda  generación,

secuenciación  masiva  paralela  (por  sus  siglas  en  inglés,  next  generation

sequencing, NGS).  Existen  cuatro  técnicas  desarrolladas  por  diferentes

laboratorios que han sido las más utilizadas en los últimos años: estas son

las  desarrolladas  por  Roche-454  (pirosecuenciación),  Ion  Torrent

(secuenciación  por  semiconductores),  Illumina/Solexa  (secuenciación  con
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terminadores reversibles) y SOLiD (secuenciación por ligamiento), todas ellas

revisadas  en  las  siguientes  referencias  bibliográficas:  Liu  et  al.  (2012),

Metzker (2010) y Schadt et al. (2010).

Las mejoras realizadas en los últimos años en las técnicas NGS y la

reducción de los  precios  de  secuenciación  han permitido  la  obtención  de

genomas de otras especies de interés (Jiang et al., 2014, Dong et al., 2013,

Dalloul et al., 2010, Li et al., 2010). El incremento de la utilización de las

técnicas NGS también se ha debido, en parte, a los avances significativos en

el  manejo de  los  datos  generados.  El  desarrollo  de  las  técnicas  NGS ha

provocado  la  aparición  de  forma  paralela  de  una  nueva  generación  de

herramientas  bioinformáticas  como  requisito  esencial  para  el  manejo  e

interpretación de la gran cantidad de datos generados. Se han desarrollado

algoritmos para el manejo específico de las lecturas cortas (Hatem et al.,

2013),  así  como  para  el  ensamblado  de  novo  (Zhang  et  al.,  2011),  la

detección de variantes (Li et al., 2013), los análisis ChIP-seq (Rougemont y

Naef, 2012) y los análisis RNA-Seq (Kvam et al., 2012). Asimismo se han

desarrollado algoritmos para corregir los posibles sesgos producidos durante

la preparación de las genotecas (Hansen et al., 2010). Estas mejoras tanto

técnicas  como  computacionales  han  favorecido  el  desarrollo  de

secuenciadores de mayor escala y más rápidos y el costo de la secuenciación

(costo  por  base)  se  ha  ido  reduciendo  (figura  1).  Esta  tendencia  se  ha

desacelerado en los  últimos años, aunque continúa descendiendo,  lo  que

favorecería el acceso a este tipo de tecnologías alrededor del mundo.

Actualmente, Illumina con la adquisición de Solexa lidera el mercado

de las tecnologías NGS ofreciendo el rendimiento más alto y el precio más

bajo  por  base  secuenciada  (van  Dijk  et  al.,  2014),  ya  que  desarrolló

secuenciadores de mayor escala, más veloces y capaces de leer fragmentos
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de mayor tamaño (Kchouk et al., 2017, Heather y Chain, 2016,  Bentley et

al., 2008).

Sin embargo, la secuenciación de tercera generación está empezando

a  aparecer.  La  principal  característica  de  la  secuenciación  de  tercera

generación es la lectura directa de moléculas individuales de ácidos nucleicos

(Schadt et al., 2010). Estas técnicas intentan solventar las flaquezas de las

NGS utilizando una sola molécula de ADN, es decir, prescindiendo de una

etapa  de  amplificación  previa  (PCR).  Esto  supone  ventajas,  ya  que  se

aumenta  la  tasa  de  secuenciación,  los  rendimientos  son  más  altos,  las

lecturas  son  más  largas  (aproximadamente,  10-30  Kb),  disminuye  la

complejidad de la preparación de las muestras y se reducen los costes del

análisis (Schadt et al., 2010).

Figura 1. Costos de secuenciación cruda (por megabase). Extraído de NCBI, Wetterstrand

KA.  DNA Sequencing Costs:  Data from the  NHGRI Genome Sequencing Program (GSP).

Disponible  en:  https://www.genome.gov/about-genomics/fact-sheets/DNA-Sequencing-

Costs-Data. Consultado el 3/06/2022.
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Se han logrado importantes avances en el progreso de la selección

para el ganado luego de la introducción de herramientas genómicas en los

últimos 12 años. Estas herramientas dependían del genoma de referencia de

Bos taurus (Btau4.6  y  UMD3.1),  que se creó utilizando tecnologías ahora

obsoletas  y  se  ve  obstaculizado  por  una  variedad  de  deficiencias  e

imprecisiones. Sin embargo,  Rosen et al.  (2020) presentaron  una versión

nueva de la secuencia genómica de referencia,  ARS-UCD1.2, más precisa y

unificada  para  facilitar  la  transferencia  e  interpretación  de  los  resultados

obtenidos de las versiones anteriores.  También ampliaron la compatibilidad

con datos basados en ARN para anotaciones que identifican todo el genoma

bovino. Este recurso es valioso a la hora de realizar estudios comparativos

entre  razas  o  poblaciones  de  ganado  con  mayor  solidez  y  certeza.  Esta

secuencia de referencia es de acceso público y está disponible en línea en las

bases de datos de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore?term=ARS-

UCD1.2, actualizado el 21/05/2022).

1.2.2. Genoma   Bos taurus  

La secuenciación del genoma humano (Lander et al., 2001; Venter et

al., 2001) fue un importante hito científico e histórico que abrió el camino

para  la  secuenciación  del  genoma  de  otras  especies  de  mamíferos.  El

elevado  coste  que  suponía  en  aquel  momento  la  secuenciación  de  un

genoma (tres mil millones de dólares el genoma humano; van Dijk et al.,

2014) hizo que únicamente surgiesen proyectos de secuenciación genómica

para  aquellas  especies  ganaderas  con  producciones  de  gran  repercusión

económica que justificasen la inversión del proyecto. Las primeras especies

con un borrador  secuenciado del  genoma fueron la  gallina  (International

Chicken  Genome  Sequencing  Consortium,  2004)  y  la  vaca
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(https://www.hgsc.bcm.edu//other-mammals/bovine-genome-project, Bovine

Genome Sequencing and Analysis Consortium et al., 2009), ambos en el año

2004. El proyecto genoma bovino contó con la participación de más de 300

investigadores provenientes de 25 países y un presupuesto que superó los

50 millones de dólares (Llambí-Dellacasa y Arruga-Laviña, 2018).  En este

proyecto, se ha  utilizado toda la plataforma de conocimiento y tecnología

derivados de la secuenciación del genoma humano con el fin de obtener la

secuencia completa de un prototipo del genoma bovino, además de describir

el contenido de GC e identificar genes individuales y secuencias que regulan

la recombinación genética. Para cumplir con dichos objetivos, se utilizaron

diferentes estrategias metodológicas con las cuales se obtuvieron bloques de

grandes secuencias del genoma, que fueron ensamblados, para, finalmente,

proponer un borrador primario del genoma en cuestión. 

En los bovinos se conocen más de 700 razas con una alta variabilidad

genética  distribuidas  alrededor  del  planeta  (Llambí-Dellacasa  y  Arruga-

Laviña, 2018).  Las razas bovinas actuales pertenecen a las razas vacunas

originales  Bos taurus indicus,  de origen asiático,  o  Bos taurus taurus,  de

origen europeo. Las diferencias existentes entre las distintas especies son

tanto fenotípicas como genotípicas. La especie Bos taurus indicus incluye los

bovinos con giba pertenecientes al grupo conocido como cebuínos, mientras

que los bovinos Bos taurus taurus no presentan giba. A nivel genético, una

diferencia cariológica entre las dos especies se encuentra en el cromosoma

Y: en Bos taurus indicus este cromosoma es acrocéntrico, mientras que en

Bos  taurus  taurus es  submetacéntrico  (Llambí-Dellacasa y  Arruga-Laviña,

2018). Las principales razas productoras de leche (Holando, Jersey, Ayrshire

y Pardo Suizo) pertenecen al grupo Bos taurus taurus.

El  genoma  Bos  taurus se  estima  en  30.396  genes  totales  (21.039

proteínas codificantes) y está constituido por 29 pares de autosomas y un
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par  de  cromosomas  sexuales  (NCBI:  National  Center  for  Biotechnology

Information:  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=txid9913[orgn],

actualizado en 21/05/2022). El primer borrador de la secuencia del genoma

bovino fue publicado en el año 2009 en la revista Science y generado a partir

de una vaca de la raza Hereford (L1  DOMINETTE 01449), mientras que la

base  de  datos  para  SNP  (siglas  en  inglés,  polimorfismos  de  nucleótido

simple)  ha sido generada a partir  de seis razas diferentes de  Bos taurus

taurus: Holando, Angus, Jersey, Limousin Rojo Noruego, Ayrshire, y una Bos

indicus  indicus:  Brahman (Bovine  Genome  Sequencing  and  Analysis

Consortium et al., 2009).

1.2.3. Análisis  genético  y  genotipado  para  la  identificación  de  

variantes  alélicas  asociadas  a  enfermedades  de  herencia  

mendeliana

1.2.3.1. Mutaciones casuales en las especies domésticas

El uso de  las herramientas  de secuenciación del genoma bovino ha

revolucionado  la  detección  de  mutaciones  causales  en  las  especies

domésticas. En la figura 2, obtenida de la revisión bibliográfica realizada por

Nicholas y Hobbs (2014), se puede observar el rápido incremento producido

en la detección de mutaciones causales en las especies domésticas a partir

del año 2005, coincidiendo con la aparición de los primeros chips de SNP en

pollo  (International  Chicken  Polymorphism Map  Consortium,  2004),  perro

(Lindblad-Toh et al., 2005), gato (Pontius et al., 2007), vaca (Charlier et al.,

2008), caballo (Wade et al., 2009) y cerdo (Amaral et al., 2009).
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Figura 2. Cronología de la detección de mutaciones causales de caracteres de herencia

mendeliana en las especies domésticas hasta el año 2012 (Tomado de Nicholas y Hobbs,

2014).

1.2.3.2. Mutaciones casuales de herencia mendeliana asociadas 

a fertilidad y producción en el ganado bovino

A partir del 2008, surgieron los chips de SNP de alta densidad para el

genotipado de las razas bovinas (Angus, Pardo Suizo,  Gelbvieh,  Holando,

Jersey, Limousin, Angus Rojo, Simmental y Wagyu). De ellos son los de la

plataforma  comercial  Illumina  (Illumina  Inc.,  San  Diego,  CA),  el  ILMN-
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Bovine777K (con 777.962 SNP) que incluye todos los SNP del chip  ILMN-

Bovine50Kv2 (54.609 SNP) y el de baja densidad, el  ILMN-BovineLD (6.909

SNP).  Dado que el  costo de genotipar  un animal  en un chip de más de

50.000  SNP era  demasiado  alto  para  su  uso  masivo  en  la  población,  la

empresa Illumina y USDA-ARS desarrollaron uno de baja densidad con 3.072

SNP, el  ILMN GoldenGate-Bovine3K. Wiggans et al. (2013) informaron una

versión mejorada de genotipado mediante chips de baja densidad de SNP

utilizando el  GeneSeek Genomic Profiler (siglas en inglés: GGP) (GeneSeek,

Lincoln,  NE)  para  ganado  de  leche  que  fue  desarrollado  con,

aproximadamente, 9.000 SNP y se hizo disponible comercialmente en febrero

de 2012. Este chip está basado en el ILMN-BovineLD con 6.909 SNP y 1.745

SNP adicionales para la selección genómica. Los testeos de SNP de un solo

gen fueron incluidos para reducir al mínimo el número de testeos separados

requeridos  para  aquellos  genes,  en  particular  para  los  toros.  Este  chip

sustituyó  al  ILMN GoldenGate-Bovine3K,  que  ha  estado  disponible  desde

octubre de 2011. El genotipado con los chips de SNP, así como la utilización

de diferentes marcadores, en combinación con las estructuras poblacionales

típicas  de  animales  domésticos  permitió  acelerar  la  localización  e

identificación  de  las  mutaciones  causales  en  enfermedades  de  herencia

mendeliana (Charlier et al., 2008).

Las mutaciones han sido asociadas con las variaciones en la fertilidad

de los mamíferos, a pesar de que al principio no se había considerado al

ganado vacuno (Bos taurus). Se encontró una asociación de tres SNP en un

gen  receptor  de  la  hormona  luteinizante/coriogonadotropina.  Cuando  se

evaluó en términos de haplotipos, estos  tres SNP fueron significativamente

asociados con las variaciones en las características de fertilidad y producción,

más  notablemente  en  el  intervalo  entre  partos,  días  al  primer  servicio  e

índice de producción (Hastings et al., 2006).
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Pryce et al. (2010), estudiando las regiones genómicas para explicar

las  variaciones  en  producción  de  leche  y  características  reproductivas,

encontraron 39.048 marcadores SNP asociados a ellos; probaron su efecto

en una población de 780 padres de la raza Holando y lo validaron en la

progenie de 386 toros Holando y 364 toros Jersey. Adicionalmente, varias

regiones nuevas fueron identificadas, incluyendo una característica putativa

cuantitativa para fertilidad en el cromosoma 18.

1.2.3.3. Análisis genéticos de las características de fertilidad 

asociadas a diferentes mutaciones en el ganado bovino

A partir de 2011, se empezaron a incrementar los análisis genéticos de

las  características  de  fertilidad  en  bovinos  asociadas  a  distintos  tipos

mutaciones detectadas mediante las técnicas de secuenciación NGS y análisis

de  asociación  del  genoma  completo  o  GWAS  (del  inglés:  Genome-wide

association study). Los análisis genéticos de la fertilidad en vacas van desde

estudios  de  asociación  del  genoma  completo  (GWAS)  que  identifican

regiones genómicas asociadas con características de fertilidad (Mao et al.,

2020, Rilanto et al., 2020, Cai et al., 2019, Jiang et al., 2019, Minozzi et al.,

2013) hasta la identificación de regiones genómicas que muestran déficit de

homocigosis  debido  a  las  variantes  letales  recesivas,  en  su  mayoría

embrionarias,  con  efectos  en  los  genes  asociados  (Häfliger  et  al.,  2022,

McClure et al., 2014, Fritz et al., 2013, VanRaden et al., 2011b).

VanRaden et al. (2011b) fueron los primeros en proponer examinar los

datos  a  partir  del  genotipado con  el  chip  BovineSNP50 de Illumina, para

identificar las regiones genómicas en animales con déficit de homocigosis. En

su artículo, identificaron y enumeraron cinco haplotipos de los 11 candidatos

con efectos perjudiciales en el desarrollo del feto, y podrían producir aborto y
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muerte  fetal  en  las  tres  razas  de  ganado  lechero,  en  58.453  animales

Holando (HH1, HH3 y HH4), 5.288 Jersey (JH1) y 1.991 Pardo Suizo (BH1)

de la evaluación genómica estadounidense. Los efectos estimados de estos

cinco nuevos haplotipos fueron ligeramente mayores que para los defectos

previamente conocidos CVM y braquiespina. Las frecuencias de portadores

para  estos  cinco haplotipos  oscilaron  entre  el  2  y  el  21  % en  animales

genotipados desde 2008. Se determinó que la frecuencia de portadores fue

mayor a 20 % en el caso de Jersey, del 16 % en Pardo Suizo y de 2,7 a 6,4

% en Holando (VanRaden  et al.  2011b). La clasificación de los haplotipos

está  dada  por  el  número  del  segmento  y  el  haplotipo  dentro  de  dicho

segmento; en el caso de Holando, los tres haplotipos descubiertos son el

133,74 (cromosoma 5),  21,337 (cromosoma 1) y 218,61 (cromosoma 8),

cuyas  frecuencias  de  los  portadores  determinadas  fueron  4,5 (HH1),  4,6

(HH2) y 4,7 % (HH3) con efectos negativos sobre la tasa de concepción en

el orden de -3,1, -3,0 y -3,2 %, respectivamente (VanRaden et al. 2011b).

De los 11 haplotipos calificados como los más detectables e importantes para

investigar usando sólo  información de la base de datos de genotipos,  se

confirmaron grandes efectos dañinos en la tasa de concepción para 5 de los

que usaron la base de datos de fenotipos. Estos  cinco haplotipos tuvieron

efectos sobre la tasa de concepción de -3,0 a -3,7 % en comparación con -

2,9 % para CVM y -2,5 % para braquiespina. Los otros seis que no tuvieron

grandes  efectos  sobre  la  fertilidad  podrían  explicarse  por  casualidad,

problemas  con  el  mapa  de  marcadores,  un  marcador  con  herencia  no

mendeliana (por  ejemplo,  debido a la  variación del  número de copias) o

muertes ocurridas después del nacimiento (como para BLAD).

Weigel  (2011) estimó  el  impacto  de  los  haplotipos  HH1 (con  una

frecuencia de 4,5 %), HH2  (4,6 %)  y HH3  (4,7 %) con efectos negativos

sobre la tasa de no retorno a 60 días (NR60) en el orden de -1,10, -1,70 y -
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3,10 %.  Asimismo, Norman et al. (2012) determinaron que los haplotipos

HH2 y HH3 producen pérdidas embrionarias inmediatamente después de la

concepción,  pero  el  haplotipo HH1 produce pérdidas  a  través  de  toda  la

gestación.

Los haplotipos corresponden a regiones cromosómicas (fragmentos de

ADN con combinaciones determinadas de alelos de genes cercanos y ligados)

que, en la mayoría de los casos, se heredan como bloque y con ellos sus

efectos  en  el  fenotipo  durante  varias  generaciones.  Estas  regiones  se

caracterizan  por  presentar  un  déficit  de  homocigosis,  es  decir,  no  se

encuentran  individuos  vivos  homocigotas  para  este  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 de este (Calderón et al.,

2021).

VanRaden  et  al.  (2012)  realizaron  el  mapeo  fino  del  genoma  de

vacunos  lecheros,  de  las  razas  Holando,  Jersey  y  Pardo  Suizo,  con  la

finalidad  de  localizar  los  haplotipos  con  significancia  esperada  de

homocigotos, pero que no son observables, y determinaron cinco haplotipos

que tienen efectos letales con una reducción de la tasa de concepción en un

rango  de  3,0  a  3,7  %; para  el  caso  del  HH3,  la  pérdida  de  la  tasa  de

concepción ocurre antes de los 60 días, de HH2, antes de los 100 días y de

HH1, a través de toda la gestación.

Larkin  et  al.  (2012)  realizaron  un  análisis  del  genoma  completo

utilizando el chip de BovineSNP50 en dos toros famosos en la historia de la

industria del ganado lechero, Pawnee Farm Arlinda Chief y su hijo Walkway

Chief  Mark,  en  donde  se  detectaron  más  de  1,3  millones  de  SNP  y  se

determinaron  las  frecuencias  alélicas  de  HH1  de  Chief  en  1.149  de  sus
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descendientes.  Once  genes  candidatos  fueron  identificados  con  funciones

relacionadas a producción de leche, fertilidad y resistencia a enfermedades.

Después  de  unos  años,  se  reportaron  los  efectos  de  otros  nuevos

haplotipos  letales  en ganado Holando y  Jersey  (además de  otras  razas),

mientras que algunos se resolvieron a nivel molecular, como HH1 (APAF1,

Adams  et al.,  2016),  HH3 (SMC2,  Daetwyler et  al.,  2014,  McClure et  al.,

2014,  Hayes et  al.,  2013),  HH4 (GART,  Fritz  et  al.,  2013),  HH5 (TFB1M,

Schütz  et  al.,  2016),  HCD  (Charlier,  2016;  Menzi  et  al.,  2016),  CVM

(SLC35A3; Thomsen et al., 2006) y JH1 (CWC15, Sonstegard et al., 2013).

Adams  et  al.  (2016,  2012)  identificaron  la  mutación  APAF1  (factor

activador  de  peptidasa  apoptótica)  dentro  del  HH1,  que  bloquea,

aproximadamente, un tercio de la proteína codificada y causa pérdida fetal y

embrionaria entre los 60 y 200 días de gestación y reducción de la tasa de

concepción en vacas y, por consiguiente, la fertilidad se ve disminuida en los

toros portadores de la raza Holando. Se estimó que esta mutación causó más

de  500.000  abortos  y  una  pérdida  de  420  millones  de  dólares  para  la

industria láctea.

Fritz  et  al.  (2013)  encontraron efectos  recesivos  letales  asociados  a

braquiespina bífida (FANCI), CVM (SLC35A3), HH1 (APAF1), HH3 (SMC2) y

HH4 (GART) que causan muerte embrionaria y disminución de fertilidad en

47.878 Holando, 16.833 Montbélier y 11.466 Normando de la evaluación de

selección genómica francesa. Por otro lado, McClure et al. (2014) estudiaron

los  efectos  de  ciertos  haplotipos,  BH1  en  Pardo  Suizo  y  HH2 y  HH3  en

Holando,  e  identificaron  las  causas  de  las  mutaciones  que  afectan  el

desarrollo embrionario. Daetwyler et al. (2014) analizaron 1.000 genomas de

toros  para identificar  la  mutación  en el  gen  SMC2 caracterizada  por  una

sustitución de timina a citosina en el exón 24 del gen 24 (Daetwyler et al.,

2014, McClure et al., 2014, Hayes  et al., 2013), a la que se le atribuye como
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efecto  negativo  la  pérdida  embrionaria  asociada  al  haplotipo  HH3.  Esta

mutación  puntual  cambia  el  aminoácido  1135  de  fenilalanina  a  serina

(F1135S) y altera la función del dominio NTPasa  de la proteína codificada.

Asimismo,  VanRaden  et  al.  (2012)  reportaron  la  frecuencia  de  vacas

heterocigotas de HH3 (SMC2), que fue de 4,7 %, y la tasa de no retorno a

60  días  (NR60),  de  -3,1  %  para  este  haplotipo.  Häfliger  et  al.  (2022)

confirmaron  la  posición  del  loci  del  haplotipo  HH3  (SMC2)  previamente

identificado por Fritz et al. (2013) y se determinó con una frecuencia baja de

1,3 % en la población Holando suizo. Makanjuola et al.  (2021) encontraron

efectos negativos sobre el número de inseminaciones en novillas dentro de

esta región genómica del HH3 que fueron demostrados en ganado Holando

canadiense. En Alemania, Schütz et al. (2016) detectaron portadores de HH3

y HH4 con una frecuencia  de 5,1  y 4 %, respectivamente.  El  efecto del

haplotipo HH4 (GART) es una reducción del 3,0 % en la tasa de concepción,

teniendo su origen en el toro  Besne Buck, con una prevalencia de 0,70 %

(Cooper  et al., 2014).  Fritz et al. (2013) reportaron frecuencias de 3,6 %

para este haplotipo HH4, asociado a una pérdida en nacimientos en vacas

Holando francés, en donde se observó una reducción de la tasa de parto de -

5,8 % en vaquillonas y -1,74 % en vacas portadoras cuando se aparearon

entre portadores e hijas de portadores de HH4.

Sonstegard  et al.  (2013) identificaron la mutación en el gen  CWC15,

localizada en el cromosoma 15, la cual está asociada con el haplotipo JH1 en

Jersey  y  tiene  efecto  sobre  la  reproducción  con  fertilidad  reducida.  Esta

enfermedad fue reportada por científicos del ARS-USDA de EE. UU. a partir

del  2013  (Sonstegard  et  al., 2013)  y  su  origen  se  rastreó  al  toro

norteamericano  de  élite  Observer  Chocolate  Soldier nacido  en  1962

(VanRaden et al., 2011a). Este toro engendró 1.454 hijas para producción de

leche y, como consecuencia, su impacto se magnificó aún más con 107 hijos
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y 715 nietos utilizados en la inseminación artificial para generar > 50.000

nietas y > 200.000 bisnietas. Como resultado, la frecuencia de heterocigotos

JH1 aumentó rápidamente en el inicio y se ha estabilizado en un 20 a 25 %

desde  1980.  VanRaden  et  al. (2004)  examinaron  52.449  registros  de

fertilidad  de  toros  heterocigotos  JH1  apareados  con  hijas  de  toros

heterocigotos JH1 y encontraron una tasa de éxito de concepción del 33,3 %

frente  al  37,0  % para  290.373  apareamientos  contemporáneos  de  toros

normales con hijas de toros normales. La reducción en la tasa de concepción

de 3,7 % confirmó a JH1 como enfermedad recesiva letal, en concordancia

aproximada con la  reducción esperada de 4,6 %. La tasa de éxito  de la

concepción fue del 36,3 % en 57.523 montas de toros heterocigotos con

hijas de toros normales, con una ligera reducción del 0,7 % potencialmente

causada por madres heterocigotas con herencia materna JH1 (Sonstegard et

al., 2013).

Cole et al. (2016) evaluaron los fenotipos de las evaluaciones genéticas

de  los  Estados  Unidos,  donde  evaluaron  los  efectos  fenotípicos  de  18

haplotipos recesivos en Ayrshire (n = 1), Pardo Suizo (n = 5), Holando (n =

10) y Jersey (n = 2), evaluando la producción de leche, grasa y proteína,

score de células somáticas (SCS), vida productiva (PL), tasa de preñez de las

hijas  (DPR),  tasa  de  concepción  de  las  vaquillonas  (HCR)  y  tasa  de

concepción en vacas (CCR). Muchas asociaciones fueron notadas para los

haplotipos en Holando, producción de leche proteína, SCS, PL y fertilidad

para haplotipo 1 (HH1); proteína, PL, CCR y HCR para haplotipo 2 (HH2);

producción  de  leche,  proteína  y  fertilidad  para  haplotipo  4  (HH4)  y

producción de proteína y DPR para haplotipo 5 (HH5).

Schütz  et  al.  (2016),  trabajando  con  una  población  de  vacunos  en

Alemania,  analizaron  e  identificaron  desórdenes  recesivos  no  conocidos,

asociados  al  HH5  (TFB1M)  y  deficiencia  de  colesterol  (HCD),  quienes
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describen las causas genéticas moleculares que ellas producen. El HH5 es

causado por una eliminación de 138 kbp, que abarca una posición de 93.233

kb  a  93.371  kb  en  el  cromosoma  9,  que  alberga  solo  dimetiladenosina

transferasa 1 (TFB1M). Asimismo se determinó una frecuencia alélica de 2,8

% para HH5 en la población de Holando alemán y 12,5 % de portadores de

HCD entre toros Holando nacidos de 2012 a 2015. En otro estudio, Kipp et

al.  (2015) estimaron una frecuencia de, aproximadamente, 8,7 % de 3.400

terneros Holando alemán que nacieron homocigotos para el  haplotipo  CD

cada año. Sin embargo, en otro estudio, Kipp et al. (2016) informaron una

frecuencia máxima de portadores de 12,25 % en la población de ganado

alemán  durante  2012  que  se  redujo  a  7,87  %  en  2016  debido  a  las

estrategias de detección durante el año. En este estudio, observaron una

pronunciada hipocolesterolemia en terneros afectados de HCD, además de

presentar diarrea severa y que, en general, se morían dentro de los primeros

meses  de  vida.  Algunos  terneros  heterocigotos  de  HCD  mostraron

concentraciones  sanguíneas  de  colesterol  reducidas,  mientras  que,  en

homocigotos recesivos, el nivel de colesterol en sangre y las concentraciones

de  triglicéridos  fueron  prácticamente  cero. Los  valores  de  colesterol  en

sangre de los animales fueron significativamente asociados con el estatus de

portador  indicando  una  herencia  codominante.  La  frecuencia  de  dicho

haplotipo fue estimada en 4,2 %. El origen de esta enfermedad se rastreó

hasta el  toro norteamericano  Maughlin Storm, nacido en 1991 y utilizado

ampliamente en la población Holando en todo el mundo.

Menzi et al. (2016) realizaron secuenciación del genoma completo de

un animal afectado y otro portador de la mutación con pérdida de función en

el gen de la apolipoproteína B (APOB), que es necesaria para el metabolismo

de lípidos-hepático, la biosíntesis de esteroides y la absorción de colesterol

en el intestino delgado. La variante causante de esta enfermedad es una
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inserción  de  1.299  pb  de  un  elemento  transponible  de  repetición  larga

(LTR_ERV2-1) entre los nucleótidos 24 y 25 del exón 5 del gen APOB. Esta

inserción  provoca  un  cambio  de  marco  de  lectura  en  el  gen  APOB,  que

determina  el  truncamiento  del  97  % de  la  proteína  APOB bovina. Estos

hallazgos  fueron  confirmados  de  forma  independiente  por  otros  autores

(Charlier, 2016, Schütz et al., 2016). Charlier (2016) confirmó este resultado,

pero con una estimación diferente del tamaño de la inserción de un elemento

retroviral endógeno bovino en el exón 5 del gen APOB, de una longitud total

de 7,5 kb (BoERV), lo que resulta en una terminación de la transcripción del

gen y pérdida de la función de la proteína, sintetizada solamente en un 3 %

de  su  tamaño  normal. Gross  et  al.  (2016)  analizaron  la  información  y

determinaron que la mutación  APOB afecta la fertilidad, el crecimiento y la

salud de los terneros. En otro estudio (Gross et al., 2019), se encontró que

las bajas concentraciones de colesterol asociadas con la mutación APOB en

los  portadores  heterocigotos  no  se  deben  a  una  deficiencia  primaria  de

colesterol a nivel celular, como sugiere el término «deficiencia de colesterol»,

sino  que  son  consecuencia  de  una  capacidad  reducida  de  transporte  de

colesterol  en  la  circulación.  Estos  autores  sugieren  que,  a  pesar  de  la

presencia  de  la  mutación  APOB,  el  colesterol  no  limita  la  adaptación

metabólica  de  los  animales  ni  el  rendimiento  en  vacas  Holando

heterocigotas.  Häfliger  et  al.  (2022)  demostraron  y  confirmaron  que  el

haplotipo  CDH  está  relacionado  con  una  inserción  retroviral  patógena

endógena en el gen APOB y, por lo tanto, conduce a una malabsorción del

colesterol, lo que provoca un aumento de la mortalidad juvenil (Artesi et al.,

2021,  Kipp  et  al.,  2016,  Menzi  et  al.,  2016,  Schütz  et  al.,  2016).  Otros

estudios  mostraron  que  CDH no  es  una  simple  enfermedad  mendeliana,

porque los animales heterocigotos también pueden mostrar signos clínicos

graves  de  deficiencia  de  colesterol  (Häfliger  et  al.,  2019).  Häfliger  et  al.
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(2022) determinaron un efecto aditivo en animales homocigotos (afectados)

de  CDH  y  recomiendan  tener  en  cuenta  este  modelo  para  futuras

evaluaciones fenotípicas de trastornos recesivos (Reynolds et al., 2021).

La  enfermedad  CVM es  causada,  principalmente,  por  una  mutación

determinante  en  la  proteína  transportadora  de  membrana  UDP-N-acetil

glucosamina  del  gen  SLC35A3 (Thomsen  et  al., 2006)  y  provoca  la

sustitución de valina por  fenilalanina (V180F)  en la  posición 180 (Rusc y

Kaminski, 2007). Esta enfermedad fue reportada por científicos daneses a

partir  del  año 2000 (Agerholm et  al.,  2004, Agerholm et al.,  2001)  y su

origen se rastreó al toro norteamericano de élite Carlin-M Ivanhoe Bell, que

recibió  la  mutación  recesiva  letal  de  la  enfermedad  CVM  de  su  padre

Penstate Ivanhoe Star (Chu et al., 2008, Revell, 2001). Este toro fue utilizado

ampliamente para la cría de ganado lechero a nivel  mundial  durante dos

décadas debido al rendimiento superior de sus hijas en la lactancia (Windsor

y Agerholm, 2009, Agerholm, 2007,  Agerholm et al.,  2004). Los animales

portadores  de  CVM  fueron  identificados  entre  los  toros  utilizados  para

inseminación artificial  con una prevalencia  muy alta  entre 10 y 30 % en

varios países (Citek et al., 2006, Thomsen et al., 2006, Kearney et al., 2005).

Desde entonces,  la  aparición  de  la  enfermedad y  la  identificación de  los

portadores de CVM se ha reportado en otros países del mundo (Chu et al.,

2008,  Rusc  y  Kaminski,  2007,  Berglund et  al.,  2004,  Konersmann et  al.,

2003, Nagahata et al., 2002, Duncan et al., 2001, Revell, 2001).

Hasta hace poco, en Suiza,  Häfliger et al. (2022) exploraron los datos

genómicos y fenotípicos masivos acumulados de la población local de ganado

Holando  suizo  para  identificar  las  regiones  genómicas  que  afectan  la

fertilidad y el éxito de la cría. Aplicaron una combinación de los métodos del

genotipado masivo,  la  secuenciación  del  genoma completo  (WGS)  (o  del

exoma completo) y el análisis de asociación de los fenotipos, en donde se
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detectaron  19  haplotipos  nuevos:  HH18,  HH20,  HH22  al  HH38,  y  cinco

previamente descritos por otros autores HH3 (Wu et al., 2019, McClure et

al., 2014, Sahana et al., 2013,  VanRaden et al., 2011b), HH5 (Fritz et al.,

2018, Schütz et al., 2016), HH13 (Fritz et al. 2013), HH19 (Cole et al., 2018,

Shuster et al., 1992), HH21 (Sahana et al., 2013, VanRaden et al., 2011b).

Se  identificaron  las  variantes  causales  candidatas  para  siete de  estos

haplotipos de Holando mediante secuenciación del genoma completo o del

exoma completo  que  afectan  a  diferentes  genes  de  importancia  para  la

reproducción  y/o el  desarrollo:  APAF1 (HH1),  IFT80 (HH2),  SMC2 (HH3),

GART (HH4),  TFB1M (HH5),  SDE2 (HH6)  y  CENPU  (HH7).  Además,  se

detectaron  cuatro variantes  nuevas  vinculadas  a  diferentes  haplotipos

homocigóticos  deficientes  que  afectan  a  cuatro genes  NOTCH3 (HH21),

RIOX1 (HH25),  KIR2DS1  (HH13)  y  PCDH15 (HH35). Se recomiendan estas

variantes nuevas para ser agregadas al genotipado de ganado lechero. La

variante  KIR2DS1 (HH13) se segrega dentro de la población Holando suizo

con  una  frecuencia  alélica  del  5  % y  muestra  una  desviación  altamente

significativa de HWE (p = 0,0000007) según una prueba de Chi-cuadrado. La

variante NOTCH3 (HH21) ocurre con una frecuencia alélica baja de 0,014 y

nunca se observó en estado homocigoto en ninguno de los 4.000 genomas

bovinos con datos WGS disponibles. Esta variante parece ser muy rara, y

entre los 4.109 animales del proyecto 1.000 Bull Genomes, se encontró solo

en  tres animales  de  diferentes  razas.  La  variante  RIOX1 (HH25)  fue

detectada en un solo animal homocigoto y PCDH15 (HH35) en las tres razas

Holando,  Ayrshire  y  Pardo  Noruego. Se  encontraron  asociaciones

significativas  para:  HH37  con  seis rasgos  diferentes  de  fertilidad  y

nacimiento; HH5 con la tasa de no retorno después de 56 días; HH24 con la

tasa  de  no  retorno  de  novillas;  HH25  con  el  intervalo  parto  a  primera
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inseminación; HH32 con el intervalo primera a última inseminación, y HH32 y

HH30 con una reducción en el peso al nacer, entre otros. Con respecto al

HH3 (publicado  previamente  por  McClure  et  al.,  2014),  se  encontró  una

asociación significativa con la duración de la gestación, que se puede explicar

con  el  ya  conocido  aborto  de  homocigotos  relacionado  con  la  mutación

SMC2. Finalmente,  para  los  otros  dos haplotipos  con  variantes  causales

putativas  conocidas,  HH35  muestra  un  efecto  negativo  para  el  rasgo

relacionado  con  el  nacimiento  (nacidos  vivos),  mientras  que  HH13  está

asociado  con  el  peso  al  nacer,  así  como  el  rasgo  relacionado  con  la

supervivencia P1 (supervivencia desde el día 3 hasta el día 30 de vida). Para

este estudio utilizaron un chip personalizado de Axiom Microarray Genotyping

Technology  de la  plataforma Affymetrix  (Santa Clara,  California,  EE.  UU.)

para ganado Holando suizo con densidades que van desde 3 a 150K SNP.

Las posiciones de los SNP de los haplotipos identificados previamente por los

otros  autores  se  actualizaron  a  partir  de  la  nueva  versión  de  secuencia

completa de referencia para ganado ARS-UCD1.2 (Rosen et al., 2020, NCBI,

ensamblaje de  ARS-UCD1.2, 2018). Además, utilizaron el software Fimpute

v2.2 (Sargolzaei et al., 2014) para imputar los datos con el fin de corregir

genotipos falsos, así como para aumentar los datos de SNP de animales con

genotipos de menor densidad.

La  plataforma  Affymetrix  consiste  en  pequeñas  secuencias  de  ADN

dispuestas puntualmente en el chip, que reconocen los alelos específicos de

un SNP. Los distintos alelos o nucleótidos son detectados por hibridización

diferencial de la muestra de ADN. Por otro lado, la plataforma Illumina utiliza

una tecnología basada en cuentas o beads (esferas que contienen ADN unido

a su superficie) que soportan secuencias de ADN algo más largas que las de

Affymetrix  para  detectar  los  diferentes  alelos  de  un  SNP,  lo  que  provee

mayor  especificidad  a  la  reacción  de  hibridación  (Bush  y  Moore,  2012).

37



Además de la tecnología utilizada, otros parámetros a tener en cuenta son la

cantidad y el origen de los SNP que incluye cada plataforma. Esto puede ser

de relevancia según la población de animales con la que se trabaje.

En  consecuencia,  el  número  de  enfermedades  hereditarias  y

predisposiciones genéticas en las que un ternero podría ser analizado está

aumentando constantemente y,  a su vez,  ha disminuido los costes de la

tecnología  de  secuenciación.  Los  avances  en  el  análisis  de  ADN  con  el

genotipado utilizando chips de SNP integrados a las evaluaciones genéticas

mediante  la  selección  genómica  ayudarán  a  los  médicos  veterinarios  y

ganaderos/criadores a identificar qué animales darán las crías que generarán

un mayor volumen de producción lechera y de carne  a la vez de tener en

cuenta  otras  características  no  deseables  que  afectan  la  producción  y  el

bienestar animal.

1.2.3.4. Enfermedades de herencia mendeliana en el ganado 

bovino

La gran cantidad de información generada por el desarrollo de nuevas

tecnologías en los campos de la genética molecular y la bioinformática, y el

crecimiento  exponencial  de  las  publicaciones  científicas  relacionadas  con

mecanismos  de  herencia,  características  y/o  enfermedades  genéticas  en

especies domésticas ha sido depositada de forma accesible y actualizada en

las bases de datos públicas como el catálogo en línea OMIA. La base de

datos OMIA es una de las herramientas de gran utilidad para las ciencias

veterinarias, la cual fue creada y organizada por el profesor Frank Nicholas y

la profesora asociada Imke Tammen de la Universidad de Sídney, Australia.

La  información  de  OMIA  contiene  información  textual  sobre  trastornos

hereditarios y características con base genética en 346 especies animales y
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referencias,  así  como enlaces  a  registros  relevantes  de  PubMed,  Gene y

dbSNP en  la  base  de  datos  online NCBI,  OMIM  (Online  Mendelian

Inheritance  in  Man,  https://www.omim.org/)  y  Ensembl

(https://www.ensembl.org/index.html).

En genética veterinaria, se denominan mutaciones patogénicas a las

variantes de secuencia que causan enfermedad, las cuales, generalmente, se

encuentran en una frecuencia con un rango del  1 % al  3 % en algunos

rodeos.  Según el catálogo OMIA, en la actualidad se conocen alrededor de

292 enfermedades  genéticas  relacionadas  con  todas  las  especialidades

veterinarias en el ganado bovino, la mayoría de ellas del tipo monogénico. Se

han identificado genes responsables de 199 enfermedades monogénicas con

base genética conocida en bovinos de todas las razas (actualizada a la fecha

31/10/2022), lo que representa que para el 33 % de enfermedades no se ha

demostrado la relación genotipo-fenotipo.

Las  enfermedades  monogénicas  se  heredan  de  forma  mendeliana,

siguiendo diversos patrones hereditarios conocidos: autosómico dominante,

autosómico  recesivo,  ligados  a  los  cromosomas  X  e  Y,  y  errores  de  la

impronta  genética.  Las  enfermedades  monogénicas  conocidas  en  bovinos

son, en su mayoría, causadas por un solo gen autosómico recesivo. Tienen

un origen genético específico de la raza y se transmiten de sus progenitores

heterocigotas  portadores  a  su  descendencia.  La  mayoría  de  estas

enfermedades son causadas por mutaciones localizadas preferentemente en

las  regiones  codificantes  e  intrónicas  adyacentes  de  los  genes,  lo  que

produce alteraciones de la proteína y modifica su función, lo que provoca el

fenotipo patológico.

Para todas las razas bovinas, se han reportado 54 haplotipos recesivos

con déficit de homocigotas; en 25 de ellos se han identificado las mutaciones

asociadas  a  los  genes  responsables  (OMIA,  2010;  actualizado  en
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31/10/2022). Dentro de los 20 haplotipos reportados en la raza Holando se

conocieron  las  bases  genéticas  de  los  genes  responsables  que  están

asociados a 11 haplotipos, en donde se ha observado que esas mutaciones

afectan  el  desempeño  reproductivo  (tabla  1).  En  la  raza  Jersey  se  ha

identificado un gen responsable asociado a uno de los  dos haplotipos que

causa una reducción de fertilidad (JH1,  CWC15).  La denominación de las

siglas  de  los  haplotipos  para  todas  las  razas  bovinas  fue  realizada  por

VanRaden et al. (2011b), en este caso, Holando, donde la primera H significa

la  raza y  la segunda,  haplotipo,  seguido de un número secuencial  (HH1,

HH2, HH3, etc.). Estos haplotipos recesivos letales están muy bien detallados

en el catálogo OMIA.

La  presente  tesis  se  enfocará,  principalmente,  en  las  mutaciones

previamente identificadas que están asociadas a HH1  (APAF1, c.1702C > T,

Adams et al., 2016), HH3 (SMC2, c.3404T > C,  McClure et al., 2014), HH4

(GART, c.869A > C, Fritz et al., 2013), JH1 (CWC15, c.163C>T, Sonstegard et

al.,  2013),  CVM (HHC,  SLC35A3, c.538G > T,  Thomsen et al.,  2006) y CD

(HCD, BoERVK_LTR_APOB, Charlier, 2016).
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Tabla 1. Principales enfermedades monogénicas de la raza Holando con la abreviatura,  la

identificación de OMIA, el ancestro en común, el tipo de mutación, la posición genómica y

cromosómica.  
ENFERMEDAD
MONOGÉNICA

ABREVIATURA ID OMIA MODO DE
HERENCIA

ANCESTRO
COMÚN

GEN/CROMOSOMA POSICIÓNa TIPO DE MUTACIÓN

Deficiencia en 
la Adhesión 
Leucocitaria 
Bovina

HHB (BLAD) 000595-
9913

autosómica 
recesiva

Osborndale 
Ivanhoe

ITGB2 (Integrin Beta 2, 
también llamado CD18). 
BTA1

144,770,078 Mutación puntual no sinónima 
de Adenina a Guanina (A/G), 
c.383A > G (Shuster et al., 1992)

Malformación 
Vertebral 
Compleja

HHC (CVM) 001340-
9913

autosómica 
recesiva

Carlin-M 
Ivanhoe, 
Penstate 
Ivanhoe

SLC35A3 [Solute Carrier 
Family 35 (UDP-N-
acetylglucosamine 
transporter), member 3]. 
BTA3

43,261,945 Mutación puntual no sinónima 
de Guanina por Timina (G/T), 
c.538G > T (Thomsen et al. 2006)

Deficiencia de 
Colesterol

HCD (CD) 001965-
9913

autosómica 
codominante

Maughlin 
Storm

APOB (Apoliprotein B). 
BTA11

77,891,733 Inserción larga de ERV 
(BoERVK_LTR_APOB) (Chariler, 
2016; Menzi et al., 2016)

Deficiencia de 
Uridina 
Monofosfato 
Sintasa

HHD (DUMPS) 000262-
9913

autosómica 
recesiva

Happy Herd
Beautician

UMPS (Uridine 
Monophosphate 
Synthetase). BTA1

69,151,931 Mutación puntual sin sentido de 
Citosina por Timina (C/T), 
c.1213C > T (Schwenger et al. 
1993)

Braquiespina HH0 (BY) 000151-
9913

autosómica 
recesiva

Sweet 
Haven 
Tradition, 
Bis-May 
Tradition 
Cleitus, 
Rothrock 
Tradition 
Leadman

FANCI (Fanconi anemia 
complementation group 
I). BTA21

21,184,869–
21,188,198

Deleción de 3,3 Kb (Charlier et 
al., 2012)

Haplotipo 
Holando con 
déficit de 
homocigota 1

HH1 000001-
9913

autosómica 
recesiva

Pawnee 
Farm 
Arlinda 
Chief (Chief)

APAF1 (apoptotic 
protease activating
factor 1). BTA5

62,810,245 Mutación puntual sin sentido de 
Citosina por Timina [C/T), 
c.1702C > T (Adams et al., 2016)

Haplotipo 
Holando con 
déficit de 
homocigota 2

HH2 001823-
9913

autosómica 
recesiva

IFT80 (intraflagellar 
transport 80). BTA1

107,172,616 Deleción de una Timina (T), 
c.747delT (Yang et al., 2021)

Haplotipo 
Holando con 
déficit de 
homocigota 3

HH3 001824-
9913

autosómica 
recesiva

Glendell 
Arlinda 
Chief, Gray 
View 
Skyline, 
Oman

SMC2 (Structural 
Maintenance of 
Chromosomes 2). BTA8

93,753,358 Mutación puntual no sinónima 
de Timina por Citosina (T/C), 
c.3404T > C (Fritz et al., 2013; 
McClure et al., 2014)

Haplotipo 
Holando con 
déficit de 
homocigota 4

HH4 001826-
9913

autosómica 
recesiva

Besne Buck GART (glycinamide 
ribonucleotide 
transformylase). BTA1

1,997,582 Mutación puntual no sinónima 
de Adenina por Citosina (A/C), 
c.869A > C (Fritz et al., 2013)

Haplotipo 
Holando con 
déficit de 
homocigota 5

HH5 001941-
9913

autosómica 
recesiva

Thornlea 
Texal 
Supreme

TFB1M (transcription 
factor B1 mitochondrial). 
BTA9

93,223,651–
93,370,998

Deleción de 139 Kb (Schütz et al.,
2016)

Haplotipo 
Holando con 
deficit de 
homocigota 6

HH6 002149-
9913

autosómica 
recesiva

Mountain SDE2 [telomere 
maintenance homolog 
(S. pombe)]. BTA16

29,020,700 Mutación puntual start-lost de 
Timina por Citosina, c.2T > C 
(Fritz et al., 2018)

Haplotipo 
Holando con 
déficit de 
homocigota 7

HH7 001830-
9913

autosómica 
recesiva

CENPU (centromere 
protein U). BTA27

15,123,636 Deleción en la posición +3 a + 6 
bp después del sitio donador 
splicing, 
c.15123637_15123640delTTACT 
(Hozé et al., 2019)

Haplotipo 
Holando con 
déficit de 
homocigota 13

HH13 001836-
9913

autosómica 
recesiva

KIR2DS1 (killer cell 
immunoglobulin-like 
receptor, two domains, 
short cytoplasmic tail, 1).
BTA18

Mutación puntual sin sentido de 
C/T, c.475C>T (Häfliger et al. 
2022)

Haplotipo 
Holando con 
déficit de 
homocigota 21

HH21 001908-
9913

autosómica 
recesiva

NOTCH3 (neurogenic 
locus notch homolog 
protein 3). BTA7

Deleción de 3 pb, 
c.129_131delTTG (Häfliger et al. 
2022)

Haplotipo 
Holando con 
déficit de 
homocigota 25

HH25 002547-
9913

autosómica 
recesiva

RIOX1 (ribosomal 
oxygenase 1). BTA10

deleción de 30 pb, c.396_425del 
(Häfliger et al. 2022)

Haplotipo 
Holando con 
déficit de 
homocigota 35

HH35 002548-
9913

autosómica 
recesiva

PCDH15 (protocadherin-
related 15). BTA26

Mutación puntual no sniónima 
de C/G, c.2599C>G (Häfliger et 
al. 2022)
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1.2.4. Metodologías de diagnóstico genético   para el control de  

enfermedades hereditarias en ganado bovino

La identificación de bovinos portadores de enfermedades hereditarias

es esencial para controlar las variantes alélicas potencialmente letales en el

ganado y  se puede realizar  con  la  ausencia  de  haplotipos  homocigóticos

(VanRaden  et  al.,  2011b). Las  metodologías  que  se  utilizan  para  el

diagnóstico genético de enfermedades hereditarias son muy variadas, lo que

permite  desde  el  estudio  de  cromosomas  mediante  estudio  citogenético

(cariotipo) (Gustavsson y Rockborn, 1964) e hibridación in situ fluorescente

(FISH) (Baumann et al., 1980)  hasta el análisis del cambio de una o más

bases  nucleotídicas  de  la  secuencia  de  ADN  (Li  et  al.,  2013).  El  que se

aplique  un  método  u  otro  dependerá  del  tipo  de  mutación  y  de  las

características del gen en estudio. Actualmente, la secuenciación del ADN es

la técnica más utilizada para el análisis directo y se considera el método de

referencia. Las técnicas de secuenciación han avanzado espectacularmente

durante los últimos 20 años. Aunque existen distintas estrategias, la mayoría

de los laboratorios utilizan la  secuenciación basada en el  método Sanger

(Sanger et al., 1977).

A continuación, se describen brevemente las metodologías de análisis

directo de la PCR en tiempo real con análisis HRM y melting, basadas en el

análisis específico de la secuencia de nucleótidos de un gen para confirmar,

identificar o descartar una mutación patogénica asociada a enfermedades

hereditarias en bovinos.
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1.2.4.1 Análisis de PCR-HRM

El análisis de las curvas de disociación de alta resolución (HRM, por

sus siglas en inglés) es un método simple y económico en tubos cerrados

para analizar los fragmentos de ADN amplificados por PCR (Wittwer et al.,

2003)  en  presencia  de  un  intercalante  fluorescente  que  permite  un

monitoreo continuo en cada ciclo de amplificación. Dicha metodología está

basada en el comportamiento de la curva de disociación de la muestra de

ADN  (Reed  et  al.,  2007)  mediante  el  registro  de  la  disminución  de  la

fluorescencia durante la desnaturalización de doble (dsDNA, por sus siglas en

inglés) a simple cadena (ssDNA, por sus siglas en inglés) al aumentar la

temperatura (Bass et al., 2007). Esto se visualiza en una curva de disociación

de alta resolución HRM característica (figura 3).

Figura 3. El colorante fluorescente se une al  dsDNA, cuando la temperatura aumenta el

ADN se desnaturaliza en  ssDNA dando como resultado una liberación del colorante. Esto

puede  ser  visualizado  midiendo  la  emisión  de  fluorescencia,  que  genera  una  curva  de

disociación (tomado del  manual  Sample & Assay Technologies, Rotor  Gene Q, QIAGEN;

www.qiagen.com).
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1.2.4.2. Análisis de PCR-melting

El análisis de la curva de  melting se obtiene por la derivación de la

curva de desnaturalización (fluorescencia vs. temperatura), que también se

genera a partir de los datos sin procesar del análisis HRM, donde durante el

calentamiento  hay  un  aumento  de  la  absorbancia,  la  intensidad  y  la

hipercromía. La forma de esta curva se relaciona con el contenido de bases

GC y el tamaño del fragmento de los amplicones. El valor de temperatura a

la  que se desnaturaliza  el  50  % del  ADNg se denomina temperatura de

disociación (Tm) (Chien et al., 1976). La gran mayoría de los termocicladores

de PCR en tiempo real están programados para interpretar los resultados

mediante  gráficos  con  la  derivada  de  la  fluorescencia  en  función  de  la

temperatura (ordenadas) vs. la temperatura (abscisas). Lo que se observa es

un pico máximo correspondiente a la Tm para cada una de las muestras. El

gráfico de las curvas de fusión de derivadas negativas (-dF/dT) representa la

tasa de cambio de fluorescencia durante el proceso de disociación del ADNg

y permite identificar el valor de Tm a través de los picos de temperatura

(Ansevin et al., 1976).

1.2.4.3. Ventajas y aplicaciones de la metodología PCR-

HRM/melting

Sus principales ventajas en comparación con los métodos basados en

gel incluyen el ahorro en costos, mano de obra mínima y menor tiempo, así

como la disminución del riesgo de contaminación de la reacción PCR. Esto

último se debe a que el análisis HRM no requiere una manipulación de la

muestra posterior a la PCR, como la digestión con enzimas de restricción o la

visualización  en  geles  (Tindall  et  al.,  2009).  Sin  embargo,  se  requieren

44



muestras limpias con concentraciones iguales de ADN entre sí y con bajo

contenido de GC (Garritano et al., 2009). Su sensibilidad y especificidad es

alta cuando los productos de PCR son menores de 400 pb de longitud (Reed

et al., 2007). Los cambios generales en la intensidad de la fluorescencia son

pequeños y deben monitorearse de manera eficiente sobre una rampa de

temperatura  estrictamente  controlada.  Por  lo  tanto,  es  necesario  utilizar

instrumentación específicamente diseñada para análisis de disociación de alta

resolución para garantizar la máxima sensibilidad y especificidad (Herrmann

et al., 2006). White y Potts (2006) investigaron los sistemas de instrumentos

desarrollados disponibles en la  actualidad específicamente para el  análisis

HRM.

Existen estudios que sugieren que HRM tiene alta sensibilidad para la

detección de mutaciones que es comparable o superior a las técnicas de

escaneo actualmente disponibles (Wittwer et al., 2004). HRM se ha utilizado

ampliamente para screening (o detección) de mutaciones y genotipado tanto

para salud humana (Vorkas et al., 2010, Vossen et al., 2009, Hung et al.,

2008, Montgomery et al., 2004) como animal y, en particular, en bovinos

(Federici et al., 2018, Gabor et al., 2012a y 2012b, Santos et al., 2012).

1.3. CARACTERIZACIÓN Y JUSTIFICACIÓN DEL PROBLEMA

Como se ha mencionado con anterioridad, la producción lechera del

ganado Holando se ha visto enfocando sus esfuerzos a favor de unos pocos

caracteres  productivos;  especialmente  con  las  tecnologías  reproductivas

mejoradas que surgieron en el  siglo pasado, el  intercambio genómico en

todo el mundo aumentó y condujo al uso de un número limitado de toros

destacados  a  través  de  la  inseminación  artificial.  Esto  ha  tenido  la

desafortunada consecuencia de reducir la diversidad genética de la raza y la
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aparición  de  las  variantes  recesivas  con  aumentos  de  los  niveles  de

homocigosis que están asociadas a problemas reproductivos. En los últimos

años, se ha observado que la consanguinidad ha aumentado después de la

implementación de la selección genómica.

Actualmente,  se está  considerando la  importancia  del  conocimiento

sobre las variantes alélicas recesivas, por sus efectos sobre la fertilidad, ya

que se han detectado variantes haplotípicas que, sin llegar  a ser  letales,

causan una reducción en la tasa de concepción y un aumento de los costos

por el atraso en la ciclicidad posparto y las dificultades que se generan por

no obtener suficientes terneros para realizar una reposición adecuada de las

vacas.

Existe  un  creciente  interés  en  la  rápida  identificación  de  animales

portadores de haplotipos y alelos recesivos utilizando chips de SNP en los

rodeos  lecheros  como control  para  prevención  y  monitoreo  de  los  alelos

recesivos  en  relación  con  las  técnicas  moleculares,  como  el  PCR  y  sus

variantes, dada la gran cantidad de información aportada por los chips, por

la  reciente  actualización  de  las  herramientas  del  ensamblado  de  las

secuencias genómicas de referencia del NCI_ARS-UCD1.2, la alta precisión

en el genotipado de SNP vinculados a enfermedades monogénicas y la actual

tendencia a la disminución de los costos por animal.

Se debe tener en cuenta que en la presente tesis se ha trabajado,

principalmente, con las mutaciones que afectan CVM y CD porque, en este

momento,  no  estaban incluidas,  pero  sí  tenían  costo  extra,  en  los  chips

comerciales internacionales como GeneSeek de 50K (versión del año 2019).

Tampoco estaban incluidas en el panel irlandés IDB de 60K, pero sí para

CVM, aunque también con costo extra. En el caso de los haplotipos HH1,

HH3 y  HH4,  están  incorporados  junto  a  los  caracteres  productivos  en  la

mayoría de todos los tipos de chips, aunque, recientemente, surgieron otras
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nuevas  variantes  haplotípicas  recesivas  con  base  genética  conocida.  Sin

embargo, se van incorporando en las nuevas versiones de los chips, los que

se pueden aplicar en los estudios poblacionales de mejoramiento y a nivel

comercial en la erradicación de estos haplotipos recesivos y mantener bajo

control  las  frecuencias  de  los  alelos  recesivos  asociados  a  problemas

reproductivos/productivos.

Esta propuesta de investigación generará información crítica para que

los  productores  puedan  tomar  decisiones  informadas  al  momento  de

inseminar  las vacas de sus rodeos, realizando apareamientos selectivos y

eligiendo el  toro idóneo que más se adecúe a la realidad genética de su

establecimiento.  Esto  permitiría  mejorar,  en  parte,  la  performance

reproductiva de sus vacas, lo que disminuiría los sacrificios del  ganado y

aumentaría  la  rentabilidad  de  la  empresa.  Para  el  caso  de  las  variantes

alélicas,  CVM  y  CD,  se  optimizarán  dos  técnicas  de  genotipado  para

identificar animales portadores y, por otro lado, se evaluará el impacto en el

desempeño reproductivo de las vacas Holando y cruzas Holando con Jersey

mediante genotipado con un chip comercial con la actualización de los 2.500

SNP. Esto contribuirá a un mejor conocimiento de los factores genéticos que

puedan estar  impactando en la  fertilidad de  las  poblaciones  Holando del

Uruguay.
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2. HIPÓTESIS

2.1. HIPÓTESIS I

La mutación causal de  CVM (c.538G >T  SLC35A3) está presente en

bovinos Holando del Uruguay, lo que afecta su desempeño reproductivo, y se

puede detectar mediante la técnica de real time-PCR/HRM.

2.2. HIPÓTESIS II

La  mutación  causal  de  CD (inserto  mutante  BoERVK_APOB)  está

presente  en  bovinos  Holando  del  Uruguay,  lo  que  afecta  su  desempeño

reproductivo,  y  se  puede  detectar  mediante  la  técnica  de  real  time

PCR/melting.

2.3. HIPÓTESIS III

Los haplotipos causantes de abortos HH1, HH3, HH4, CVM y JH1 están

presentes en bovinos Holando y cruzas Holando con Jersey del Uruguay, lo

que afecta su desempeño reproductivo, y el análisis del catálogo de padres

actualizado de la evaluación genética lechera de Uruguay y el genotipado

mediante chip de SNP permiten identificarlos.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GENERALES

En  la  presente  tesis  se  pretende  detectar,  mediante  distintas

estrategias  de  genotipado,  la  presencia  de variantes  alélicas  y haplotipos

recesivos asociados a abortos y mortalidad de terneros en ganado lechero

(CVM, CD,  HH1,  HH3,  HH4 y JH1),  estimar sus frecuencias y evaluar  su

impacto en el desempeño reproductivo de vacas Holando y cruzas Holando

con  Jersey  pertenecientes  a  predios  comerciales  y  experimentales  del

Uruguay.

3.1.1.  Objetivos   específicos  

3.1.1.1. Experimento I

OE1 (a): Optimizar la técnica de real time-PCR/HRM para la detección de la

mutación causal de CVM (c.538G >T SLC35A3).

OE1 (b): Estimar la  frecuencia alélica y prevalencia de portadores del SNP

c.538G >T  SLC35A3 en vacas Holando de rodeos comerciales de distintas

regiones del país.

 

3.1.1.2. Experimento II

OE2 (a): Optimizar la técnica de real time-PCR/melting para la detección de

la mutación causal de CD (inserto mutante BoERVK_APOB).
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OE2  (b):  Estimar  la  frecuencia  alélica  y  prevalencia  de  la  inserción

BoERVK_APOB en vacas Holando de rodeos comerciales de distintas regiones

del país.

3.1.1.3. Experimento III

OE3 (a): identificar toros con información genética para los haplotipos HH1,

HH3  y  HH4,  que  están  asociados  con  una  baja  eficiencia  reproductiva

mediante  análisis  del  catálogo  de  padres  Holando 2021  de  la  evaluación

genética lechera de Uruguay.

OE3 (b): Determinar la presencia de las variantes alélicas de HH1, HH3, HH4,

JH1 y CVM con el chip bovino GeneTitan® de 2.500 SNP de plataforma

Affymetrix, estimar  sus  frecuencias  prediales  y  evaluar  su  impacto  en  la

fertilidad de las vacas Holando y cruzas Holando con Jersey pertenecientes a

un tambo del campo experimental de la Facultad de Veterinaria.
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4.1. RESUMEN

El objetivo de este estudio fue optimizar e implementar un screening

molecular confiable y económico para la detección del alelo mutante de CVM

(malformación vertebral compleja; c.559G>T; SLC35A3) mediante el análisis

HRM, así como analizar su presencia en una muestra representativa de vacas

Holando del Banco de ADN Genómico Lechero de Uruguay. La optimización

de la metodología HRM en el equipo RotorGene™ 6000 (Corbett Life Science,

Australia) mediante la amplificación de los productos PCR de 79 pb permitió

diferenciar claramente los dos genotipos, homocigota, tipo silvestre: GG, y

heterocigota, portadora para la mutación de CVM: GT (c.559G>T; SLC35A3).

Se  encontró  que  la  frecuencia  del  alelo  mutante  (T)  para  CVM en  esta

muestra  analizada  fue  alta,  de  q =  0.032,  y  la  prevalencia  de  vacas

portadoras,  6.45%. Se  concluye  que el  análisis  PCR-HRM es  una  técnica

rápida, fácilmente interpretable, de bajo costo y altamente precisa para la

detección  de  esta  mutación  en  bovinos  Holando,  el  cual  podría  ser

implementado en programas de selección genética.

Palabras clave: Holando, CVM, curvas de disociación de alta resolución.

4.2. SUMMARY

The objective of this study was the optimization and implementation

of a reliable and economical molecular screening method for the detection of

the  mutant  allele  of  CVM  (complex  vertebral  malformation,  c.559G>T,

SLC35A3)  by  HRM  analysis,  as  well  as  analyzing  its  existence  in  a

representative sample of Holstein cows from the Milk Genomic DNA Bank of

Uruguay. The optimization of the HRM methodology in the RotorGene™ 6000
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equipment (Corbett Life Science, Australia) by amplification of the 79 bp PCR

products clearly differentiated the two genotypes: homozygous, wild type:

GG;  and  heterozygous,  carrier  for  the  mutation  CVM:  GT  (c.559G>T;

SLC35A3). In the analyzed sample, the frequency of the mutant allele (T) for

CVM was high (q = 0.032), with a prevalence of carrier cows of 6.45%. It is

concluded that the PCR-HRM analysis is a fast, easily interpretable, low cost,

and highly accurate technique for the detection of this mutation in Holstein

cattle, which may be implemented in genetic selection programs.

Keywords: CVM; high-resolution dissociation curve; Holstein.

4.3. INTRODUCTION

Complex  vertebral  malformation  (CVM,  OMIA  001340-9913)  is  a

recessive  autosomal  disease  that  causes  miscarriages  and  perinatal

problems. The single site mutation causing this disease is a substitution of

Guanine (G) by Thymine (T) in the position 559 of exon 4 of gene SCL35A3

(c.559G>T;  Thomsen  et  al., 2006),  which  plays  an  essential  role  in  the

development  of  the  axial  skeleton.  This  gene  codes  the  UDP-

Nacetylglucosamine transporter, and the mutation replaces a valine with a

phenylalanine (V180F) at position 180 (Rusc and Kaminski, 2007). Thereof,

the  defective  transporter  molecule  leads  to  vertebral  malformations

(Thomsen et al., 2006). VanRaden et al. (2011) confirmed that this mutation

is located in position 43.412.427 bp of chromosome 3.

This  disease  was  reported  by  Danish  scientists  as  from  2000

(Agerholm  et al.,  2001; 2004), and its origin could be traced to the elite

American  bull  Carlin-M  Ivanhoe  Bell,  who  received  the  lethal  recessive

mutation of the CVM disease from his father, Penstate Ivanhoe Star (Revell,
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2001; Chu et al., 2008). Due to the superior performance of his daughters at

lactation, this bull was worldwide widely used for the raising of dairy cattle

(Agerholm,  2007;  Windsor  and  Agerholm,  2009;  Agerholm  et  al.,  2004).

Among the bulls used for artificial insemination, CVM carrier animals were

identified  with  a  very  high  prevalence  (10-30  %)  in  several  countries

(Kearney et al., 2005; Citek et al., 2006; Thomsen et al., 2006). Since then,

the disease and several CVM carriers have been identified in other countries

(Revell, 2001; Duncan  et al., 2001; Nagahata  et al., 2002; Konersmann et

al., 2003; Berglund et al., 2004; Rusc and Kaminski, 2007; Chu et al., 2008).

The  high  resolution  melting  curves  analysis  (HRM)  is  a  simple  an

economic  method,  performed  in  closed  tubes,  for  the  analysis  of  PCR

products (Wittwer et al., 2003). This method is based in the melting behavior

of  PCR  products  (Reed  et  al.,  2007).  It  shows  a  high  sensitivity  and

specificity with PCR products smaller than 400 bp long (Reed et al., 2007).

HRM has been widely used for genotyping and screening of mutations, both

in humans (Montgomery et al., 2004; Hung et al., 2008; Vossen et al., 2009;

Vorkas  et al., 2010) and animal health, particularly in cattle (Gabor  et al.,

2012a and 2012b; Santos et al., 2012; Federici et al., 2018).  

In  Uruguay,  the disease  has  not  been diagnosed,  and the  mutant

allele has not been reported in the general cattle herd. Hence, the purpose

of this study consisted in the optimization and implementation of a reliable

and economic molecular screening method for detection of the mutant CVM

allele  (c.559G>T;  SLC35A3)  by  HRM  analysis,  as  well  as  analyzing  its

presence in a representative sample of Holstein cows of the Milk Genomic

DNA Bank of Uruguay.
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4.4. MATERIALS AND METHODS

4.4.1. Samples and reference material

The  analyzed  cattle  consisted  in  a  representative  sample  of  279

second-lactation Holstein cows of 6 commercial dairy farms from different

regions of Uruguay. The DNA of these samples is stored in the Milk Genomic

DNA Bank of Uruguay of the Biotechnology Unit of the INIA Las Brujas as

reference  material  for  future  investigation  projects  (INMLUdelaR-INIA

agreement).

4.4.2. DNA extraction, concentration and quality

Genomic  DNA extraction and purification  from fresh blood samples

was performed in 2008 in the Laboratory of Nuclear Techniques (Faculty of

Veterinary, UdelaR) according to the salting-out and proteinase K digestion

protocol described by Miller  et al.  (1988). DNA concentration was assessed

with  nanodrop  at  260  nm  (NanoDrop  8000 spectrophotometer,  Thermo

Scientific), and DNA quality was assessed by means of the OD260/OD280

relationship, between 1.8 and 2.0.

4.4.3. Optimization of genotyping by real-time PCR-HRM and data 

analysis

In order to identify the mutant allele of the CVM disease (c.559G>T;

SLC35A3),  optimization  of  genotyping  was  performed  by  real-time  PCR

applying  HRM in  the  RotorGene™  6000  (Corbett  Life  Science,  Australia)

equipment. 79 bp PCR products were amplified with the primers described by
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ZhiLing et al. (2015). PCR reactions were carried out on a final volume of 25

μl  with  50  ng  of  genomic  DNA,  1X  HRMPCR  Master  Mix  (kit  Type-it®

HRMPCR, QIAGEN, Hilden, Germany), and 0.7 μ of each primer (forward and

reverse). The cycling program consisted in an initial denaturation of 10 min

at 95ºC, 40 cycles of 5 s at 95ºC, 25 s at 60ºC and 20 s at 72ºC, and two

holds  of  10  s  at  95ºC  and  1  min  at  45ºC,  respectively.  The  annealing

temperatura was adjusted to 60ºC with the activation of the fluorescence

data in the green channel (excitation: 470 nm; detection: 510 nm). The HRM

phase was adjusted with 0.1 ºC increments, with a 2 s retention in each

increment from 74.5 to 84.5ºC, with the acquisition of the fluorescence data

in  the  green  channel  of  HRM (excitation:  460  nm;  detection:  510  nm).

Analyses of the HRM curve were performed with the  Rotor-Gene Q  vers.

2.3.1  (Build  49)  software  and  the provided  HRM  algorithm.  The

predetermined  normalization  regions  for the  CVM  single  site  mutation

(c.559G>T;  SLC35A3) were applied. HRM data were viewed as normalized

HRM  curves  and  normalized  difference  graphs  for  the  GG  genotypes

(homozygous,  wild  type)  and  GT  (homozygous,  carrier  of  the  mutation).

Genotypes of unknown samples were automatically assigned by the  Rotor-

Gene  HRM software. The confidence threshold for accepting the genotype

assigned by the software was 90%. In addition,  in  order  to  confirm the

precision of genotypes by HRM, 25 DNA samples were selected at random

and send to the Instituto de Genética Veterinaria of the Universidad Nacional

de la Plata (IGEVET-CONICET, UNLP, La Plata, Argentina) to be genotyped

with  the  low  density  panel  microarray  ArBos1  50K  of  the  Affymetryx

platform. Allelic and genotypic frequencies were calculated by direct counting

according to the method of Nei (1989).
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4.5. RESULTS AND DISCUSSION

Figures  1 and  2 show  the  results  of  the  HRM analysis  of  gene

SLC35A3.  The  Rotor-Gene  HRM  software  automatically  assigned  the

genotypes for the mutant CVM allele (c.559G>T; SLC35A3) according to the

differences in the pattern of the melting curve and the melting temperature

(Tm)  of  heterozygous  and  wild  type  homozygous.  Figure  1 shows  the

different  patterns  of  the  single  site  mutation  G  for  T,  showing  the  two

genotypes. Violet curves correspond to the wild type homozygous, and the

green one to the heterozygous for the mutation (that is, a normal G allele,

and  a  mutated  T  allele).  The  HRM  methodology  permitted  to  clearly

differentiate  the  two  genotypes  of  the  mutant  CVM  allele  (c.559G>T;

SLC35A3).  Figure 2 shows the difference curves obtained with the HRM

analysis; these curves can be differentiated by comparing the shape of the

difference curves based in the genotypes with those of the CVM (c.559G>T;

SLC35A3) carriers, which are taken as reference, clearly identifying the two

genotypes:  wild  type  homozygous  (GG,  violet),  and  heterozygous  CVM

carriers  (GT, green).  Figure 3 shows the melting curves of  the negative

derivatives (- dF/dT) generated from unprocessed data of the HRM analysis.

The peak values were 78.75°C for allele G, and 77.05 °C for allele T. The

melting curves  of  the  negative derivatives  (-  dF/dT)  of  the heterozygous

genotype were identified by peaks with a value of 78.75 °C (Figure 3).
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Figure 1. Graph with the normalization of the high resolution melting pattern: normalized

denaturation curves obtained with the HRM analysis.  Y-axis:  normalized fluorescence; X-

axis: temperature (ºC). The graph shows three genetic materials of each genotype.

Figure 2. Graph of differences between genotypes: difference curves obtained with the

HRM analysis. Y-axis: normalized fluorescence; X-axis: temperature (ºC). The graph shows

three genetic materials of each genotype.
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Figure 3. Negative derivative of the fluorescence melting curves at temperature (- dF/dT)

for the homozygous wild type (GG) and heterozygous (GT) genotypes. The graph shows the

material of three heterozygous (GT) and six homozygous (GG) genotypes.

The  HRM  analysis  has  the  disadvantage  of  its  sensitivity  to  the

residues of  different DNA extraction methods, which may lead to melting

curves with subtle differences that, in some cases, may cause an increase in

the number of false positives (White and Potts, 2006). This was seen in the 6

groups from different  dairy  farms,  maybe due to the fact  that  DNA was

extracted by different  operators  or  laboratories.  Nevertheless,  low quality

samples can be easily identified and excluded from subsequent analyses if

the PCR reaction is  subjected to real  time monitoring. Hence, for a HRM

reaction, it is necessary to use the same bleeding (for fresh or coagulated

blood) and DNA extraction procedures for all the samples.

The comparisons of the shapes and difference graphs of the melting

curves  of  negative  derivatives  (-  dT/dF)  allowed  the  detection  of  two

different CVM genotypes. CVM carriers (GT genotypes) were detected by two

peaks for each G and T allele (78.75 and 77.05°C respectively). In Gabor et

al. (2012a), the melting point of the CVM carriers was lower than that of
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non-carrier  animals  (78.15  °C  and  79.42  °C,  respectively).  HRM analysis

permits to detect single base variations by comparing the melting curves of

PCR products with the selection curve of a reference or control sample. The

main advantages of HRM analysis when compared with gel-based methods

are its lower cost, minimal labor, lesser time, and reduction of the risk of

contamination of the PCR reaction, the latter due to the fact  that,  unlike

digestion with restriction enzymes or gel visualization, in HRM analysis it is

not necessary to manipulate the sample after PCR (Tindall et al., 2009).

This study optimized the HRM analysis protocol as a simple, fast, and

reliable genotyping method for CVM disease in Holstein cattle. The first step

consisted in finding the control simples for the CVM mutation in the SLC35A3

gene. A preliminary HRM analysis with 25 DNA samples detected 3 control

samples carriers of the mutation for the corresponding gene. As there were

no CVM positive controls (sick homozygous), we used the ArBos1 genotyping

service for identification and isolation of control samples carriers of the CVM

mutation, these samples with known genotypes were used as controls for the

HRM analysis. The need of using an alternative genotyping method before

HRM is one of the main limitations of the PCR-HRM technique. In addition,

primers were selected from those amplicons with the smallest posible size.

For this study we used the primers used in ZhiLing et al. (2015) for real-time

PCR with TaqMan probes: the 79 bp long amplicon amplified for the HRM

analysis described in this study. The GC content of the forward and reverse

primers used in this study ranged between 40 and 60 %; this was a proper

content  (45.5  and  47.8  %,  respectively),  as  neither  non-specific

amplifications nor primer dimers were observed; thus validating the primer

design of ZhiLing et al. (2015) for HRM analysis. The reduction of amplicon

size increases the difference of the signal emitted at a given temperature

between two sequences differing in just one nucleotide position. Genotypic
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differences are more clearly visible with smaller amplicons (Gundry  et al.,

2003). Heterozygotes can be identified by a modification in the shape of the

melting  curve,  while  homozygotes  are  identified  by a  modification in  the

melting temperature (Tm) (Liew et al., 2004).

Both  the  3  DNAs  of  the  heterozygous  genotype  (carrier  of  the

mutation) and the 22 DNAs of the wild type homozygous genotype were

confirmed by genotyping with the ArBos1 50K SNP panel; these were used

as controls for carriers of the mutant allele for assignation of genotypes in

HRM analyses with the Rotor-Gene Q program. Both the genotyping data of

ArBos1 and the HRM analyses of the SLC35A3 gene confirmed the assigned

genotype  for  all  samples.  The  single  site  mutation  of  gene  SLC35A3

influences the melting pattern (Tm) of PCR products, generating different

high  resolution  melting  curves  that  permit  genotype  differentiation  and

identification by HRM analysis.

In 18 cows of the analyzed sample, it was detected a mutant CVM

allele (T) (c.559G>T;  SLC35A3), with a confidence interval greater than 90

%.  These  results  obtained  are  shown  in  Table  1.  As  a  first  report  for

molecular diagnosis of CVM, this study found a high frequency (q = 0.032) of

the mutant CVM allele (c.559G>T; SLC35A3) in the analyzed sample, with a

prevalence of 6.45 % of carrier  cows. Both the frequency of the mutant

allele  and the  prevalence  of  CVM carriers  of  this  study  were  high  when

compared  with  those  of  the  cows  of  Turkey  (q  =  0.01  and  3.4%,

respectively,  Meydan  et  al.,  2010).  Nevertheless,  the prevalence was low

when compared with other countries, such as Denmark (31.0%, Thomsen et

al.,  2006),  Poland  (24.8%,  Rusc  and  Kaminski,  2007),  Japan  (32.5%,

Nagahata  et  al.,  2002),  Sweden  (23.0%,  Berglund  et  al.,  2004),  and

Germany  (13.2%,  Konersmann  et  al.,  2003).  The  reason  for  these

differences may be due to the fact that there are samples from different
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populations, that is, cattle from different regions, although it may also be

influenced  by  the  use,  over  time,  of  semen  from  bulls  carriers  of  the

mutation. Approximately since the turn of the century, most countries have

developed improvement programs to decrease the frequency of CVM carriers

in the cattle population (Rusc and Kaminski, 2007). Nevertheless, In Japan,

Ghanem et al. (2008) found 26 CVM carriers in 200 Holstein cows (13.0%).

Hence, the frequency of CVM carriers seems to continue to be high in some

Holstein populations.

Table 1. Number of carriers, distributions of mutant allele frequency, and prevalence of 

complex vertebral malformation carriers in the six sampled farms of different regions of 

Uruguay.

Farm Sample size
(call rate
>0.90)

Number
of

carriers

Prevalence of
carriers (%)

Mutant allele
frequency (q)

“A” 56 7 12.5 0,063
“V” 63 7 11.11 0,056
"L" 63 1 1.59 0,008
"G" 16 2 12.5 0,063
"M" 28 0 0 0,000
"B" 53 1 1.89 0,009

TOTAL 279 18 6.45 0,032

In this study, the first report on CVM in Uruguay, it was possible to 

clearly identify two different genotypes for the CVM mutation (c.559G>T; 

SLC35A3) with the PCR-HRM procedure, thus validating it for genotyping in 

cattle.
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4.6. CONCLUSIONS

The  PCR-HRM  analysis  here  in  described  provides  an  alternative

approach for genotyping of mutant alleles in cattle. The HRM application is a

fast,  easily  interpretable,  low-cost,  and  highly  precise  procedure  for  the

detection of the mutant allele (T) of gene SLC35A3, allowing the genotyping

of great volumes of cattle for the CVM disease. The high prevalence of CVM

carriers observed in the reference population of Uruguayan Holstein cattle

justifies the need of implementing strategies for a gradual elimination of the

mutant disease in dairy herd.
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5. OPTIMIZATION  OF  REAL-TIME  PCR-MELTING  FOR

DETECTION  OF  THE  CHOLESTEROL-DEFICIENCY MUTATION

IN HOLSTEIN FRIESIAN CATTLE
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5.1. RESUMEN

El objetivo de este estudio fue optimizar un análisis por real time PCR-

Melting para la detección confiable y económica del inserto mutante de 7.5

Kb del elemento transponible bovino  BoERVK  en el exón 5 del gen de la

Apolipoproteína B (APOB), determinante de la deficiencia de colesterol (CD,

OMIA  001965-9913).  Asimismo,  aplicando  esta  técnica  se  realizó  un
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screening  molecular  preliminar  para  determinar  la  presencia  de  esta

mutación en una muestra de ADN de vacas Holando pertenecientes a seis

tambos  comerciales  de  diferentes  regiones  del  Uruguay.  A  partir  de  la

amplificación de los productos de  PCR de 170 y 146 pb se logró distinguir

claramente dos genotipos: homocigota (tipo silvestre  wt/wt) y heterocigota

(portador  de  la  mutación  CD:  MUT/wt). El  genotipo  homocigota  para  la

mutación  asociada  con  la  deficiencia  de  colesterol  no  fue  detectado.  Se

concluye  que  el  análisis  real  time  PCR-Melting es  una  técnica  rápida,

fácilmente interpretable, de bajo costo y altamente precisa para la detección

de  esta  mutación,  el  cual  puede  ser  implementado  en  programas  de

selección genética para evitar la propagación de la enfermedad en bovinos

Holando de Uruguay.

Palabras clave: Curvas de disociación; deficiencia de colesterol; Holando.

5.2. SUMMARY

The purpose of this study was to optimize a real-time PCR-melting

analysis for reliable and economical detection of the 7.5 Kb mutant insert of

the BoERVK bovine transposable element in exon 5 of the Apolipoprotein B

(APOB) gene, which causes cholesterol deficiency -CD- (OMIA 001965-9913).

This technique was also used to perform a preliminary molecular screening

to detect this mutation in a DNA sample of Holstein Friesian cows (HFc) of

six commercial dairy farms from different regions of Uruguay. By amplifying

the 170 and 146 bp PCR products, two genotypes were clearly identified:

homozygote (wild type wt/wt) and heterozygote (carrier of the CD mutation:

MUT/wt). The  homozygous  wt/wt genotype  was  detected  in  the

representative  sample  of  103  HFc. It  is  concluded  that  Real-Time  PCR-
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melting analysis is a fast, easily interpretable, low cost, and highly accurate

technique for detecting this mutation, which can be implemented in genetic

selection programs to prevent the spread of the disease in HFc.

Key words: Cholesterol deficiency; Holstein Friesian; real-time PCR-melting.

5.3. INTRODUCTION

Cholesterol deficiency -CD-  (OMIA 001965-9913) [19] is caused by a

loss-of-function  mutation  in  the  Apolipoprotein  B  (APOB)  gene,  which  is

necessary  for  liver  lipid  metabolism,  steroid  biosynthesis,  and  cholesterol

absorption in the small intestine [17]. The  APOB mutation influences cattle

(Bos taurus) fertility, growth, and health [9]. CD disease is usually confused

with other types of neonatal diarrhea [14]. The economic impact of  CD  is

very  important.  A  study  in  Germany  calculated  that  3,400  recessive

homozygous calves were born per year, resulting in an annual economic loss

of approximately € 1.3 million [13].  Furthermore, in the United States of

America (USA), annual losses due to that disease were calculated at USA$

1.7  million  [3].  In  addition  to  severe  diarrhea,  affected  calves  have

hypocholesterolemia and usually die within the first weeks (wk) to 6 months

(mon)  of  life  [14].  Some  heterozygous  calves  showed  reduced  blood

cholesterol  concentrations,  whereas  in  recessive  homozygous  blood

cholesterol levels and triglyceride concentrations were virtually zero [9, 14,

21].  Gross  et  al. [8] found that low cholesterol  concentrations associated

with the APOB mutation in carriers are not due to primary CD at the cellular

level, as the term “CD” suggests, but a consequence of decreased cholesterol

transport capacity in blood. These authors suggest that, despite the presence

of  the  APOB mutation, cholesterol  does not limit  metabolic  adaptation or
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yield in heterozygous Holstein Friesian cows (HFc) [8].  The origin of  this

disease was traced to the American sire Maughlin Storm, born in 1991 and

widely used in the HF population worldwide [14, 23].

This disease is caused by a 1,299 base pairs (bp) insertion of a long

transposable element (LTR_ERV2-1) between nucleotides 24 and 25 of exon

5 of the APOB gene [17]. This insertion causes a shift in the reading frame of

the  APOB gene that leads to the truncation of 97% of the bovine  APOB

protein [17]. These findings were independently confirmed by other authors

[4, 22]. This result was confirmed by Charlier [4], albeit he estimated the

size of the insertion of the bovine endogenous retroviral element in exon 5 of

the  APOB gene in 7.5 Kb (BoERV); this leads to transcriptional termination

and loss of protein function. Due to this, the protein was synthetized to only

3% of its normal size.

Although  molecular  methods  such  as  Polymerase  Chain  Reaction

(PCR)  and  its  variants  are  currently  applied  to  diagnose  the  CD-causing

mutation [5, 12, 17, 22], there are no published studies in Uruguay on the

application of these techniques for the accurate and effective detection of

these transposable elements. The design of molecular diagnostic strategies

for this mutation would be important for this Country, in order to achieve

immediate  results  regarding  the  control  of  this  disease,  since  Briano-

Rodriguez  et  al. [2]  reported a  prevalence of  CD carriers  of  2.61% in  a

population sample of HF calves using the GeneSeek Genomic Profiler -GGP-

Bovine  50K  genotyping  panel.  Hence,  the  purpose  of  this  study  was  to

optimize  and  implement  a  reliable  and  economical  molecular  screening

procedure for the detection of the 7.5 Kb  mutant insert (BoERVK) of the

APOB gene through real-time PCR analysis with melting curve analysis (real-

time PCR-melting), as well as to obtain preliminary results on its presence in
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a representative sample of HFc from the Dairy Cattle deoxyribonucleic acid

(DNA) Genomic Bank of Uruguay.

5.4. MATERIALS AND METHODS

5.4.1. DNA   samples and reference population  

It worked with a representative sample of 103 second lactation HFc of

six  commercial  dairy  farms  from  different  Regions  of  Uruguay.  Genomic

deoxyribonucleic acid  (gDNA) from these samples was stored in the Dairy

Cattle DNA Genomic Bank of the Biotechnology Unit (INIA Las Brujas) as

reference material for research projects (INML-UdelaR-INIA agreement). The

extraction of these gDNA samples was initially performed from fresh blood

samples  at  the  Nuclear  Techniques  Laboratory  (Facultad  de  Veterinaria,

UdelaR) in 2008 using a digestion procedure with proteinase K and salting-

out [18].

For  optimization  of  the  real-time  PCR-melting,  two  gDNA  samples

were used as reference controls  for  comparison with  the patterns of  the

melting curves to be analyzed. These control samples corresponded to: (1)

gDNA of a bull (ALTALeap 011HO12336) diagnosed as a carrier of the  CD

mutation,  and (2)  gDNA of  a  bull  (ALTABolero 011HO11572)  free  of  the

disease;  both  from  AltaGenetics company  (Montevideo,  Uruguay).  These

gDNA samples were extracted from semen with the QIAamp DNA mini kit,

according to the manufacturer's protocol #2.

gDNA was quantified  in  the NanoDrop equipment  (NanoDrop 8000

Spectrophotometer,  Thermo  Fisher  Scientific,  USA),  obtaining  a  range

between 1.8 and 2.0 for the  OD260/OD280 ratio. The quality of the gDNA
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samples was assessed by 1% agarose gel electrophoresis in TBE 0.5X buffer

[7].

5.4.2. Optimization of the genotyping of the   BoERVK_APOB     

insertion with real-time PCR-melting

Real-time  PCR  reactions  were  performed  in  a  RotorGene™  6000

(Corbett Life Science, Australia) on a final volume of 25 microlitters (l) per

sample containing 50 nanograms (ng) of genomic DNA, 1X NZY qPCR Green

Master Mix (NZYTech Genes & Enzymes, Portugal), and 0.5 micro Mol (M)

of each primer. A combination of three allele-specific primers designed by

Charlier  et al. [5] was used. This combination of primers discriminates the

wild type from the mutated sequence and corresponds to a forward primer

(F1: 5’ AAG GAG GCT GCA AAG CCA CCT AG 3’) and two reverse primers

(mutant R1: 5’ CCT TTG TCA CGA GTG GAA TGC CT 3’; and R2: 5’ CCT CTT

GAT GTT GAG GAT GTG TT 3’).

Dip tubes without gDNA were used as a negative control to identify

the possible contamination of reagents and the possible formation of primer

dimers in each PCR reaction mix.

The cycling program consisted of a 5 minutes (min) pre-hold at 95ºC;

and 40 cycles of 45 seconds (s) at 95ºC, 40s at 55ºC, and 40s at 72ºC; with

a 5 min stop-hold at 72°C. The annealing temperature was adjusted to 55°C,

with activation of fluorescence data in the green channel (excitation 470;

detection 510 nanometers -nm-). The melting peak was adjusted using 1ºC

increments with a 5s retention for each increase from 75 to 95ºC. Melting

curve analyses were performed with the Rotor-Gene Q Series Software 2.3.1

(Build 49) of the RotorGene™ 6000 thermal cycler.
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Electrophoresis  was  performed  on  a  3% agarose  gel  in  0.5X  TBE

buffer [7] in order to assess primer function and specificity; upon completion

of the PCR reaction, the PCR products had the expected fragment size. The

expected fragment  sizes  for  each  amplicon  are 170 bp for  the wild-type

allele, and 146 bp and 120 bp for mutant alleles A and B, respectively.    

5.4.3. Confirmation  of  results  by  sequencing  and  multiple  

sequence alignment

To confirm the sequence identity of the amplicons identified by real-

time PCR-melting, 23 PCR samples were selected and sent for sequencing

(Humanizing Genomics Macrogen, Seoul, Korea). Sequencing was performed

using  the  primers  of  Charlier  et  al.  [5].  The  obtained  sequences  were

analyzed by  multiple  alignment  with  a  reference  sequence  for  the  APOB

bovine gene (GeneID 494004, GenBank), using BioEdit free software [11].

5.5. RESULTS AND DISCUSSION

The Fig. 1 shows the denaturation curve (-dF/dT vs. temperature) of

the amplicons obtained by real-time PCR for the BoERVK_APOB insertion in

the analyzed genetic materials of each genotype. A peak was observed at

86.8°C  for  the  homozygous  wild  type  (wt/wt),  and  at  88°C  for  the

heterozygous control, carrier of the CD mutation (MUT/wt). The homozygous

wt/wt genotype was detected in the representative sample of 103 HFc.

Specialized real-time PCR thermal cyclers,  such as the RotorGene™

6000 used in this study was programmed to produce the melting curve after

the amplification cycles have been completed. As the temperature increases,

the  double-stranded  gDNA  denatures  to  single-stranded  gDNA,  and  the
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fluorophore molecules that had intercalated within the double-stranded gDNA

at the end of amplification begin  to separate from it  as the temperature

increases,  leading  to  a  decrease  in  fluorescence.  The  melting  curve  is

obtained  by  derivation  of  the  denaturation  curve  (fluorescence  vs.

temperature),  which  shows  an  increase  in  absorbance,  intensity,  and

hyperchromicity during heating. The shape of this curve is related to the

guanine-cytosine (GC) base content and the fragment size of the amplicons.

The temperature value at which 50% of the gDNA is denatured is called

melting  temperature  (Tm)  [6].  The  Rotor-Gene  Q  Series  Software  2.3.1

(Build 49) plots the derivative of fluorescence as a function of fluorescence

(ordinates)  vs.  temperature  (abscissae).  In  the  plot,  it  can  be  seen  a

maximum peak  corresponding  to  the  Tm for  each  of  the  samples.  The

negative derivative plot  of melting curves (-dF/dT) represents the rate of

fluorescence  change  during  the  gDNA  melting  process  and  allows  the

identification of the Tm value by means of the temperature peaks [1].

For the samples analyzed in this work, the observation of a single

temperature  peak  in  the  melting  curve  of  each  sample  confirmed  the

specificity of the primers chosen to amplify the 146 bp mutant allele with a

peak at 88°C, and the 170 bp wild type at 86.8°C. In this study, the primers

of the mutant and wild type alleles had a GC content between 40 and 60%,

which  was  an  adequate  one  (43.48  and  56.52%,  respectively)  since  no

nonspecific amplifications or primer dimers were observed in the negative

reaction control.  Differences in  the biological  origin of  the gDNA samples

(blood vs. semen, in this case) caused the use of different DNA extraction

protocols. This means that there may be differences in the chemical solutions

used  during  the  extraction  process  for  each  protocol,  as  well  as  in  the

contaminating residues that could remain in the final gDNA solution. Since

real-time  PCR  equipment  is  highly  sensitive  to  these  differences  in  the
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conditions of the gDNA samples, differences could potentially be observed in

the melting curves of amplicons that,  despite having the same genotype,

could be detected as different because their gDNA was extracted following

different protocols [24].

However, in this work, it  was not detected any effect of the gDNA

extraction procedure on the melting dynamics of the amplicons, since the

melting peak pattern (-dF/dT) of the disease-free control bull matched that

of wild-type homozygous cows (Fig. 1). Furthermore, at the end of the PCR

reaction, i.e.,  when the reaction reached the plateau phase, an inflection

point was observed in the denaturation curve of the amplified product of the

heterozygous control bull when compared with the curves of the disease-free

control  bull  and  wild  type  homozygous  cows.  Obtaining  small  amplicons

increases the difference in the signals at a given temperature between two

sequences  differing in their  nucleotide position from the start  site  of  the

BoERVK insertion element. Differences between genotypes are more clearly

visible  when  amplicons  are  smaller  in  size  [10].  The  temperature  and

fluorescence  resolution  of  the  RotorGene™ 6000  equipment  used  in  this

study demonstrated the accuracy of the melting curves and their ability to

differentiate different genotypes. Therefore, the primer design of Charlier et

al. [5]  was  validated  for  the  detection  of  the  7.5  Kb  CD mutant  insert

(BoERVK)  in  exon 5  of  the  APOB gene by real-time PCR-melting  on  the

RotorGene™ 6000.  

By  analyzing  the  electropherogram and  multiple  alignments  of  the

sequences  obtained  with  the  reference  sequence,  the  location  of  the

insertion start point was determined at position 468 (26593) of the  APOB-

UP1-F1 sequence of the HF bull control carrier of the CD mutation (MUT/wt

or indel_BoERVK_APOB) after the GTTCCTGAAGG fragment on the left and

before  CAAGCAAGTTC,  as  reported  by  Charlier  et  al. [5].  The  mutant
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BoERVK APOB insert was not found in the sequences of HFc and, therefore,

those DNA samples corresponded to cows free of the CD disease and with a

wild-type homozygous genotype (wt/wt, Fig. 2).

Figure 1. Negative derivative of the fluorescence melting curves at temperature

(-dF/dT) for wild-type homozygous wt/wt and heterozygous MUT/wt genotypes.

The  graph  shows  the  genetic  materials  of  each  genotype.  Four  homozygous  wt/wt

genotypes (four cows free of the disease -green curve-) were observed. Two controls were

used, one heterozygous MUT/wt genotype (bull carrier of the CD mutation -red curve-) and

one homozygous wt/wt genotype (bull free of the disease -black curve-).

Figure  2. Electropherogram of  the  forward  sequence  (APOB-UP1-F1)  of  a  CD

disease-free cow showing the absent insertion start site.  
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Based on these results, no cows carrying the CD mutation were found

in the six dairy farms sampled from different regions of Uruguay. However,

as reported by Briano-Rodriguez  et  al. [2]  a prevalence of  2.61% of  CD

carriers  was  found  in  a  population  sample  of  HF  calves  from  different

Regions of Uruguay. These results were similar to those observed for India

(1.67%, [15]) and the USA (2.6%, [3]), but lower than those reported for

other Countries. For example, in Germany, Kipp  et al. [13] calculated the

frequency  of  HF  calves  born  homozygous  for  the  CD haplotype  in

approximately 8.7% of 3,400 calves born each year. However, Kipp  et al.

[14]  reported  a  maximum  carrier  frequency  of  12.25%  in  the  German

livestock population in 2012, which was reduced to 7.87% in 2016 due to the

genetic identification strategies applied. In another study in Germany, Schütz

et al. [22] found 12.5% of carriers among HF bulls born between 2012 and

2015.  Kamiñski  and  Ruoeæ  [12]  reported  a  much  higher  CD carrier

frequency (33.33%) in Polish HFc. In Chinese HFc, a carrier prevalence of

5.07  and  1.11%  was  found  for  bulls  and  cows,  respectively  [16].

Pozovnikova  et  al. [20] reported  CD carrier  frequencies in two groups of

Russian HFc, where 23.26% were found in the offspring born between 2016

and 2019 of CD carrier cows, and 8.09% in the offspring born between 2010

and 2017 of CD carrier bulls.

Therefore,  before  taking  mating  decisions  (to  produce disease-free

calves), it is recommended to perform strict monitoring and control by means

of testing for the detection of the CD mutation, thus preventing the spread of

this  disease  in  Uruguayan  dairy  farms.  It  is  also  recommended  the

introduction  of  disease-free  bulls  into  the  HF  genetic  improvement  and

semen production programs.
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In  this  study,  real-time  PCR-melting  made  possible  the  clear

identification of two different genotypes, wild type homozygote  wt/wt; and

carrier  MUT/wt (or  InDel_BoERVK_APOB),  for  the  CD mutation  using  CD

disease-free controls and confirmed carriers for the  CD disease mutation,

validating the use of this technique for genotyping of Hfc.

5.6. CONCLUSIONS

The  real-time  PCR-melting  analysis  herein  described  provides  an

alternative approach for genotyping of mutant alleles in cattle. Real-time PCR

testing with the melting application is a fast, easily interpretable, low cost,

and highly accurate technique for the detection of the BoERVK mutant insert

of the APOB gene, allowing the genotyping of great volumes of HFc for the

CD disease.
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monogénicas en bovinos Holando.  Biotecnología.  Revista INIA Uruguay,

Junio 2022, no.69, p.47-50. (Revista INIA; 69). 

PDF:

http://www.inia.uy/Publicaciones/Documentos%20compartidos/Revista-INIA-

69-Junio-2022-12.pdf 

Ficha del artículo: 

http://www.inia.uy/Publicaciones/Paginas/publicacionAINFO-63384.aspx 

6.1. INTRODUCCIÓN

El diagnóstico genético consiste en analizar el material genético (ADN)

obtenido de una muestra del bovino (sangre, semen y otros) con el fin de

detectar las variantes de secuencia del ADN asociadas a una enfermedad. El

ADN está conformado por un código de 4 letras: adenina (A), citosina (C),

guanina (G) y timina (T) que lleva toda la información que el  organismo

necesita  para  su  desarrollo.  Se  encuentra  repartido  en  los  diferentes

cromosomas  e  incluye  a  los  genes  y  secuencias  asociadas,  que  son

necesarios para el desarrollo y diferenciación celular de los órganos y tejidos,

así como para su correcto funcionamiento. El genoma de un mamífero tiene

varios miles de millones de bases y contiene alrededor de 30 mil genes.

En genética veterinaria se denominan mutaciones patogénicas a las

variantes de secuencia que causan enfermedad, las cuales generalmente se

encuentran  en  una  frecuencia  con  un  rango  del  1% al  3% en  algunos

rodeos. Hasta el día de hoy se han identificado genes responsables de 192

enfermedades monogénicas con mutaciones conocidas en bovinos de todas

las  razas  (OMIA,  https://www.omia.org/home/).  Las  enfermedades

hereditarias conocidas en bovinos son en la mayoría causadas por un solo

gen autosómico recesivo (monogénico). Tienen un origen genético específico
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de la raza y se transmiten de sus progenitores heterocigotas portadores a su

descendencia. Cuando apareamos un toro padre (portador) con un vientre o

vaquillona (portadoras),  es decir  ambos portadores (heterocigotas para la

enfermedad o mutación), se obtiene una progenie con el siguiente resultado

promedio: un 25% con el defecto genético (homocigota recesivo o afectado),

un 50% serán “portadores nuevos” y un 25% estará libre del gen recesivo.

Las metodologías que se utilizan para el diagnóstico genético son muy

variadas, permitiendo desde el estudio de cromosomas hasta el análisis del

cambio de una o más bases nucleotídicas de la secuencia de ADN. Para las

enfermedades  monogénicas  el  diagnóstico  genético-molecular  se  puede

realizar  mediante  dos  aproximaciones:  1)  análisis  directo,  y  2)  análisis

indirecto.

1.-  Análisis  directo:  Tiene  por  objetivo  identificar  o  descartar  una

mutación patogénica en un determinado gen. Se basa en el análisis

específico de la secuencia de nucleótidos de un gen para determinar si

es  normal  o  mutada.  Existen  dos  tipos  de  análisis  directo:  1)

confirmación de una variante de secuencia conocida (genotipado), y

2)  análisis  completo  de  la  secuencia  codificadora  de  un  gen

(secuenciación).

2.- Análisis indirecto: Dentro de este, el análisis de ligamiento, que fue

el  primer  tipo  de  diagnóstico  genético-molecular,  es  ampliamente

usado para el estudio de las enfermedades hereditarias. Se trata de

un  estudio  genético  familiar  que  se  basa  en  el  análisis  de  los

haplotipos y marcadores genéticos (por ejemplo, microsatélites). Solo

se aplica a los casos de familias con diagnóstico clínico certero de la

enfermedad.
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6.2. APLICACIONES DE DIAGNÓSTICO GENÉTICO-MOLECULAR

Las principales aplicaciones clínicas de diagnóstico genético-molecular

que se han optimizado en el laboratorio de la Unidad de Biotecnología de

INIA junto con el equipo de la Unidad de Genética y Mejora Animal de la

Facultad de Veterinaria y DILAVE Treinta y Tres son:

1.-  el  diagnóstico  presintomático  mediante  PCR  con  análisis  de

restricción  de  los  fragmentos  de  longitud  polimórfica  (PCR-RFLPs),

PCR en tiempo real con análisis de las curvas de fusión (PCR-Melting)

y  con  la  aplicación  de  curvas  de  alta  resolución  (PCR-HRM)  y

confirmación  mediante  secuenciación  para  detectar  las  diferentes

mutaciones  que  causan  enfermedades  monogénicas  en  bovinos

Holando;

2.- la confirmación diagnóstica para casos sospechosos; y

3.-  el  estudio  de  los  portadores  para  descartar  el  riesgo de  tener

descendencia afectada por alguna enfermedad hereditaria.

El objetivo de este artículo es informar y resaltar la importancia del

diseño de estrategias de diagnóstico genético-molecular de las enfermedades

hereditarias en nuestro país con resultados inmediatos, así como también

ayudar  a  los  criadores  y  productores  lecheros  a  erradicar  los  animales

portadores. En un reporte reciente de nuestro grupo de trabajo (Briano  et

al.,  2021)  se  detectó  la  presencia  del  alelo  mutante  de  las  principales

enfermedades monogénicas en una muestra poblacional de terneros Holando

utilizando un panel de genotipado comercial disponible a nivel internacional

(GeneSeek® Genomic Profiler™ Bovine 50K BeadChip). 
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Cuadro 1 - Principales enfermedades monogénicas y prevalencia de portadores en bovinos

Holando.

ENFERMEDAD
MONOGÉNIC

A

ABREVIATUR
A

ID
OMIA

MODO DE
HERENCIA

ANCESTRO
COMÚN

GEN/
CROMOSOMA

TIPO DE MUTACIÓN SÍNTOMAS CLÍNICOS
SIMBOLOGÍ

A EN
CATÁLOGOS

EXISTENCIA
DE

ENFERMEDA
D EN

URUGUAY
(PREVALENCI

A DE
PORTADORES

, %)1

MÉTODO DE
DIAGNÓSTIC
O GENÉTICO-
MOLECULAR

Deficiencia en
la Adhesión 
Leucocitaria 
Bovina

BLAD 000595
-9913

autosómica 
recesiva

Osborndal
e Ivanhoe

ITGB2 (Integrin 
Beta 2, también 
llamado CD18). 
BTA1

puntual, cambio de 
Adenina a Guanina 
[A/G] (Shuster et 
al., 1992)

Bajas defensas 
inmunitarias. Fiebre 
alta. Diarrea crónica. 
Enteritis. Neumonías. 
Gingivitis. Infecciones 
bacterianas 
recurrentes. Mueren a 
los 2-8 meses de 
nacidos.

BL: 
Portador; TL:
Libre de 
enfermedad

SI (1.04%)1

PCR-RFLPs; 
PCR-HRM; 
Secuenciació
n (Branda-
Sica et al., 
2016; 2018; 
Federici et al.,
2018)

Malformación
Vertebral 
Compleja

CVM
001340
-9913

autosómica 
recesiva

Carlin-M 
Ivanhoe, 
Penstate 
Ivanhoe

SLC35A3[Solute 
Carrier Family 35 
(UDP-N-
acetylglucosamin
e transporter), 
member 3]. BTA3

puntual, transición 
de Guanina por 
Timina [G/T] 
(Thomsen et al. 
2006).

Malformación vertebral
y de extremidades. 
Retraso en crecimiento.
Artrogriposis. 
Malformación del trato 
digestivo y corazón. 
Abortos y nacimientos 
prematuros.

CV: 
Portador; 
TV: Libre de 
enfermedad

SI (2.09%)1

PCR-HRM; 
PCR-Melting; 
Secuenciació
n (Branda-
Sica et al., 
2019)

Deficiencia de
Colesterol CD

001965
-9913

autosómica 
codominant
e

Maughlin 
Storm

APOB 
(Apoliprotein B). 
BTA11

Inserción de ~ 7kb 
(BoERVK_LTR_APOB
)  (Chariler et al., 
2017)

Hipocolesterolemia. 
Acumulación lipídica en
vacas portadoras. 
Mueren dentro de 3 
semanas a 6 meses de 
vida.

SI (2.61%)1

PCR-Melting; 
Secuenciació
n (Branda-
Sica et al., 
2022)

Deficiencia de
Uridina 
Monofosfato 
Sintasa

DUMPS
000262
-9913

autosómica 
recesiva

Happy 
Herd 
Beautician

UMPS (Uridine 
Monophosphate 
Synthetase). BTA1

puntual,cambio de 
Citosina por Timina 
[C/T]  (Schwenger 
et al. 1993).

Disminución de la 
fertilidad al aumentar la
tasa de retorno al 
servicio por mortalidad 
embrionaria temprana. 
Disminución de la 
actividad de la enzima 
uridina monofosfato 
sintasa que lleva a la 
muerte embrionaria en 
los primeros dos meses 
de gestación.

DP: 
Portador; 
TD: Libre de 
enfermedad

NO

PCR-RFLPs; 
PCR-HRM 
(Branda-Sica 
et al., 2018, 
Federici et al.,
2018)

Citrulinemia CT
000194
-9913

autosómica 
recesiva

Linmarck 
Kriss King

ASS1 
(Argininosuccinat
e Synthase 1). 
BTA11

puntual,cambio de 
Citosina por Timina 
[C/T] (Dennis et al. 
1989).

Altos niveles de amonio
en el cerebro y 
depresión del sistema 
nervioso. Mueren a las 
1-2 semanas de 
nacidos.

CN: 
Portador; 
TC: Libre de 
enfermedad

NO

PCR-RFLPs, 
PCR-HRM; 
Secuenciació
n (Branda-
Sica et al., 
2016; 2018)

Braquiespina BS 000151
-9913

autosómica 
recesiva

Sweet 
Haven 
Tradition, 
Bis-May 
Tradition 
Cleitus, 
Rothrock 
Tradition 
Leadman

FANCI (Fanconi 
anemia 
complementation
group I). BTA21

deleción de 3,3 Kb  
(Charlier et al., 
2012).

Nacimiento de terneros
muertos con marcadas 
malformaciones: 
retraso del crecimiento,
braquignatismo inferior,
acortamiento de la 
columna y miembros 
desproporcionadament
e largos.

BY o HH0: 
Portador; 
TY: Libre de 
enfermedad

SI (3.39%)1

PCR punto 
final; PCR-
Melting 
(Artigas et al.,
2020, Federici
et al., 2021)

Aborto debido
a Haplotipo 
Holando 1

HH1 000001
-9913

autosómica 
recesiva

Pawnee 
Farm 
Arlinda 
Chief 
(Chief)

APAF1 (apoptotic 
protease 
activating
factor 1). BTA5

puntual, transición 
de Citosina por 
Timina [C/T] 
(Adams et al., 2016)

Desarrollo embrionario 
incompleto. Aborto 
espontáneo en el 1° 
trimestre. Fertilidad 
reducida en portadores.

SI (4.44%)1 En desarrollo

Aborto debido
a Haplotipo 
Holando 3

HH3
001824
-9913

autosómica 
recesiva

Glendell 
Arlinda 
Chief, Gray
View 
Skyline, 
Oman

SMC2 (Structural 
Maintenance of 
Chromosomes 2). 
BTA8

puntual, transición 
de Timina por 
Citosina [T/C] 
(McClure et al., 
2014)

Aborto en el día 60 de 
gestación. Problemas 
de producción de leche 
en vacas portadoras.

SI (3.13%)1 En desarrollo

Aborto debido
a Haplotipo 
Holando 4

HH4 001826
-9913

autosómica 
recesiva

Besne 
Buck

GART 
(glycinamide 
ribonucleotide 
transformylase). 
BTA1

puntual, transición 
de Adenina por 
Citosina [A/C] (Fritz 
et al., 2013)

Aborto en el 1° mes de 
gestación. Reducción 
de la tasa de parto en 
vacas portadoras.

SI (1.04%)1 En desarrollo

Aborto debido
a Haplotipo 5

HH5 001941
-9913

autosómica 
recesiva

Thornlea 
Texal 
Supreme

TFB1M 
(transcription 
factor B1 
mitochondrial). 
BTA9

deleción de 138 Kb 
(Schütz et al., 2016)

Muerte fetal. 
Reducción de la tasa de
fertilidad en 
portadores.

SI (0.26%)1 En desarrollo

1Briano et al., 2021
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En  el  Cuadro  1,  se  describen  brevemente  las  principales

enfermedades  monogénicas  y  la  prevalencia  de  portadores  en  bovinos

Holando,  identificadas  por  esa metodología.  En  base  a  las  enfermedades

detectadas, se trabajó para poner a punto localmente técnicas de diagnóstico

genético-molecular que permiten detectar los animales portadores, así como

también  confirmar  el  diagnóstico  en  los  animales  afectados  por  estas

enfermedades. A medida que la realidad así lo requiera, se irán incorporando

nuevas técnicas, por ejemplo, para el caso de los haplotipos asociados con

abortos.

6.3. CONCLUSIONES, PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Las  enfermedades  monogénicas  hereditarias  descritas  se  deben  a

genes recesivos y solo se expresan en los animales que son homocigotas

recesivos con la posibilidad de reconocerlos clínicamente o por diagnóstico

genético-molecular. Muchos de estos defectos genéticos son letales al nacer,

o a los pocos días o meses del nacimiento, por lo cual en la mayoría de los

casos  no son identificados.  También existe  la  posibilidad de  reconocerlos

mediante  estudios  de  probabilidades,  si  se  conociera  su  genealogía  y  se

supiera que algunos de sus ancestros fueron portadores (o heterocigotas)

para la enfermedad. Si usamos estudios de probabilidades, se espera que el

animal sea libre de la mutación basada en la información del pedigrí.  Sin

embargo, si no está testeado mediante diagnóstico genético-molecular, no

puede garantizarse que un animal tenga estatus de “libre” de enfermedades.

La identificación de animales  portadores  de enfermedades hereditarias es

importante,  porque  ocasionan  impactos  negativos  en  las  poblaciones  de

bovinos Holando a nivel mundial, tanto por los abortos, las pérdidas directas

por muertes de terneros, el aumento de los costos de tratamiento médico,
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así  como  por  las  dificultades  que  se  generan  al  no  obtener  suficientes

terneras para realizar una reposición adecuada de las vacas.  

Por tanto, se recomienda realizar un estricto seguimiento y control

para  evitar  la  propagación  del  alelo  mutante  mediante  la  aplicación  del

diagnóstico  genético-molecular  para  identificar  con  precisión  animales

portadores  de  mutaciones  asociadas  antes de  tomar  decisiones  en  los

apareamientos  (para  producir  terneros/as  libres  de  la  enfermedad),  e

introducir toros en los programas de mejora genética y producción de semen

bovino Holando.
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7.1. SUMMARY

Most dairy cattle breeds originate from a few founder animals and, as

a consequence, show an average generational inbreeding rate of 1% which

favors the occurrence of recessive defects associated with low reproductive

efficiency. The objectives of the study were: (a) to identify bulls carrying the

HH1, HH3 and HH4 haplotypes by análisis of the 2021 Holstein Friesian sire

catalog (n=3,028); and (b) to determine the presence of allelic variants of

these mentioned haplotypes, as well as JH1 and CVM with the GeneTitan®

2,500 SNP bovine chip, estimate their frequencies and evaluate their impact

on the fertility of Holland cows and Holland-Jersey crosses belonging to a

experimental dairy (n=170). From a total of 1,468 (48.5%) bulls with genetic

information from the sire catalog for the HH1 haplotype and 1,471 (48.6%)

bulls for HH3 and HH4, we found 90 (6.1%) carriers for HH1, 60 (4.1%) for

HH3 and 6 (o.4%) for HH4, respectively. By genotyping with the chip, we

calculetd  the  herd  frequency  of  the  mutant  alleles  and  prevalence  of

heterozygotes for HH1 and CVM as q=0.003 and 0.022; 0.59% and 4.3%

(call rate >0.99), respectively. No mutant alleles were found for HH3, HH4

and  JH1  in  the  analyzed  population.  We examined  reproductive  data  by

observing the presence of CVM and HH1 mutant alleles in repeat cows with

an average of 4 service to achieve pregnancy. The presence of mutant alleles

in  carrier  animals  demonstrates  the  need  to  implement  strategies  to

eliminate the defect from the population.

Keywords:

Artificial insemination, Bos taurus, fertility, hereditary diseases. 
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7.2. RESUMEN 

La mayoría de las razas de ganado lechero se ha formado a partir de

pocos animales fundadores y,  como consecuencia,  muestran una tasa de

endogamia generacional promedio de 1% que favorece el surgimiento de los

defectos  hereditarios  asociados  con  baja  eficiencia  reproductiva.  Los

objetivos  del  estudio  fueron:  (a)  identificar  toros  portadores  de  los

haplotipos:  HH1,  HH3  y  HH4  mediante  análisis  del  catálogo  de  padres

Holando 2021 (n=3028); y (b) determinar la presencia de variantes alélicas

de estos haplotipos mencionados, JH1 y CVM con el chip bovino GeneTitan®

de 2500 SNP, estimar sus frecuencias y evaluar su impacto en la fertilidad de

las vacas Holando y cruzas Holando con Jersey pertenecientes a un tambo

experimental (n=170). De un total de 1468 (48.5%) toros con información

genética del catálogo de padres para el haplotipo HH1 y de 1471 (48.6%)

toros para HH3 y HH4, se encontraron 90 (6.1%) portadores para HH1, 60

(4.1%)  para  HH3  y  6  (0.4%)  para  HH4,  respectivamente.  Mediante

genotipado  con  el  chip  se  determinaron  las  frecuencias  prediales  de  los

alelos mutantes y las prevalencias de vacas heterocigotas para HH1 y CVM

que  fueron  de  q=0.003  y  0.022;  de  0.59%  y  4.3%  (call  rate  >0.99),

respectivamente. No se encontraron alelos mutantes para HH3, HH4 y JH1

en  la  población  analizada.  Se  evaluaron  los  datos  reproductivos

observándose la presencia de alelos mutantes de CVM y HH1 en vacas con

un  promedio  de  4  repeticiones  del  servicio  para  lograr  la  preñez.  La

presencia de alelos mutantes en animales portadores evidencia la necesidad

de implementar estrategias para eliminar el defecto de la población.

Palabras clave:

Bos taurus, enfermedades hereditarias, fertilidad, inseminación artificial
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7.3. INTRODUCTION

Most dairy cattle breeds  originate from a small  number of  founder

animals  through  artificial  insemination  with  a  strong  selection for  a  few

productive traits (Fritz et al., 2013; Liebig et al., 2022). Consequently, these

breeds shows an average generational inbreeding rate of 1% that favors the

appearance  of  recessive  defects  responsible  for  embryonic,  fetal,  and

perinatal mortality,  because it increases homozygosity levels (VanRaden et

al., 2011b; Fritz et al., 2013). 

The implementation of routine genotyping hundreds of thousands of

animals within popular US dairy breeds using single nucleotide polymorphism

(SNP)  chips  has  provided  comprehensive  genomic  data  for  all  current

breeding  populations  (VanRaden  et  al.,  2011b;  Howard  et  al.,  2017).

VanRaden et al. (2011b) were the first to propose examining this type of

data to identify genomic regions in homozygosity-deficient animals. In their

work, they identified and listed five haplotypes out of 11 candidates with

detrimental effects on fetal development which could lead to miscarriage and

fetal death in three dairy cattle breeds: Holstein Friesian (HH1, HH3, and

HH4), Jersey (JH1),  and Brown Swiss (BH1).  After  two years,  other  new

lethal  haplotypes  were  reported  in  Holstein  Friesian  cattle,  and  in  the

meantime, some were solved at the molecular level, such as HH1 (APAF1,

Adams et al.,  2016),  HH3 (SMC2, Daetwyler et al.,  2014, McClure et  al.,

2014), HH4 (GART, Fritz et al., 2013) and HH5 (TFB1M, Schütz et al., 2016).

Sonstegard et al. (2013) identified the mutation in the CWC15 gene that is

associated with the JH1 haplotype and impacts reproduction in Jersey cattle.

Recently, Häfliger et al. (2022) updated the SNP positions from the new Bos
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taurus genome version  ARS-UCD1.2 (NCBI,  ARS-UCD1.2 assembly,  2018;

Rosen et  al.,  2020)  in  the  genomic  regions  of  the  haplotypes  previously

identified by other authors.

For all bovine breeds, 54 haplotypes with homozygous deficits have

been reported; in 25 of them, the mutations associated with the responsible

genes have been identified (OMIA, 2022; updated on July 29, 2022). In the

Holstein  Friesian breed,  11 haplotypes  have been identified,  where  these

mutations have been observed to affect the pregnancy rate and produce an

increase  in  stillbirths  and  spontaneous  miscarriages  that  aggravate  the

already critical situation of fertility loss (VanRaden et al., 2011b; Fritz et al.,

2013; McClure et al., 2014; Adams et al., 2016; Schütz et al., 2016; Fritz et

al., 2018; Hozé et al., 2020; Häfliger et al., 2022).

Given the economic importance to produce offspring for the selection

of breeders and generate genetic influence of the resulting cows, the main

objectives of this study were: (a) identify bulls with genetic information for

the  haplotypes  HH1,  HH3,  and  HH4,  which  are  associated  with  low

reproductive efficiency by analyzing the 2021 Holstein Friesian sire catalog;

and (b) to determine the presence of the mutant alleles of these haplotypes,

as wel as JH1 and CVM, with the GeneTitan® 2,500 SNP  bovine  chip of

Affymetrix  platform,  and to calculate their  frequencies  and evaluate  their

impact  on  fertility  in  Holstein  Friesian  cows  and  Holstein  Friesian-Jersey

crosses from a dairy farm of the experimental field N°2 of the Veterinary

Faculty of the “Universidad de la República” (Libertad, San José, Uruguay).
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7.4. MATERIALS AND METHODS

7.4.1. Analysis of the   2021   Holstein Friesian sires’ catalog  

We analyzed  the  records  of  3,028  national  and  imported  Holstein

Friesian bulls, born between 1964 and 2016, from the 2021 updated sire

catalog  published  by  “Evaluaciones  Genéticas  Lecheras”,  available  at

www.geneticalechera.com.uy. Each record was evaluated using the following

national  and  international  databases:  (a)  ABS  Global:

https://absbullsearch.absglobal.com/;  (b)  DairyNZ:

https://www.dairynz.co.nz/animal/animal-evaluation/bull-team/;  and (c)

“Evaluaciones Genéticas Lecheras” (Uruguay).

7.4.2. Sampling and g  enetic material  

DNA from the 170 Holstein Friesian cows and Holstein Friesian-Jersey

crosses  was  extracted  from  blood  using the  Wizard®  Genomic  DNA

Purification  Kit  (Promega)  following  manufacturer’s  specifications.  DNA

concentration, quality and purity were assessed with Quant-iT™ PicoGreen at

260  nm  (Thermo  Scientific,  USA),  considering  an  OD260/OD280  ratio

between 1.8 and 2.0, and an OD260/OD230 greater than 1.5.

7.4.3. Genetic analysis of genomic data with the GeneTitan® bovine

chip

These  DNA  samples  were  genotyped  at  “Genexa  ADN  Evolutivo”

(Montevideo, Uruguay) with the 2,500 SNP GeneTitan® bovine chip, with

Axiom Microarray  Genotyping  Technology  platform  from  Affymetrix. With
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these DNA samples, Axiom technology was fine-tuned using the Bos taurus

reference  genome  sequence  version,  ARS-UCD1.2 (NCBI,  UCSC  bosTau9

version,  ARS-UCD1.2 assembly,  2018; Rosen et al.,  2020; Häfliger  et  al.,

2022),  which  is  more  accurate  and  has  been  unified  for  more  effortless

transfer  and interpretation  of  results.  The Affymetrix  platform consists  of

small DNA molecules attached to fixed locations on the chip, which recognize

the  specific  alleles  of  an  SNP.  The  different  alleles  or  nucleotides  are

detected by differential hybridization of the DNA sample. In order to identify

those Holstein Friesian cows and Holstein Friesian-Jersey crosses carriers of

the  hereditary  diseases:  HH1  (rs448942533),  HH3  (rs456206907),  HH4

(rs465495560), JH1 (rs1115118696), and CVM (rs438228855), we classified

as carriers those genotypes with a call rate greater than 99 %, thus ensuring

the high quality of the genomic data of the analyzed population. Allelic and

genotypic frequencies were calculated by direct counting according to the

method of Nei (1987).

7.4.4. Analysis   of reproductive data  

We  analyzed  reproductive  data  for  Holstein  Friesian  and  Holstein

Friesian-Jersey  crossbred  cows  carrying  the  allelic  variants  previously

identified by genotyping with the GeneTitan® bovine chip. These cows have

had  conventional  reproductive  management  with  predominant  artificial

insemination, gestation diagnosis no later than 70 days post-insemination,

and  no  hormonal  treatments  during  the  experimental  period.  Data  was

provided through the dairy of the experimental field N°2 of the  Veterinary

Faculty.
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7.5. RESULTS

7.5.1. Analysis of the   2021   Holstein Friesian sires’ catalog    

We  analyzed  the  Holstein  Friesian  sire  catalog  of  the  genetic

evaluations  updated  to  2021,  observing  that  87.12%  (n=2,638)  of  the

genetic  contribution  came  mainly  from  the  United  States,  Canada,  and

Uruguay for haplotypes HH1 (Table 1), HH3 (Table 2), and HH4 (Table 3).

Of the 3,028 bulls analyzed, only 48.5% (n=1,468) had a recorded genetic

test for the HH1 haplotype (Table 1), and another 48.6% (n=1,471) for the

HH3 (Table 2) and HH4 (Table 3) haplotypes. Of these, 6.1% (n=90) were

carriers  for  haplotype  HH1  (HH1C)  from the  United  States,  Canada,  the

Netherlands, and Italy; 4.1% (n=60) for HH3 (HH3C) from the United States,

Canada; the Netherlands, Italy, and other countries; and 0.4% (n=6) for

HH4 (HH4C) from the Netherlands and other countries. When evaluating the

progeny of HH1C bulls for dairy production in Uruguay, we observed there

were 10,788 daughters included in the national genetic evaluation system

(Table 1). We also observed them for HH3C and HH4C bulls, with 6,317

(Table 2) and 573 daughters (Table 3), respectively.
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Table 1. Genetic status for the HH1 haplotype of bulls used as sires in Uruguayan dairy

genetic evaluation systems until 2021 according to country of origin.

100



Table 2. Genetic status for the HH3 haplotype of bulls used as sires in Uruguayan dairy

genetic evaluation systems until 2021 according to country of origin.
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Table 3. Genetic status for the HH4 haplotype of bulls used as sires in Uruguayan dairy

genetic evaluation systems until 2021 according to country of origin.
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7.5.2. Genotyping with the GeneTitan® bovine chip

Genotyping  detected  the  following  variants:  for  HH1  in  a  single

Holstein Friesian-Jersey cross cow; and CVM in 7 Holstein Friesian cows in a

total of 170 genotyped cows (call rate >0.99) (Table 4).

The frequency of the mutant allele for HH1 in the population analyzed was

low, q=0.003; and the prevalence of carriers was 0.59% (call rate >0.99).

For CVM, it was q=0.022 and 4.3% (call rate >0.99). No mutant alleles were

found for HH3, HH4, and JH1 in the analyzed population.

Table 4. Number of individuals genotyped free and carriers of lethal hereditary diseases

using the GeneTitan® bovine chip; the genes associated with their identification in NCBI,

and their location in the genome.
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7.5.3. Analysis of reproductive data of cows carrying the associated

mutations

We analyzed the reproductive data using the number of inseminations

in  cows  carrying  the  mutations  that  had  been  genotyped  with  the

GeneTitan® bovine chip. Two cows, CVM and HH1 carriers, gave birth to

dead calves; these cows had an average of 4 service repeats to achieve

pregnancy (Table 5).

Table 5. Number of service repeats and calving in cows carrying the associated mutations

previously identified with the GeneTitan® bovine chip.
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7.6. DISCUSSION

The sire catalog of the dairy genetic evaluations includes bulls with at

least one daughter included in the genetic evaluation system for the Holstein

Friesian breed in Uruguay. After analysis of the catalog, it appears a strong

component of genetic material mainly from the  US and Canada (Tables 1

and 2); these had been already found in other investigations (Artigas et al.,

2020) that showed a predominance of these countries, where presumably

the  founding  mutations  of  the  HH1  and  HH3  haplotypes  originated

(VanRaden et al., 2011b; VanRaden et al., 2012; Fritz et al., 2013; Fritz et

al., 2018; Häfliger et al., 2022).  It has been noted that the HH4 mutation

came from Europe (Fritz et al., 2013; Cole et al., 2016), as it was not found

in  the  bulls  from the  US and  Canadia  from the  dairy  genetic  evaluation

(Table 3).  

After analyzing all the bulls with genetic information in the Holstein

Friesian  breed  gene  pool,  we  detected  90  animals  carrying  the  HH1

haplotype (HH1C=6.1%),  60  carrying HH3  (HH3C=4.1%),  and 6  carrying

HH4 (HH4C=0.4%). The number of bulls carrying these haplotypes could be

higher, given the low number of animals with genetic information available in

public  databases  regarding their  genetic  status  for  the  disease,  including

99.5% of Uruguayan Holstein Friesian bulls (Tables 1, 2, and 3). A similar

pattern was observed for brachyspina inherited disease (Artigas et al., 2020).

The high proportion of bulls  without  molecular diagnostic  test  in the sire

catalog can be explained by the fact that this analysis includes bulls before

diagnostic tests for mutations in the  APAF1 (HH1),  SCM2 (HH3) and  GART

(HH4) genes were published (Fritz et al., 2013; McClure et al., 2014; Adams

et al., 2016; Cole et al., 2016).
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Bulls’  carriers  of  the  HH1C  mutation  from  the  2021  sire’  catalog

contributed genetically  to  Holstein  Friesian  breed  improvement  programs,

having  many  daughters  (n=10,788)  in  national  dairy  genetic  evaluation

systems  (Table  1).  The  same  happened  with  the  daughters  of  HH3C

(n=6,317)  and  HH4C  (n=573)  bulls.  Since  the  inheritance  mechanism is

autosomal recessive, we must assume that at least 50% of the daughters

(n=5,394)  were  HH1C  carriers,  just  as  for  HH3C  (n=3,158)  and  HH4C

(n=286), thus indicating the presence of the mutant alleles in the Uruguayan

selection  nucleus.  Since  all  daughters  (n=10,788  for  HH1C;  n=6,317  for

HH3C; n=573 for HH4C) were evaluated for milk production traits, they left

offspring at the national level.

Among  the  26  HH1C  bulls  used  in  Uruguay,  stand  out  O-BEE

MANFRED  JUSTICE  (HOLUSAM000122358313),  TESK  HOLM  VALIANT

ROCKIE  (HOLUSAM000001841366),  LEMAX  PAWNEE  MEMORIAL

(HOLUSAM000001765326),  END-ROAD  PVF  BOLIVER

(HOLUSAM000123586443)  and  MJR  BLACKSTAR  EMORY

(HOLUSAM000002114601),  direct  descendants  of  WALKWAY CHIEF  MARK

(HOLUSAM000001773417),  MILU  BETTY  IVANHOE  CHIEF

(HOLUSAM000001578139), S W D VALIANT (HOLUSAM000001650414) and

PAWNEE FARM ARLINDA CHIEF (HOLUSAM000001427381),  which are the

main  disseminators  of  the  mutation  in  the  APAF1 (apoptotic  peptidase

activating factor) gene that blocks approximately one-third of the encoded

protein (Larkin et al., 2012; VanRaden et al., 2012; Adams et al., 2016; Cole

et  al.,  2016).  A  substitution  of  a  thymine  for  a  cytosine  (c.1741C>T)

characterizes this mutation (Adams et al., 2016). This mutation causes fetal

and embryonic loss between 60 and 200 days of gestation and a reduced

conception rate in  cows;  consequently,  fertility  is  reduced in  carrier  bulls

(Adams et al., 2016).
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Of the HH3C bulls used in Uruguay, stands out ARLINDA MELWOOD

(HOLUSAM000001879149),  a  direct  descendant  of  GLENDELL  ARLINDA

CHIEF (HOLUSAM000001556373), another major disseminator of the  SMC2

mutation (McClure et al., 2014; Cole et al., 2016). This mutation in the SMC2

(structural  maintenance  of  chromosomes)  gene  is  characterized  by  a

thymine-to-cytosine substitution (c.3404T>C) in exon 24 (Daetwyler et al.,

2014; McClure et al., 2014). Häfliger et al. (2022) updated the position of the

SNP  responsible  for  this  mutation  (rs45206907)  on  chromosome  8

(93,753,358)  according  to  the  new  version  of  the  reference  genomic

sequence assembly (NCBI,  ARS-UCD1.2 assembly, 2018). The  SMC2 gene

plays an essential  role in DNA repair,  and chromosome condensation and

segregation  during  cell  division.  This  point  mutation  changes  amino  acid

1135 from phenylalanine to serine (F1135S) and alters the function of the

NTPase domain of  the encoded protein.  Daetwyler et  al.  (2014) analyzed

1,000 bull genomes to identify the SMC2 mutation, to which embryonic loss

was ascribed as a negative effect.

Of  the  HH4C  used  in  Uruguay,  JOCKO  BESN

(HOLFRAM005694028588)  is  a  son  of  BESNE  BUCK

(HOLFRAM004486041658) from Europe, from which he inherited the  GART

mutation  (Fritz  et  al.,  2013;  Cole  et  al.,  2016).  The  GART enzyme

phosphoribosylglycinamide  synthetase  is  required  for  purine  nucleotide

synthesis.  The  GART mutation  is  associated  with  decreased  fertility  and

embryonic mortality in the first month of gestation (Fritz et al., 2013).

Bulls carrying haplotypes HH1 (APAF1), HH3 (SMC2), and HH4 (GART)

have been used to produce offspring for the selection of sires to be used in

artificial  insemination,  thus  having  a  substantial  genetic  influence  on  the

resulting cow population in the different dairy farms in Uruguay.
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Although the mutations associated with haplotypes HH1 (APAF1), HH3

(SMC2), HH4 (GART), JH1 (CWC15), and CVM (SLC35A3) were identified 10

years  ago,  this  study  is  the  first  report  in  Uruguay  that  evaluates

reproductive data genomic data from genotyping with the GeneTitan® chip,

which allowed a much more accurate imputation compared to that of other

commercial  chip  brands.  This  technology  permitted  the  detection  of  two

mutations  associated  with  the  APAF1 (HH1)  and  SLC35A3 (CVM)  genes,

which affect fetal development and may cause miscarriage and fetal death in

Holstein Friesian cows and Holstein Friesian-Jersey crosses (Tables 4 and

5). In the case of the APAF1 (HH1) mutation, we obtained a herd prevalence

(0.59%, with a call rate close to 100%. This value was low compared to that

reported  by  Briano-Rodríguez  et  al.  (2021)  (4.4%),  who  performed

genotyping with the commercial  GeneSeek Genomic Profiler  -GGP- Bovine

50K chip, with which they detected 16 Holstein Friesian calves carrying the

APAF1 (HH1) mutation in 8 dairy farms in Uruguay. Therefore, the  APAF1

(HH1) mutation is still  dispersed in Uruguay's Holstein Friesian dairy herd.

The prevalence of APAF1 (HH1) carrier cows in Germany was similar to that

of this study (1.8%, Schütz et al., 2016). In the USA, Holstein Friesian cows

carrying the APAF1 (HH1) mutation were found at a higher frequency of 4.5

and  2.25% (VanRaden  et  al.,  2011b;  Adams  et  al.,  2016,  respectively).

Although it had been observed that between 1980 and 1990, the frequency

of carrier cows was 0.08, with a subsequent decrease to approximately 0.03

in 2010 (VanRaden et al. 2011b). VanRaden et al. (2011a) determined the

negative effect of this haplotype on reproduction, estimating an impact on

conception  rate  of  -0.35%,  and  evaluated  the  60-day  non-return  rate

(NR60), which was -1.1. It was estimated that this mutation caused more

than 500,000 miscarriages and a loss of $ 420 million to the dairy industry

(Adams et al., 2016).
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The  SLC35A3 (CVM) mutation  was  reported  in  the  OMIA  catalog

(001340-9913), and has been studied in cattle of the Holstein Friesian breed

since 2006 (Thomsen et al., 2006; Rusc and Kaminski, 2007; Meydan et al.,

2010) and traced back to the elite North American sire CARLIN-M IVANHOE

BELL  (HOUSA000001667366),  who  received  the  lethal  recessive  mutation

from his sire, PENSTATE IVANHOE STAR (HOUSA000001667366) (Chu et al.,

2008). CVM  disease  is  primarily  caused  by  a  defining  mutation  in  the

membrane  transporter  protein  UDP-N-acetyl  glucosamine  of  the  SLC35A3

gene (Thomsen et al.,  2006), and results in the substitution of valine for

phenylalanine  (V180F)  at  position  180  (Rusc  and  Kaminski,  2007).

Genotyping of the SNP responsible for this disease (rs438228855, located at

position  43,261,945  of  bovine  chromosome  3)  was  performed  with  the

GeneTitan® bovine chip. The genotyping was highly accurate and efficient,

with a herd prevalence of carrier cows of 4.3% (with a call rate of 100%).

This prevalence is intermediate compared to other reports made in Uruguay

using other  genotyping  PCR-HRM/Melting  methodologies  (6.45%,  Branda-

Sica et al.,  2019) and GeneSeek Genomic Profiler  -GGP- Bovine 50K chip

(2.09%, Briano-Rodriguez et al., 2021). Internationally, this study found that

herd prevalence of CVM carriers was similar to that of cows in Turkey (3.4%,

Meydan et al., 2010). Nevertheless, the prevalence was low when compared

with  other  countries,  such  as  Denmark  (31.0%,  Thomsen  et  al.  2006),

Poland (24.8%,  Rusc and Kaminski, 2007), Japan (13.0%, Ghanem et al.,

2008). The reason for these differences may be due to the fact that there

are samples from different populations, that is, cattle from different regions,

although it may also be influenced by the use of semen from bulls’ carriers of

the mutation  over time. Approximately since the turn of the century, most

countries have developed improvement programs to decrease the frequency

of CVM carriers in the cattle population (Rusc and Kaminski, 2007). Hence, in
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some Holstein Friesian populations in Uruguay, the frequency of CVM carriers

still seems to be high regarding the other austosomal recessive mutations. 

Obtaining repeat breeder cows carriers of CVM and HH1 (Table 5)

may be due to ovarian dysfunction (Ghanem et al.,  2017). In a previous

study, Ghanem et al. (2010) found that progesterone concentration tended

to  decrease  during  the  estrous  cycle  in  CVM  carrier  cows  due  to  luteal

dysfunctions,  which  could  reduce  the  conception  rate  and  increase  the

frequency of repeat cow syndrome. Due to the above reasons, Ghanem et al.

(2017) studied fertility in  APAF1 mutation (HH1) carrier cows by measuring

progesterone concentration  in  skim milk  as  a  tool  to  indicate  an ovarian

function  in  cows,  finding  that  progesterone  concentrations  did  not  differ

significantly (p=0.8) between HH1 carrier and non-carrier cows at the first

45 days after artificial insemination. Therefore, it is necessary to carry out

studies to quantify the economic losses in dairy farms with the presence of

Holstein Friesian haplotypes, as well as to carry out pedigree and genotyping

studies of animals as a tool to avoid mating between carriers of some of

these haplotypes. It is necessary to know the effects of these haplotypes on

reproductive  performance  characteristics  to  rule  out  if  there  are  ovarian

dysfunctions due to progesterone concentration in carrier cows or a decrease

in  conception  rate.  Progesterone  measurement  values  should  also  be

considered in statistical analyses to analyze any effects of mutations of these

haplotypes of associations with miscarriages.

All cows validated in this study had a normal homozygous genotype

for the diseases associated with haplotypes HH3 (SMC2), HH4 (GART), and

JH1 (CWC15), with no mutant alleles identified in the population analyzed.

However, some studies associated the lethal effects of HH3 (SMC2), HH4

(GART),  and JH1 (CWC15) haplotypes  with  embryonic  losses  immediately
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after conception, which are not phenotypically observable; nevertheless, the

reduction of conception rate associated to these mutations occurs before 60

days,  while  embryonic  losses  associated to HH1 (APAF1)  and CVM occur

throughout the entire gestation (VanRaden et al., 2011a; VanRaden et al.,

2012;  Norman  et  al.,  2012;  Fritz  et  al.,  2013).  VanRaden  et  al.  (2012)

reported an HH3 heterozygous cows (SMC2) frequency of 4.7%, and a 60-

day non-return rate (NR60) of -3.1% for this haplotype. Häfliger et al. (2022)

detected a purely recessive embryonic lethal effect of this  SMC2 mutation

that  allows indirect  detection in  the non-return rate in  Canadian Holstein

Friesian heifers. In Germany, Schütz et al. (2016) detected HH3  and HH4

carriers  with  frequencies of  5.1  and 4%,  respectively.  Fritz  et  al.  (2013)

reported frequencies of 3.6% for this HH4 haplotype, which is associated

with a loss in births in French Holstein Friesian cows, where they observed a

reduction in calving rate of -5.8% in heifers and -1.74% in carrier cows when

mated to carrier  males and daughters of HH4 carrier  males.  In Uruguay,

Briano-Rodriguez et al. (2021) found mutant alleles of HH3 (3.13%) and HH4

(1.04%) haplotypes in a population of Holstein Friesian calves born in 2016.

Today, these calves would have become breeders with genetic information

and  should  have been  registered  in  the  catalog  of  parents  of  the  Dairy

Genetic Evaluation of the Holstein Friesian breed. In any case, the female

calves could have remained as replacements for the farm. For the Jersey

breed, there are no reports on the presence of JH1 (CWC15) disease carriers

in Uruguay. To avoid the spreading of this disease, it is recommended to

perform an analysis of the few 90 records of domestic and imported Jersey

bulls born between 1978 and 2012 (Dairy Genetic Evaluations, available at

www.geneticalechera.com.uy, updated on  July  2022) from the Jersey 2022

sires’  catalog  for  the  presence  of  the  mutant  allele.  This  disease  was

reported by US ARS-USDA scientists in 2013 (Sonstegard et al., 2013), and
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its origin was traced to the elite North American bull OBSERVER CHOCOLATE

SOLDIER (JERUSAM000000596832), born in 1962 (VanRaden et al., 2011a).

This bull sired 1,454 daughters for milk production, and, as a consequence,

its impact was further magnified with 107 sons and 715 grandsires used in

artificial  insemination to generate >50,000 granddaughters and >200,000

great-granddaughters.  As  a  result,  the  frequency  of  JH1  heterozygotes

experienced an initial rapid increase, remaining stable at 20 to 25% since

1980.  VanRaden  et  al.  (2004)  examined  52,449  fertility  records  of  JH1

heterozygous bulls mated to daughters of JH1 heterozygous bulls and found

a  conception  success  rate  of  33.3%  versus  37.0%  for  290,373  recent

matings  of  normal  bulls  to  daughters  of  normal  bulls.  The  reduction  in

conception  rate  of  3.7% confirmed JH1  as  a  recessive  lethal  disease,  in

rough  agreement  with  the  expected  reduction  of  4.6%.  The  conception

success  rate  was  36.3%  in  57,523  matings  of  heterozygous  bulls  to

daughters of normal bulls, with a slight reduction of 0.7% potentially caused

by  heterozygous  dams with  JH1  maternal  inheritance  (Sonstegard  et  al.,

2013).

7.7. CONCLUSIONS

The presence of mutant alleles in carrier animals demonstrates the

needed implement strategies to eliminate the defect from the population. We

recommend  screening  with  low-density  chips,  such  as  the  GeneTitan®

bovine chip,  in  breeding cows and bulls,  as a control  for  prevention and

monitoring of mutant alleles due to the large amount of information provided

by  this  chip;  its  high  accuracy,  with  a  call  rate  higher  than  99%  in

genotyping  SNPs  linked  to  hereditary  diseases;  and  the  current  trend
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towards lower costs per sample/animal. Given the genomic information and

the number of disease-linked SNPs that are being added to the reproductive

and productive traits usually genotyped in DNA genetic tests, this input can

be  very  useful,  firstly,  in  decision-making  and  establishing  breeding

strategies; secondly. in supporting the maintenance of cow and bull health;

and  finally,  in  the  introduction  of  bulls  in  breeding  programs  for  the

production of Holstein-Friesian and Jersey bovine semen.
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8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

8.1. RESULTADOS PRINCIPALES

8.1.1. Experimento I

8.1.1.1. Genotipado para detección de la mutación de CVM 

(c.538G >T_SLC35A3)

La  optimización  de  un  protocolo  de  genotipado  de  la  mutación

SLC35A3 (c.538G > T) que afecta CVM mediante PCR-HRM en tiempo real, a

través de la amplificación del producto de PCR de 79 pb permitió discriminar

claramente los dos genotipos, homocigota tipo silvestre:  TT, y heterocigota

para la mutación CVM: GT. Se observó que el valor de los picos para el alelo

T  fue  de 78,75  °C  y  para  el  alelo  G  fue  de  77,05  °C.  Las  curvas  de

disociación de derivadas negativas (-dF/dT) del genotipo heterocigota fueron

identificadas por picos con valor de 78,75 °C.

8.1.1.2. Frecuencia alélica y prevalencia de portadores de CVM 

(c.538G > T_ SLC35A3)

Se detectó la presencia del  alelo mutante para CVM (c.538G > T;

SLC35A3) con un umbral de confianza mayor a 90 % en 18 vacas Holando

de  la  muestra  analizada.  Como  primer  reporte  de  diagnóstico  genético-

molecular  de  CVM  en  Uruguay,  se  encontró  que  la  frecuencia  del  alelo

mutante para CVM (c.538G > T;  SLC35A3) en esta muestra analizada fue

alta, de q = 0.032, y la prevalencia de vacas portadoras, 6.45 % (18/279).
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8.1.2. Experimento II

8.1.2.1. Genotipado para la detección del inserto mutante de CD

(BoERV_APOB)

La optimización de un protocolo de genotipado del inserto mutante

(BoERV_APOB) que afecta CD mediante PCR-melting en tiempo real, permitió

discriminar claramente los dos genotipos, homocigota tipo silvestre: wt/wt, y

heterocigota para la mutación CD: MUT/wt. Se observó un pico a los 86,8 °C

(alelo normal de 170 pb) para el genotipo homocigota, tipo silvestre (wt/wt)

y otro a los 88 °C (alelo mutante de 146 pb) para el control heterocigota,

portador de la mutación CD (MUT/wt).

8.1.2.2. Frecuencia alélica y prevalencia de portadores de CD 

(BoERV_APOB)

No se encontraron vacas portadoras de la mutación CD. Todas las

vacas validadas (n = 103) en este estudio presentaron genotipo homocigota

tipo silvestre: wt/wt.

8.1.3. Experimento III

8.1.3.1. Análisis del catálogo de padres Holando 2021

Se  realizó  el  análisis  del  catálogo  de  padres  Holando  de  las

evaluaciones genéticas actualizado a 2021 y se observó que el 87,12 % (n =

2.638)  de  la  contribución  genética  provino,  principalmente,  de  Estados
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Unidos, Canadá y Uruguay para los haplotipos HH1, HH3 y HH4. De los 3.028

toros analizados, solamente 48,5 % (n = 1.468) contaba con test genético

registrado  para  el  haplotipo  HH1,  y  otros  48,6  % (n  = 1.471)  para  los

haplotipos HH3 y HH4. De estos, 6,1 % (n = 90) fueron portadores para el

haplotipo HH1 (HH1C), procedentes de Estados Unidos, Canadá, Holanda e

Italia;  4,1  %  (n  =  60)  para  HH3  (HH3C)  de  Estados  Unidos,  Canadá,

Holanda, Italia y otros países; y 0,4 % (n = 6) para HH4 (HH4C) de Holanda

y otros países. Al evaluar la descendencia de los toros HH1C para producción

lechera en Uruguay, se observaron 10.788 hijas incluidas en el sistema de

evaluación  genética  nacional.  También  se  observaron  en  la  de  los  toros

HH3C y HH4C, con 6.317 y 573 hijas respectivas.

8.1.3.2. Genotipado con el chip bovino GeneTitan®

Mediante genotipado con el chip bovino GeneTitan® de 2.500 SNP se

detectó la presencia de las variantes alélicas: para HH1 en una sola vaca

cruza Holando con Jersey y para CVM en 7 vacas Holando, en un total de

170 de vacas genotipadas (call rate  > 0.99). Se observó que la frecuencia

predial del alelo mutante para HH1 en la población analizada fue baja, de q

= 0,003, y la prevalencia de portadoras, 0,59 % (call  rate  > 0,99). Para

CVM, fue de q = 0,022 y 4,3 % (call rate > 0,99). No se encontraron alelos

mutantes para HH3, HH4 y JH1 en la población analizada.

8.1.3.3. Análisis de datos reproductivos de vacas portadoras de 

las mutaciones asociadas

Se realizó el análisis de los datos reproductivos con base en el número

de las inseminaciones realizadas en vacas portadoras de la mutación que
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fueron genotipadas con el chip bovino GeneTitan®. Se observaron 2 vacas

portadoras  de  CVM y  HH1  que  dieron  terneros  muertos  con  un  número

promedio de 4 repeticiones del servicio para lograr la preñez.

8.2. DISCUSIÓN GENERAL

La optimización de los protocolos de diagnóstico genético-molecular

de los experimentos I y II, PCR en tiempo real con las aplicaciones HRM y

curvas de disociación (melting),  permitieron realizar el genotipado del alelo

mutante del gen SLC35A3 (c.538G > T) para la enfermedad CVM e inserto

mutante  (BoERV)  del  gen  APOB  para  CD en  forma  rápida,  específica,

fácilmente interpretable y de bajo costo, lo que facilitó el análisis simultáneo

de un gran número de bovinos Holando.

En una primera ejecución del procedimiento en el experimento I, para

confirmar la precisión en los genotipos a través de HRM, se seleccionaron al

azar 25 muestras de ADN y se enviaron al Instituto de Genética Veterinaria

de la Universidad Nacional de La Plata (IGEVET-CONICET, UNLP,  La Plata,

Argentina) a genotipar con el chip ArBos1 50K de plataforma Affymetrix, en

donde se detectaron 3 muestras de control portadora para la mutación en el

gen  SLC35A3  (c.538G>T, CVM).  Estas muestras  de genotipo conocido se

usaron como controles  para  el  análisis  HRM.  La necesidad de  utilizar  un

método  de  genotipado  alternativo  antes  de  usar  HRM  es  una  de  las

principales  limitaciones  de  HRM en sí.  Sin  embargo,  en  este  estudio  del

experimento I, como primer reporte en Uruguay de diagnóstico genético-

molecular  de  CVM,  mediante  PCR-HRM utilizando  un  par  de  primers de

ZhiLing et al. (2015) para amplificar el producto de PCR de 79 pb, se pudo

detectar  la  presencia  del  alelo  mutante  (G)  con  un umbral  de  confianza

mayor a 90 % en 18 vacas de la muestra analizada y  se pudo identificar
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claramente  2  genotipos  diferentes  (homocigotas  tipo  silvestre:  TT  y

heterocigotas para la mutación: GT) de la enfermedad CVM (c.538G > T;

SLC35A3), lo que valida el uso de esta técnica para el genotipado en ganado

Holando. Por tanto, se ha determinado que el valor de los picos para el alelo

T  fue  de 78,75  °C  y  para  el  alelo  G  fue  de  77,05  °C.  Las  curvas  de

disociación de derivadas negativas (-dF/dT) del genotipo heterocigota fueron

identificadas por picos con valor de 78,75 °C.

La mutación SLC35A3 (c.538G > T, CVM) fue informada en el catálogo

OMIA (001340-9913) y ha sido estudiada en bovinos de la  raza Holando

desde el año 2006 (Meydan et al., 2010, Rusc y Kaminski, 2007, Thomsen et

al., 2006) y su origen se rastreó al toro norteamericano de élite Carlin-M

Ivanhoe Bell (HOUSA000001667366), que recibió la mutación recesiva letal

de  la  enfermedad  CVM  de  su  padre  Penstate  Ivanhoe  Star

(HOLUSAM000001441440) (Chu et al., 2008, Revell, 2001). La mutación no

sinónima determinante de esta enfermedad es una sustitución de guanina

por timina en la posición 538 del exón 4 del gen SCL35A3 (Thomsen et al.,

2006), que desempeña un papel esencial en el desarrollo del esqueleto axial.

La  posición  de  esta  mutación  (rs438228855)  en  el  gen  SCL35A3  fue

actualizada con la versión nueva de la secuencia bovina de referencia, ARS-

UCD1.2.  (Rosen  et  al.,  2020,  NCBI,  ensamblaje  de  ARS-UCD1.2,  2018),

puesto que con la versión anterior estaba en 559 (c.559G > T). Este gen

codifica para el transportador de la UDP-N-acetil-glucosamina y la mutación

causa la sustitución de una valina por fenilalanina (V180F) en la posición 180

(Rusc  y Kaminski,  2007).  Por  consiguiente,  la  molécula  del  transportador

defectuosa conduce a malformaciones vertebrales (Thomsen et al., 2006).

Las  prevalencias  de vacas  portadoras  observadas  para la  mutación

SLC35A3 (rs438228855; c.538G > T, CVM) en los experimentos I y III fueron

similares  en  un  rango  de  2,09  a  6,45  %  para  ganado  Holando  en  la
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bibliografía internacional (Meydan et al., 2010) y nacional (Briano-Rodríguez

et al., 2021). Sin embargo, en otros países del mundo, se observaron que las

prevalencias de CVM fueron más altas (Rusc y Kaminski, 2007, Thomsen et

al. 2006,  Berglund et al., 2004, Konersmann et al., 2003,  Nagahata  et al.,

2002).  El  motivo de estas diferencias es,  probablemente, el  muestreo de

diferentes poblaciones, es decir, el ganado en diferentes regiones, aunque

también puede ser influenciado por el uso de semen de toros portadores de

la mutación en el tiempo. Desde principios de la década de 2000, la mayoría

de los países ha desarrollado programas de mejoramiento para disminuir la

prevalencia de animales portadores de CVM (Rusc y Kaminski, 2007).

Con respecto a la optimización  del protocolo mediante análisis PCR-

melting en tiempo real para la detección del inserto mutante de 7,5 Kb del

elemento transponible bovino BoERVK en el gen APOB del experimento II, se

utilizaron dos muestras de ADN de un toro diagnosticado como portador de

la mutación CD (ALTALeap 011HO12336) y otro libre de esta enfermedad

(ALTABolero 011HO11572) como controles de referencia para comparar los

patrones de las curvas de disociación a analizar. A partir de la amplificación

de los productos de PCR de 170 y 146 pb utilizando los primers de Charlier et

al. (2017),  se logró distinguir claramente dos genotipos: homocigota (tipo

silvestre: wt/wt) y heterocigota (portador de la mutación CD: MUT/wt).

La  variante  causante  de  deficiencia  de  colesterol  también  fue

informada  en  el  catálogo  OMIA  (001965-9913)  y  ha  sido  estudiada  en

bovinos de raza Holando desde el año 2016 (Häfliger et al., 2022, Artesi et

al., 2021, Gross et al., 2019, Häfliger et al., 2019, Charlier, 2016, Gross et

al., 2016, Kipp et al., 2016, Menzi et al., 2016, Schütz et al., 2016) y su

origen  se  rastreó  al  toro  norteamericano  Maughlin  Storm (073HO02012)

(Kipp et al., 2016, VanRaden y Null, 2015). Esta mutación es una inserción

de 1.299 pb de un elemento transponible de repetición larga (LTR_ERV2-1)
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entre los nucleótidos 24 y 25 del exón 5 del gen  APOB,  que provoca un

cambio de marco de lectura, que determina el truncamiento del 97 % de la

proteína  APOB bovina  (Menzi  et  al.,  2016).  Estos  hallazgos  fueron

confirmados de forma independiente por otros autores (Häfliger et al., 2022,

Charlier, 2016, Schütz et al., 2016). Charlier (2016) confirmó este resultado,

pero con una estimación diferente del tamaño de la inserción de un elemento

retroviral endógeno bovino en el exón 5 del gen APOB, de una longitud total

de 7,5 kb (BoERV).

En el experimento II, no se observó la presencia del inserto mutante

BoERVK_APOB en la población de vacas Holando analizada y están libres de

la enfermedad CD. Además, se confirmó el genotipo de las vacas analizadas

que eran homocigotas libres de la mutación (wt/wt) mediante el análisis del

electroferograma y alineamiento múltiple con el software libre BioEdit (Hall,

1999)  de  las  secuencias  obtenidas  con  la  secuencia  genómica  bovina  de

referencia (GeneID  494004,  GenBank).  En  este  análisis,  se  determinó  la

ubicación del punto de inicio de la inserción en la posición 468 (26593) de la

secuencia APOB-UP1-F1 del toro Holando control portador de la mutación CD

(MUT/wt o  InDel_BoERVK_APOB) después del fragmento GTTCCTGAAGG a

la  izquierda y antes de CAAGCAAGTTC, de acuerdo con lo  reportado por

Charlier et al. (2017).

Además,  se  tuvieron  en cuenta  los  amplicones  con  menor  tamaño

posible  para  seleccionar  los  primers de  los  experimentos  I  y  II.  Para  el

estudio del experimento I, se seleccionó el par de primers de ZhiLing et al.

(2015) utilizados para PCR en tiempo real con sondas TaqMan, el amplicón

de 79 pb amplificó para el  análisis  HRM descrito en nuestro estudio.  Los

primers forward y  reverse utilizados  en  este  estudio  presentaron  un

contenido de GC de entre 40 y 60 %, que fue adecuado (45,5 y  57,8 %,

respectivamente), ya que no se observaron amplificaciones inespecíficas ni

127



presencia de dímeros de  primer. De esta forma, se valida el diseño de los

primers  de ZhiLing et  al.  (2015)  para los  análisis  HRM. La reducción del

tamaño  de  los  amplicones  aumenta  la  diferencia  en  la  señal  a  una

temperatura dada entre dos secuencias que difieren en una sola posición del

nucleótido. Las diferencias entre los genotipos son más fáciles de ver cuando

los  amplicones  son  de  menor  tamaño (Gundry  et  al.,  2003). Los

heterocigotas  se  identifican  por  un  cambio  en  la  forma  de  la  curva  de

disociación,  y  los  homocigotas  se  distinguen  por  un  cambio  en  la

temperatura de disociación (Tm) (Liew et al., 2004).  La mutación puntual

localizada en el gen SLC35A3 afecta el comportamiento de disociación (Tm)

de los productos PCR y, por lo tanto, genera diferentes curvas de disociación

de  alta  resolución  que  permiten  la  discriminación  e  identificación  de  los

genotipos  por  análisis  HRM.  El  análisis  HRM  es  un  método  simple  y

económico en tubos cerrados para analizar los productos PCR (Wittwer et al.,

2003).  Su sensibilidad y especificidad son altas cuando los productos PCR

presentan  menos de 400 pb de longitud (Reed et al.,  2007). HRM se ha

utilizado  ampliamente  para  screening  (o  detección)  de  mutaciones  y

genotipado (Federici et al., 2018, Gabor et al., 2012a y 2012b, Santos et al.,

2012,  Vorkas  et  al.,  2010,  Vossen  et  al.,  2009,  Hung  et  al.,  2008,

Montgomery et al., 2004).

Al  igual  que  para  las  muestras  analizadas  en  este  estudio  del

experimento II, la observación de un único pico de temperatura en la curva

de  disociación  de  cada  muestra  confirmó  la  especificidad  de  los  primers

elegidos (Charlier et al., 2017)  para amplificar el alelo mutante de 146 pb

con un pico a 88 °C, y tipo salvaje de 170 pb con 86,8 °C. En este estudio,

los primers del alelo mutante y tipo salvaje presentaron un contenido de GC

de entre 40 y 60 %, que fue adecuado (43,48 y 56,52 %, respectivamente),

ya  que  no  se  observaron  amplificaciones  inespecíficas  ni  presencia  de

128



dímeros de  primer en el control negativo de reacción. La temperatura y la

resolución de la fluorescencia del equipo RotorGene™ 6000 utilizado en este

estudio demostraron la precisión de las curvas de disociación y la capacidad

de distinguir diferentes genotipos. De esta forma, se validó el diseño de los

primers  de Charlier et  al. (2017) para detectar el inserto mutante de CD

(BoERVK) de 7.5 Kb en el exón 5 del gen  APOB mediante  real time PCR-

melting en el RotorGene™ 6000.

Con respecto a las diferencias en el origen biológico de las muestras

de ADN (sangre de las vacas vs.  semen de los  toros,  en este caso)  del

experimento II, determinan el uso de diferentes protocolos de extracción de

ADN.  Esto  hace  que  pueda  haber  diferencias  en  las  soluciones  químicas

utilizadas durante el proceso de extracción para cada protocolo, así como en

los residuos contaminantes que podrían quedar en la solución final de ADN.

Dado que los equipos de PCR en tiempo real son altamente sensibles a estas

diferencias  en  las  condiciones  de  las  muestras  de  ADN,  potencialmente

podrían observarse diferencias en las curvas de disociación de amplicones

que,  a  pesar  de  tener  el  mismo  genotipo,  se  detectan  como  diferentes

debido a que su ADN fue extraído con protocolos con química diferencial

(Gabor et al., 2012a). Sin embargo, en este estudio del  experimento II, no

se detectó que el  método de extracción de ADN afectará la dinámica de

disociación  de  los  amplicones,  ya  que  el  patrón  del  pico  de  disociación

(-dF/dT) del toro control libre de la enfermedad coincidió con el de las vacas

homocigotas de tipo silvestre. Además, al finalizar la reacción de PCR,  es

decir, cuando la reacción alcanza la fase  plateau se observó un punto de

inflexión en la curva de desnaturalización del producto amplificado del toro

control heterocigoto con las curvas del toro control libre de la enfermedad y

vacas homocigotas de tipo silvestre.
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La mutación  APAF1 (c.1741C > T; HH1), al igual que las otras, fue

informada  en  el  catálogo  OMIA  (000001-9913)  y  ha  sido  estudiada  en

bovinos de raza Holando desde el año 2012 (Häfliger et al., 2022, Cole et al.,

2016, Adams et al., 2016, Adams et al., 2012) y su origen se rastreó a los

toros norteamericanos Walkway Chief Mark (HOLUSAM000001773417), Milu

Betty  Ivanhoe  Chief  (HOLUSAM000001578139),  S  W  D  Valiant

(HOLUSAM000001650414)  y  Pawnee  Farm  Arlinda  Chief

(HOLUSAM000001427381)  (Adams et al., 2016, Cole et al., 2016,  Larkin et

al., 2012, VanRaden et al., 2012). Esta mutación está caracterizada por una

sustitución de timina por citosina (Adams et al., 2016). La proteína APAF1 es

una molécula importante en el proceso de apoptosis celular (Müller et al.,

2005) y el desarrollo del sistema nervioso central durante la embriogénesis

(Yoshida  et  al.,  1998).  Esta mutación  causa  pérdida  fetal  y  embrionaria,

entre los 60 y 200 días de gestación, y reducción de la tasa de concepción en

vacas y, por consiguiente, la fertilidad se ve reducida en los toros portadores

(Adams et al., 2016).

La mutación SMC2 (c.3404T > C; HH3) también fue informada en el

catálogo  OMIA  (001824-9913)  y  ha  sido  estudiada  en  bovinos  de  raza

Holando  desde  el  año  2013 (Häfliger  et  al.,  2022,  Cole  et  al.,  2016,

Daetwyler et al., 2014, McClure et al., 2014, Hayes et al., 2013) y su origen

se rastreó al toro Glendell Arlind Chief (HOLUSAM000001556373) (Cole et

al., 2016, McClure et al., 2014). Esta mutación está caracterizada por  una

sustitución de citosina por timina en el  exón 24  (Daetwyler  et  al.,  2014,

McClure et al., 2014, Hayes et al., 2013). Häfliger et al. (2022) actualizaron

la  posición  del  SNP  responsable  de  esta  mutación  (rs45206907)  en  el

cromosoma 8 (93.753.358)  según la  versión  nueva del  ensamblaje  de la

secuencia genómica de referencia (NCBI, ensamblaje de ARS-UCD1.2, 2018).

El  gen  SMC2 tiene  un  papel  esencial  en  la  reparación  del  ADN,  la
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condensación cromosómica y la segregación durante la división celular. Esta

mutación  puntual  cambia  el  aminoácido  1135  de  fenilalanina  a  serina

(F1135S) y altera la función del dominio NTPasa de la proteína codificada.

El toro Besne Buck (HOLFRAM004486041658), proveniente de Europa,

heredó la mutación GART (c.869A > C; HH4) (Cole et al., 2016, Fritz et al.,

2013). Esta mutación también fue informada en el catálogo OMIA (001826-

9913) y ha sido estudiada en bovinos de la raza Holando desde el año 2013

(Häfliger  et  al.,  2022,  Cole  et  al.,  2016,  Fritz  et  al.,  2013).  La  enzima

fosforibosilglicinamida sintetasa de  GART es  necesaria  para la  síntesis  de

nucleótidos purina. La mutación GART está asociada con una disminución de

fertilidad y mortalidad embrionaria en el primer mes de gestación (Fritz et

al., 2013).

En  el  experimento  III,  se  observó  la  contribución  genética  de  los

alelos mutantes asociados a los haplotipos HH1 (APAF1), HH3 (SMC2) y HH4

(GART) de la mayoría de los toros Holando utilizados como padres en los

sistemas  de  evaluación  genética  lechera  de  Uruguay  actualizado  a  2021

(disponible en www.geneticalechera.com.uy) que son descendientes directos

de  los  ancestros  fundadores  mencionados  anteriormente.  Dado  que  el

mecanismo de  herencia  es  autosómico  recesivo,  debemos  asumir  que  al

menos el 50 % de las hijas (n = 5.394) fueron portadoras de HH1C, al igual

que para HH3C (n = 3.158) y HH4C (n = 286), lo que indicaría la presencia

de los alelos mutantes en el  núcleo de selección uruguayo.  Dado que la

totalidad de hijas (n = 10.788 para HH1C; n = 6.317 para HH3C; n = 573

para HH4C) fueron evaluadas para características de producción de leche y

dejaron descendencia a nivel nacional.

Del análisis del  experimento III  se revela un fuerte componente de

material genético proveniente, principalmente, de Estados Unidos y Canadá,

como fue observado anteriormente en otros trabajos (Artigas et al., 2020),
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donde,  presumiblemente,  se originaron las  mutaciones  fundadoras  de  los

haplotipos HH1 y HH3 (Häfliger et al., 2022, Fritz et al., 2018, Fritz et al.,

2013, VanRaden et al., 2012, VanRaden et al., 2011b). Se ha observado que

la mutación HH4 provino de Europa (Cole et al, 2016, Fritz et al., 2013), ya

que  no  fue  encontrada  en  los  toros  americanos  y  canadienses  de  la

evaluación genética lechera nacional.

De la totalidad de toros con información genética del experimento III

que conforman parte del acervo genético de la raza Holando, se detectaron

90 animales portadores del haplotipo HH1 (HH1C = 6,1 %), 60 (HH3C = 4,1

%) del HH3 y 6 (HH4C = 0,4 %) del HH4. El número de toros portadores de

estos haplotipos podría ser mayor, dado el bajo número de animales con

información genética disponible en las bases de datos públicas respecto a su

estatus  genético  para  la  enfermedad,  incluyendo el  99,5  % de los  toros

Holando  uruguayos.  En  este  aspecto,  el  comportamiento  similar  fue

observado para la enfermedad hereditaria braquiespina (Artigas et al., 2020).

La alta proporción de toros sin test de diagnóstico molecular en el catálogo

de padres puede ser explicada por el hecho de que este análisis incluye toros

anteriores a que se publicaran los tests de diagnóstico para las mutaciones

en los genes APAF1 (HH1), SCM2 (HH3) y GART (HH4) (Adams et al., 2016,

Cole et al., 2016, McClure et al., 2014, Fritz et al., 2013).

A  pesar  de  que  las  mutaciones  asociadas  a  los  haplotipos  HH1

(APAF1),  HH3 (SMC2), HH4 (GART), JH1 (CWC15) y CVM (SLC35A3) han

sido identificadas hace 10 años, este estudio del experimento III es el primer

reporte realizado en Uruguay por el cual se evaluaron los datos reproductivos

con los datos genómicos del genotipado utilizando el chip  GeneTitan® de

2.500 SNP con una imputación muy precisa, en donde se logró detectar la

presencia de los alelos mutantes asociados a los genes APAF1 (c.1741C > T;

rs448942533; HH1) y SLC35A3 (c.538G > T;  rs438228855; CVM), lo que
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facilitó  el  monitoreo  y  análisis  simultáneo  de  un  gran  número  de  vacas

Holando  y  cruzas  Holando  con  Jersey.  Se  observó  la  presencia  de  los

mencionados  alelos  mutantes  en  vacas  repetidoras  que  dieron  terneros

muertos y se consideró la necesidad de profundizar el conocimiento sobre

sus efectos en el desempeño reproductivo con un mayor número poblacional

para  los  análisis  estadísticos  de  asociación.  Ghanem et  al.  (2017)  han

observado vacas portadoras de CVM y HH1 que eran repetidoras,  lo que

podría deberse a una disfunción ovárica. En un estudio previo, Ghanem et al.

(2010) encontraron que la concentración de progesterona tendía a disminuir

durante el ciclo estral en las vacas portadoras de CVM debido a disfunciones

lúteas, lo que podría reducir la tasa de concepción y aumentar la frecuencia

del síndrome de reproducción repetida en estas vacas. Debido a las razones

anteriores, Ghanem et al. (2017) estudiaron la fertilidad en vacas portadoras

de la mutación  APAF1 (HH1) mediante la medición de la concentración de

progesterona en la leche descremada como una herramienta para indicar la

función  ovárica  en  las  vacas  y  encontraron  que  las  concentraciones  de

progesterona  no  difirieron  significativamente  (p  =  0.8)  entre  las  vacas

portadoras de HH1 y no portadoras a los primeros 45 días después de la

inseminación artificial.  Por tanto, se hace necesario realizar estudios para

cuantificar las pérdidas económicas en los predios lecheros con presencia de

los haplotipos de Holando, así como también realizar estudios de pedigrí y

genotipado de los animales como herramienta para evitar los apareamientos

entre  portadores  de  algunos  de  estos  haplotipos.  A  su  vez,  conocer  los

efectos  de  estos  haplotipos  sobre  las  características  de  desempeño

reproductivo, descartar si existen disfunciones ováricas por la concentración

de la  progesterona  en las  vacas  portadoras  o disminución en la  tasa de

concepción. Habría que considerar también los valores de medición de la

progesterona en los análisis estadísticos para analizar si existen efectos de la
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mutación de los haplotipos  asociados a abortos. La prevalencia  de vacas

portadoras observadas para la mutación  APAF1 (HH1) en este estudio del

experimento  III  fue  similar  en  un  rango  de  1,8  al  4,5  % para  ganado

Holando en la bibliografía internacional (Adams et al., 2016, Schütz et al.,

2016, VanRaden et al., 2011b) y nacional (Briano-Rodríguez et al., 2021).

Todas  las  vacas  validadas  en  este  estudio  del  experimento  III

presentaron un genotipo homocigota tipo silvestre y, por tanto, están libres

de las enfermedades asociadas a los haplotipos: HH3 (SMC2), HH4 (GART) y

JH1  (CWC15),  y  no  se  identificaron  alelos  mutantes  en  la  población

analizada. Sin embargo, existen estudios internacionales que determinaron

las prevalencias en un rango de 0,7 y 5,1 % (Schütz et al., 2016, Cooper et

al., 2014, Fritz et al., 2013, VanRaden et al., 2012) y los efectos letales de

los  haplotipos  HH3  (SMC2)  y  HH4  (GART)  con  pérdidas  embrionarias

inmediatamente  después  de  la  concepción,  que  no  son  observables

fenotípicamente y, sin embargo, la reducción de la tasa de concepción ocurre

antes de los 60 días, y mientras HH1 (APAF1) y CVM a través de toda la

gestación (Häfliger et al., 2022, Schütz et al., 2016, Cooper et al., 2014, Fritz

et al., 2013, Norman et al., 2012, VanRaden et al., 2012, VanRaden et al.,

2011a). En Uruguay, se encontraron alelos mutantes de los haplotipos HH3

(3,13 %) y HH4 (1,04 %) en una población de terneros Holando nacidos en

2016 (Briano-Rodríguez et al., 2021). Estos terneros, hoy en día, pasarían a

ser reproductores con información genética y deberían estar registrados en

el catálogo de padres de la Evaluación Genética Lechera de la raza Holando.

Para la raza Jersey, no existen reportes sobre la presencia de portadores de

la enfermedad JH1 (CWC15) en Uruguay. Para evitar la propagación de esta

enfermedad, se recomienda realizar un análisis de los pocos 90 registros de

toros  Jersey  nacionales  e  importados,  nacidos  entre  1978  y  2012

(Evaluaciones  Genéticas  Lecheras,  disponible  en
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www.geneticalechera.com.uy, actualizado en 01/07/2022), del  catálogo de

padres  Jersey  2022  para  detectar  la  presencia  del  alelo  mutante.  Esta

enfermedad fue reportada por científicos del ARS-USDA de EE. UU. a partir

del  2013  (Sonstegard  et  al., 2013)  y  su  origen  se  rastreó  al  toro

norteamericano  de  élite  Observer  Chocolate  Soldier

(JERUSAM000000596832) nacido en 1962 (VanRaden  et  al.,  2011a).  Este

toro engendró 1.454 hijas para producción de leche y, como consecuencia,

su impacto se magnificó aún más con 107 hijos y 715 nietos utilizados en la

inseminación artificial para generar >50.000 nietas y > 200.000 bisnietas.

Como resultado, la frecuencia de heterocigotos JH1 aumentó rápidamente al

inicio y se ha estabilizado en un 20 a 25 % desde 1980. VanRaden  et al.

(2004) examinaron 52.449 registros de fertilidad de toros heterocigotos JH1

apareados con hijas de toros heterocigotos JH1 y encontraron una tasa de

éxito  de  concepción  del  33,3  %  frente  al  37,0  %  para  290.373

apareamientos  contemporáneos  de  toros  normales  con  hijas  de  toros

normales. La reducción en la tasa de concepción de 3,7 % confirmó a JH1

como  enfermedad  recesiva  letal,  en  concordancia  aproximada  con  la

reducción esperada de 4,6 %. La tasa de éxito de la concepción fue del 36,3

% en 57.523 montas de toros heterocigotos con hijas de toros normales, con

una  ligera  reducción  del  0,7  %  potencialmente  causada  por  madres

heterocigotas con herencia materna JH1 (Sonstegard et al., 2013).
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9. CONCLUSIONES

En esta tesis doctoral se logró:

 Optimización  de  la  técnica  de  PCR-HRM  en  tiempo  real para  la

detección del  alelo mutante del gen SLC35A3 (c.538G > T) asociado

con  la  enfermedad  CVM, en  forma  rápida,  específica,  fácilmente

interpretable y de bajo costo, lo que facilita el análisis simultáneo de

un gran número de bovinos Holando.

 Optimización  de  la  técnica de  PCR-melting en  tiempo  real  para  la

detección del inserto mutante BoERVK del gen APOB asociado con la

enfermedad CD, en forma rápida, específica, fácilmente interpretable

y  de  bajo  costo,  lo  que  facilita  el  análisis  simultáneo  de  un  gran

número de bovinos Holando.

 Monitoreo de los SNP asociados a los genes SLC35A3 (rs438228855;

CVM), APAF1 (rs448942533, HH1), SMC2 (rs456206907, HH3), GART

(rs465495560, HH4) y CWC15 (rs1115118696, JH1) utilizando el chip

GeneTitan® y  los  registros  reproductivos  tradicionales,  en  forma

rápida,  altamente  precisa  e  informativa,  lo  que  facilita  el  análisis

simultáneo de un gran número de vacas Holando y cruzas Holando

con Jersey.

 Conocimiento sobre la contribución genética de los alelos mutantes

asociados  a  los  haplotipos HH1,  HH3  y  HH4  de  los  toros

internacionales y nacionales utilizados como padres en los sistemas de

evaluación genética lechera de Uruguay.
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 Generación del banco de ADN con controles portadores (CVM, CD y

HH1) y libres de enfermedades (CVM, CD, HH1, HH3, HH4 y JH1). 
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10. PERSPECTIVAS

La presente tesis doctoral pone de relieve la necesidad de llevar a

cabo futuros proyectos de investigación en el campo de la genética y salud

animal. Sugerimos profundizar el estudio del efecto de SLC35A3 (c.538G >

T; CVM) y APAF1 (c.1741C > T; HH1) (así como de otras mutaciones) sobre

el  desempeño  reproductivo  de  la  población  lechera  Holando  y  Jersey  de

nuestro país. Para eso, consideramos necesario y recomendamos ampliar los

registros  fenotípicos  con  la  determinación  endócrino-metabólica  para

concentración  de  progesterona  (P4) en  la  leche  descremada  como  una

herramienta  para  indicar  la  función  ovárica  en las  vacas,  además  de  los

reproductivos tradicionales (número de servicios por concepción, tasa de no

retorno, tasa de preñez, etc.), para los análisis estadísticos de asociación.

Por tanto, el número de enfermedades hereditarias y predisposiciones

genéticas  en  la  que  un  ternero  podría  ser  analizado  está  aumentando

constantemente en el catálogo de la OMIA y, a su vez, ha disminuido los

costes de la tecnología de secuenciación. Consideramos que realizar otros

análisis con la optimización de nuevos protocolos de diagnóstico genético-

molecular para el análisis de las variantes alélicas utilizando chips de SNP

integrados  a  las  evaluaciones  genéticas  lecheras  mediante  selección

genómica  ayudarán  a  los  médicos  veterinarios  y  ganaderos/criadores  a

identificar qué animales darán las crías que generarán un mayor volumen de

producción  lechera  y  de  carne  a  la  vez  de  tener  en  cuenta  otras

características no deseables que afectan la producción y el bienestar animal. 

Durante el  desarrollo  del  trabajo experimental  que dio  origen  a la

presente tesis también se obtuvo un banco de ADN con controles portadores

y  libres  de  enfermedades  estudiados  que  podrán  emplearse  en  nuevos

protocolos de diagnóstico génetico-molecular para su optimización aplicando
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otras  variantes  de  la  PCR  para  la  interpretación  y  confirmación  de  los

genotipos de bovinos.

Se espera que estos materiales genéticos y datos sean utilizados por

diferentes  investigadores  y  estudiantes  y  que  su  uso  contribuya  en  la

formación de recursos humanos en diferentes áreas. Asimismo, se pretende

que las técnicas PCR-HRM/melting en tiempo real puedan ser transferidas a

los veterinarios y ganaderos/criadores al  momento de tomar decisiones y

establecer las estrategias de cría, apoyando el mantenimiento de la salud de

las vacas y toros de la raza Holando.
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12. ANEXOS

12.1. ANEXO 1: IDENTIFICATION OF HOLSTEIN COWS 

CARRIERS OF COMPLEX VERTEBRAL MALFORMATION 

BY HIGH RESOLUTION MELTING CURVES (HRM)
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12.2. ANEXO 2: OPTIMIZATION OF REAL-TIME PCR-MELTING 

FOR DETECTION OF THE CHOLESTEROL-DEFICIENCY 

MUTATION IN HOLSTEIN FRIESIAN CATTLE
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12.3. ANEXO 3: MÉTODOS DE DIAGNÓSTICO GENÉTICO-

MOLECULAR PARA IDENTIFICAR ENFERMEDADES 

MONOGÉNICAS EN BOVINOS HOLANDO
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12.4. ANEXO 4: REGISTROS REPRODUCTIVOS DE LAS VACAS 

DEL TAMBO DEL CAMPO EXPERIMENTAL N.°2 DE LA 

FACULTAD DE VETERINARIA

189



190



191



192



193



194



195



196



197



198




