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RESUMEN

El programa de mejora genética de la raza Assaf utiliza como criterio de seleccion ademas de la
produccion de leche (PL), el porcentaje de proteina (PP) y porcentaje de grasa (PG), ambos
relacionados con la calidad de la leche y el rendimiento quesero. Igualmente, desde una perspectiva
de calidad higiénico-sanitaria, el Recuento de células somaticas (RCS) es un indicador de la
salubridad de la ubre, y permite la eliminacién precoz de animales con mamitis clinicas o
subclinicas, pudiendo aplicar incentivos econdmicos en la venta. En el presente trabajo han sido
estudiados factores genéticos relacionados con la produccion y calidad de la leche, asi como su
calidad higiénico sanitaria en ovejas de raza Assaf, utilizando como estrategia andlisis de
asociacion de genoma completo (GWAS) con plataformas de genotipado masivo de marcadores
SNPs, y la posterior validacion de resultados a través del genotipado en toda la poblacion mediante
KASP. En resumen, hemos identificado 2, 6, 3, 15, 25 y 5 SNPs asociados a los fenotipos PL, PP,
PG, PL, (porcentaje de lactosa), ES (porcentaje de extracto seco), y RCS, respectivamente,
mediante GWAS a nivel de significacion cromosomica. De estos SNPs, 3 se han validado mediante
estudios de asociacion en toda la poblacidn de estudio, estando dos de ellos asociados al RCS
(rs419096188 y rs424642424), en dos regiones del cromosoma OAR19 en la que estan anotados
genes relacionados con la respuesta inmune (NUP210, HDAC11 y ARPP21). Ademas, el SNP
rs419096188 se ha asociado al CL, presentando una correlacion negativa con el RCS, de forma
que la seleccion a favor del genotipo AA produciria una disminucion del RCS e incremento del
CL. Finalmente, el SNP rs419686662 se ha asociado al PP, y se encuentra localizado cerca del gen
FGFR2, que codifica para un receptor de factores de crecimiento fibroblastico que se han asociado

con en el desarrollo y funcionalidad de la glandula mamaria en produccion.



ABSTRACT

The main focus of the genetic selection program of the Assaf sheep breed is to increase milk yield
and quality (protein and fat content). Furthermore, traits related with milk health based on somatic
cell count (SCC) as an indicator trait for mastitis resistance is being used and allows the elimination
of animals with clinical or subclinical mastitis. In the present work, genetic factors related to milk
production, quality and udder health in Assaf sheep have been studied, using as a strategy the
genome-wide association analysis (GWAS), using a platform of thousands SNPs. Subsequent
validation of results through genotyping by KASP was performed. In summary, we have detected
2,6, 3,15, 25 and 5 SNPs associated to milk production, protein percentage, fat percentage, lactose
percentage traits, solids percentage and SCC, respectively, at chromosome-wise threshold.
Validation studies confirmed the GWAS association data for three SNPs. The SNPs rs419096188
and rs424642424 were associated to SCC, being located in two different regions of the OAR19
chromosome. In this regions, three genes related to the immune response (NUP210, HDAC11 y
ARPP21) were annotated close to the SNPs. Furthermore, the SNP rs419096188 was also
associated to lactose percentage trait, with a negative correlation with SCC. Finally, the SNP
rs419686662 was associated to protein percentage, being this SNP located to the FGFR2 gene that

could be related to mammary development.
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l. Introduccién

1.1 La importancia del ganado ovino lechero

La mayor parte de la produccion lechera ovina tiene lugar en Asia con 4.924.398 toneladas de
leche en el afio 2018, es decir, el 46% de la leche ovina mundial, Africa con 2.447.623 toneladas,
el 23%, y Europa contribuye con 3.168.166 toneladas, siendo un 14,3% del censo mundial ovino
lechero, que dadas sus elevadas producciones medias individuales aporta un 29% de la produccion
lactea a nivel mundial. Sus principales paises productores son Grecia, Rumania, Espafia, Italia y
Francia, en este orden (FAOSTAT, 2018).

1.1.1 EIl ganado ovino lechero en Espaina

En 2018 el nimero de cabezas de ovino en Esparia se situd alrededor de los 15,8 millones, siendo
el segundo pais de la UE tras Reino Unido con un 27% de la produccion mundial. En Espafia
existen cerca de 7.000 explotaciones de produccion de leche de oveja (6.742 en 2018), con un
censo de unas 2.200.000 ovejas de ordefio (2.225.120 ovejas en 2018) (MAGRAMA, 2019).

Espafia, con un 9,7%, es el cuarto pais con mayor censo de la UE, por detras de Rumania, Grecia
e Italia, cuya produccion de leche de vaca, oveja y cabra es de mas de 8.200.000 de toneladas
durante el afio 2019 segin FEGA (Fondo Espafiol de Garantia Agraria), correspondiendo el 6,22
y 5,8% a la produccion de leche de oveja y cabra, respectivamente. Concretamente la leche de
oveja contribuye en un 15% a la Unidn Europea. A pesar de tener poco impacto como proveedor
de leche a nivel mundial, su importancia es cualitativa por su repercusion social respecto a las
poblaciones rurales, la conservacion medioambiental, o el hecho de ser la base de elaboracion de
productos de alta calidad, como los quesos, que estadn circunscritos a ciertas regiones que
contribuyen notablemente al desarrollo econdmico (Buxadé, 1996). De hecho, el aprovechamiento
de recursos pastables de zonas marginales y la ocupacion de mano de obra de caracter familiar
alejada de los grandes centros urbanos, contribuyen al asentamiento de la poblacion rural, evitando

el despoblamiento de las zonas méas desfavorecidas.

Por otra parte, su importancia varia entre continentes, paises, segin necesidades y condiciones
particulares de cada lugar, siendo gran parte de la produccion destinada al sector industrial para la
transformacion en productos derivados, no diferenciados, como el yogur, la cuajada y el queso de
mezcla (Sanchez-Rodriguez, 2011). La utilizacion de la leche de oveja para la produccién de queso

artesanal puro ha aumentado discretamente en los Gltimos afios con la idea de incrementar el valor
1



afiadido del producto generado en la propia explotacion, gracias a las diferentes politicas de
fomento de la produccion quesera bajo el amparo de las diferentes Denominaciones de Origen
tales como Idiaz&bal, Roncal, Manchego, Zamorano, Queso de la Serena, Torta del Casar, etc.
Estos quesos son muy apreciados en los mercados nacionales e internacionales y son elaborados
fundamentalmente a partir de leche de razas locales, de produccién mixta carne/ leche y explotadas
mayoritariamente bajo sistemas de exploracion tradicionales que van desde el extensivo hasta el
semi-intensivo. El sector ovino espafiol es la segunda potencia productora de leche de oveja en el
ambito comunitario, representando en términos econémicos el 2,5% de la Produccion Final
Ganadera con un valor de 462 millones de euros en 2017 (INFOLAC, 2017). Ademas, en el afio
2019 se logro recuperar la primera posicion como principal pais europeo en la elaboracion de
queso puro de oveja cuyo consumo mantiene una tendencia positiva en los hogares espafioles

(Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2019).

Segun MAGRAMA (2019), si analizamos los datos por Comunidad Autonoma espafiola del afio
2018, la produccién de leche de ganado ovino se concentra en dos regiones principalmente,
Castilla y Ledn y Castilla- La Mancha, donde se produjeron aproximadamente 300 millones
(54,9%) y 175 millones (32%) de litros, respectivamente. En Aragon, la produccion lactea de ovino

supone un 0,8% del total producido en Espafia, duplicandose casi su produccion del 2015 al 2018.

1.1.2 La explotacion del ganado ovino lechero espafiol

La tradicion espafiola en el ganado ovino lechero ha sido la explotacion de razas autdctonas
adaptadas a sus zonas de origen, predominando la produccién lechera ovina en Castilla 'y Ledn con
las razas Churra y Castellana, en Castilla-La Mancha con la raza Manchega y en el Pais VVasco y
Navarra, con las razas Latxa y Carranzana. Sin embargo, en la actualidad mas del 45% de la
produccién procede de animales de razas foraneas que aportan una mayor productividad como
Assaf, Awassi y Lacaune, o del cruce de estas con razas autoctonas (Ugarte et al., 2001; Ugarte et
al., 2002). Este cruce es un tipo de estrategia utilizada como mejora genética, junto con la seleccion
de reproductores mejorantes mediante el control de rendimientos dentro de una explotacion de

animales de raza pura.

En la Tabla 1, se muestran de forma resumida censos y caracteristicas productivas de las

principales razas destinadas a la produccién de leche ovina en nuestro pais (Legaz, 2016).

1.2 La raza Assaf como especie ovina espafola



Tradicionalmente en Espafa, la produccion de ovino de leche se ha basado en razas autoctonas
bien adaptadas a sus respectivas regiones de origen, en sistemas de explotacién semi-extensivos
(razas Churra y Castellana en Castilla y Ledn, raza Manchega en Castilla-La Mancha, o razas
Latxa y Carranzana en el Pais VVasco y Navarra).

Tabla 1. Caracteristicas productivas de las principales razas destinadas a la produccion de

leche de oveja en nuestro pais.

Raza y principales
localizaciones

Merina
Extremadura

Manchega

Castilla - La Mancha,

Madrid,
Valencia

Castellana
Castillay Leon

Assaf

Castillay Leon,
Madrid, Navarra,
Castilla -La Mancha

Churra
Castillay Leon

Latxa
Pais Vasco y
Navarra

Produccidén

Leche: solo 40/50 dias de ordefio.
D.O.P Torta del Casar D.O.P. Queso
de La Serena y queso de los
Pedroches. Carne: Corderos de 20/25
kg/ pv en 60-90 dias. Denominacion
especifica Cordero de Extremadura
"CORDEREX". Lana

Leche: 200 L/oveja/afio. 165 L/120d.
D.0.P Queso Manchego desde 1985.
Carne: Corderos pesados, corderos
Pascuales de 22-28 Kg/pv y corderos
de 8-14kg. 1.G.P de Cordero
Manchego (1996).

Leche: 120 L / 150 dias. D.O.P queso
Zamorano. Carne: Corderos
del0/12kg, 18/25 Kg y 30/35 kg/ pv.
I.G.P Lechazo de Castilla y Leon.
Leche: 330 L/ 150 dias.

Carne: Corderos lechales 10 kg.

Leche: 115 L/120 dias. D.O.P queso
Zamorano. Queso Castellano vy
Villalén, Burgos. Carne: Corderos
lechales de 9-12 kg hasta 30 dias.
I.G.P. Lechazo de Castilla 'y Ledn.
Leche: 126 L/120 dias.

D.O.P. Quesos ldiazabal y Roncal.
Carne: Corderos lechales.

Sistema
de Produccion

Extensivo
(Dehesa)

Semi-extensivo
hasta
intensivo

Semi-extensivo/
semi-intensivo

Intensivo/
semi-intensivo

Semi-extensivo

Extensivo /
semi-extensivo



Lacaune Leche: 350 L/ 150 dias.

Castilla-La Mancha, Carne: Corderos lechales 10 kg.

Castillay Leon, Intensivo
Madrid, Andalucia,

Extremadura

Fuente: Legaz, 2016.

Actualmente el sector lacteo ovino se ha transformado, consecuencia de la incorporacion de razas
foraneas de alta produccion, como Assaf y Lacaune, y Awassi en menor medida, ademas de una

forma de explotacion basada en sistemas intensivos de produccion.

El presente trabajo se centra en la raza ovina Assaf, de origen Israel por el cruzamiento de Awassi
y Milchschaf (ARO 1955, Organizacion para la Investigacion Agricola) obteniendo tanto las
caracteristicas de especializacion lechera de Awassi, como las de prolificidad y precocidad de
Milchschaf (https://www.assafe.es/pagRaza/id/es/m/3), convirtiéndose en una raza con alto
potencial productivo que resulta interesante para la ganaderia lechera. En Espafia, fue reconocida
como raza el 5 de agosto de 2003 (Orden APA/ 2420/2003), catalogada como raza de terceros
paises. La denominacion de raza Assaf espafiola, surge de un proceso de adaptacion-seleccion, asi
como de sucesivos cruzamientos por absorcion con las razas autoctonas espafiolas, que

probablemente la llevan a diferenciarse genéticamente de la raza Assaf originaria de Israel.

El aspecto general es bastante caracteristico, de color blanco, aunque pueden presentar
coloraciones rojas o negras en partes distales como cara y extremidades, el perfil es subconvexo y
tienen un tamafio grande (hembras 70 - 80 kg, machos 90 - 110 kg). En cuanto a la morfologia de
las mamas, son simétricas y desprovistas de lana, los pezones son de tamafio medio y estan bien
implantados en el borde inferior de la mama, con tendencia a situacion lateral mejorando la aptitud
lechera. Segun ASSAF.E (Asociacion de Criadores de Ganado Assaf de Espafia) se caracterizan
por su elevada produccidn, con lactaciones prolongadas medias que alcanzan los 210 dias y pueden
superarlos, con buena adaptacion al ordefio mecanico. La produccion media normalizada en
controles oficiales a 150 dias de lactacion es de 350 litros (2,2 litros/ dia), con composicién media
de la leche de 6,2% de grasa, 5,3% de proteina y 16,8% de extracto seco. Su aptitud carnicera se
limita a la produccién de corderos lechales (ASSAF.E, 2015; FEAGAS, 2015).

En la actualidad, en Espafia estan censados un total de 138.784 animales de la raza Assaf repartidos
en 122 ganaderias distribuidas principalmente en Castilla y Leén. (MAGRAMA, 2019) (Tabla 2).



Tabla 2. Censo y distribucion actual de la raza Assaf en Espafia a 31/12/2019.

Total Reproductores

Comunidad auténoma N° Explotaciones
Hembras Machos  Hembras  Machos | libro genealdgico

Andalucia 654 24 553 24 1
Aragoén 1,106 27 898 22 1
Castilla la mancha 6,163 342 5,364 336 6
Castilla Ledn 125,232 6,226 104,766 5,981 107
Cataluia 462 18 431 18 2
Madrid 3,270 121 2,922 121 3
Navarra 1,897 58 1,927 59 2
Total 138,784 6,816 116,861 6,561 122

Fuente: MAGRAMA, 2019.
1.3Variables de estudio asociadas al ganado ovino lechero

La raza ovina Assaf se caracteriza por su gran potencial productivo, sin embargo para mejorar los
resultados de una explotacion se utiliza el control de rendimientos (toma de datos fenotipicos) o
control lechero regulado mediante el Real Decreto (CE) 368/2005, de 8 de abril, (Gltima
actualizacion en el Real Decreto (CE) 419/2015, del 29 de mayo). El control oficial del
rendimiento lechero, es un conjunto de actuaciones cuyo objetivo es la evaluacion genética de los
reproductores de aptitud lechera para mejorar las producciones lacteas y que consistird en la
comprobacion sistematica de la cantidad de leche producida y de sus componentes (composicion
de grasa, proteina, lactosa, extracto seco y células somaticas), asi como la recogida de otra
informacion para su incorporacion a los esquemas de seleccidn aprobados para las diferentes razas.
El objetivo es conocer y evaluar la especie productora sobre su aptitud lechera para mejorar la
productividad analizando tanto composicién como cantidad, y ademéas gracias a los datos

generados, incorporar informacién de esquemas para la seleccion de las diferentes razas.

Por lo tanto, acorde a lo establecido se deberian considerar como caracteres de estudio tanto la
produccién como el contenido de los principales componentes de la leche, teniendo en cuenta
aquellos factores que puedan influir en la calidad y productividad, tales como la épocay el tipo de
parto, la edad, el estado de nutricién, la lactacion, salud y tamafio de la ubre y la duracién del

ordefio y periodo seco (Abecia y Palacios, 2018).



1.3.1 Composicién leche de oveja

La bromatologia de un alimento, leche ovina en este estudio, es imprescindible para lograr una
mejor comprension de sus propiedades y componentes (BEDCA, Base de Datos Espafiola de
Composicion de Alimentos), y como se vera a continuacion son modificados segun determinados

factores intrinsecos y extrinsecos.
1.3.1.1 Grasa

La grasa es un constituyente que se encuentra en una emulsion estabilizada gracias a pequefios
glébulos esféricos envueltos por una membrana lipoproteica. Aporta un elevado valor nutricional
y efectos fisico- quimicos y sensoriales, ademas contribuye en la transformacion de la leche a
productos lacteos (Park et al., 2007). Segun BEDCA el porcentaje de grasa en la leche de oveja es
del 6,3%, sin embargo, segun el Sistema Nacional de Informacion de Razas Ganaderas (ARCA),

en leche de ovejas de raza Assaf es del 6,65%.

La leche de vaca varia en el contenido graso respecto a la leche de oveja, esta Ultima contiene
mayor proporcion de &cidos grasos de cadena corta, estearico y oleico, y una menor proporcion de
acido palmitico (Gallardo, 2013). En la raza Assaf concretamente, segun los analisis de un estudio
realizado en el Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragon (CITA), el grupo
principal de lipidos son los triglicéridos, siendo los acidos grasos que predominan palmitico,
oleico, estearico, miristico y caprico, y en cuanto a los acidos de cadena corta el acido butirico
supone el 2,64% de la leche (Estrada-Korta et al., 2013). Haciendo referencia a los porcentajes de
acidos grasos de cadena corta, media y larga, se obtuvieron unos resultados para la leche de raza
ovina Assaf del 9%, 55%, 37%, respectivamente. Los acidos de cadena corta y media resultan
interesantes de evaluar, ya que son responsables de las caracteristicas organolépticas de la leche y,
por ende, de los productos lacteos obtenidos de su transformacion (Park et al., 2007). En un estudio
publicado recientemente se llevo a cabo la estimacion de parametros genéticos asociados con la
lactancia y los rasgos productivos en ovejas lecheras cruzadas, dando como resultado una
moderada heredabilidad del rendimiento en grasa y una elevada heredabilidad respecto al

porcentaje de grasa lactea (Murphy et al., 2017).
1.3.1.2 Proteinas

Los compuestos nitrogenados pueden ser encontrados en forma de proteinas del lactosuero o
también como caseinas, siendo estas Ultimas aproximadamente el 80% de las proteinas de la leche.

La mayor parte de la leche ovina es destinada a la produccion de quesos, yogures y cuajadas,
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influyendo en su elaboracion la cantidad de proteinas desnaturalizadas asociadas a las caseinas
(Huppertz et al., 2004). Dada la importancia de este componente, ASSAF.E lleva un control oficial
de la composicion media de la leche obteniendo unos resultados del porcentaje de proteina del
5,3% (ASSAF.E, 2015, FEAGAS, 2015).

Gutiérrez et al. (2017) observo una caracteristica que consiste en que las ovejas mas productoras
de la raza Assaf no necesariamente dan lugar a un porcentaje inferior de proteina, lo que resulta
interesante ya que el contenido de grasa y proteina influye positivamente en el rendimiento
quesero. Ademas, el rendimiento y porcentaje de proteina tienen una moderada y elevada
heredabilidad. Esto sugiere que se puede llevar a cabo una seleccidn genética, de forma que elegir
futuros reproductores para la posterior transmision a la descendencia podrian ser una buena

estrategia (Murphy et al., 2017).
1.3.1.3 Extracto seco

El extracto seco (ES) también es medido por el control oficial lechero. Se trata del total de
constituyentes solidos, es decir, materia grasa, fraccion proteica, hidratos de carbono y minerales

sin contar con el porcentaje de agua que contiene la leche.

La composicion de la leche ovina se caracteriza por un porcentaje de extracto seco del 12%. Segun
los datos publicados recientemente en ARCA en el afio 2018, el porcentaje de extracto seco en la

raza Assaf se sitta en el 10,37%.
1.3.1.4 Lactosa

El contenido de lactosa en leche de oveja es del 4,6%, es el Unico componente que aumenta al
principio de la lactacion, después se mantiene constante, y finalmente disminuye en el ltimo tercio
del periodo de lactacion (Nava-Garcia et al., 2019). Respecto a su heredabilidad, es 0,43, siendo
la seleccion genética del porcentaje de lactosa factible para la mejora de comercializacion de la
leche (Costa et al., 2019).

La cantidad de lactosa sintetizada es el principal mecanismo regulador del volumen de leche, por
lo que afecta al rendimiento de la produccion lactea, y esta influenciada por diversos factores como
el nimero de partos, la etapa de lactancia, el estado de salud de las ubres y la influencia individual
del animal (Fox et al., 2015). De hecho, la sintesis y disponibilidad de lactosa en la ubre disminuye

en presencia del alto recuento de células somaticas, debido no solamente a que los patdgenos



utilizan lactosa como sustrato, sino también al aumento de la homeostasis mamaria durante la
inflamacion (Alessio et al., 2016; Costa et al., 2019).

Por otro lado, el contenido en lactosa influye en la calidad sensorial de los productos lacteos. Esto
se debe a que la fermentacion de la lactosa por los microorganismos y enzimas presentes en la
leche da lugar a la formacién de acido lctico, &cido propidnico y otros componentes responsables
del gusto y olor caracteristicos del queso. Una reduccién del contenido en lactosa afecta
significativamente al rendimiento quesero, disminuye la vida util, y reduce la aceptacion del

consumidor (Keefe y EImoslemany, 2007).
1.3.1.5 Recuento de células somaticas

El recuento de células somaticas (RCS) es un parametro cuya utilizacion es primordial para
determinar la calidad higiénico-sanitaria de la leche de oveja, asi como su precio (Raynal-Ljutovac
et al., 2007). Generalmente se encuentra asociado a una inflamacion mamaria e indica el nimero
de leucocitos que afluyen de la sangre de la oveja a la leche como respuesta a una agresion local.
Las CS estan formadas por celulas epiteliales, sanguineas y particulas citoplasmaticas,
observandose que las proporciones de las diferentes categorias de células varian durante el curso
de la lactancia y dependen también del estado sanitario animal. EI nimero elevado de estas celulas
afecta la calidad de la leche debido al aumento de las enzimas proteoliticas y lipoliticas, que
provocan el incremento de las proteinas séricas y la disminucion de caseina, asi como el aumento
de catalasas, fosfatasa alcalina y lipasas, que liberan acidos grasos y dan lugar a sabores y olores
extrafios en la leche (Echeverri et al., 2010). Cabe destacar, que el RCS presenta gran variabilidad
siendo particularmente elevado en el periodo de calostro y al final de la lactancia, pudiendo estar
influenciado por varios factores tales como la edad del animal, nivel de produccidn, estrés y estado

sanitario, entre otros.

Este parametro es un indicador de la presencia de mastitis en la glandula mamaria, la enfermedad
mas comun en ovejas lecheras, asi como de microorganismos patdégenos desencadenantes de
reacciones inflamatorias, dando informacion ademas de las pérdidas de produccion y de
modificaciones composicionales de la leche, tales como la reduccion del contenido en lactosa y de
la proporcion de caseinas con respecto a la proteina bruta (Marti, 2005). En la Unién Europea el
limite legal del RCS es establecido por el Reglamento CE 853/ 2004, los operadores de la cadena
alimentaria deben garantizar que la leche cruda cumpla con los siguientes criterios; respecto a la
especie bovina, la leche cruda de vaca debe tener un contenido de células somaticas por mililitro

< 400.000. Sin embargo, no se ha definido un limite legal de RCS en leche cruda de pequefios
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rumiantes, lo que si se establece es que la leche cruda de ovino y caprino debe contener <1.500.000
colonias de gérmenes a 30°C por mililitro, y < 500.000 si es leche cruda destinada a fabricacion

de productos lacteos sin ningln tipo de tratamiento térmico.

Las consecuencias negativas que ocasiona la mastitis en el sector lechero ha dado lugar a la
estimacion de parametros genéticos de produccion en relacion al RCS en ovejas de raza Assaf
espafiola, obteniendo como resultado que la heredabilidad del caracter resistencia a mastitis basado
en el fenotipo RCS, presenta valores moderados de 0,16. Por otro lado, se observaron correlaciones
positivas entre los caracteres asociados a la produccion de leche (0,39), indicativo de que los
animales resistentes a mastitis (menor RCS), presentan una mayor produccion de leche (Jurado y
Jiménez, 2017). Sin embargo, en otro estudio, se observd baja heredabilidad y moderada
repetibilidad para el caracter RCS (Murphy et al., 2017).

La bdsqueda de animales con fenotipos mejorantes y la seleccion de estos para transmitir a su
descendencia resistencia a la enfermedad, son alternativas interesantes, puesto que la
susceptibilidad a padecer infeccidn en las ubres es hereditaria (Tolone et al., 2016), sugiriéndose
la seleccidn genética como estrategia para la seleccion de animales resistentes a mastitis entre

distintas razas de ovejas lecheras (Banos et al., 2017).

1.3.2 Produccion lechera raza Assaf

Las ovejas de raza Assaf se caracterizan por su buena adaptacion al ordefio mecanico y elevada
produccidn lechera con lactaciones prolongadas medias que alcanzan los 210 dias. En el afio 2019
segun ASSAF. E, se obtuvo un total de produccion de 342.946.604 litros de leche, siendo la
produccién media normalizada en controles oficiales a 150 dias de lactacion, de 350 litros (2,2
litros/dia). Segin ARCA, 400 kg a 180 dias de lactacion.

Actualmente la leche de ovejas de raza Assaf en Espafia, debido a su alto potencial productivo,
ocupa el censo mayoritario ovino de aptitud lechera en la comunidad de Castilla y Ledn aportando

el 66,3% de la leche de oveja producida en Espafia.

1.3.3 Factores asociados a composicion v produccion de la leche ovina

1.3.3.1 Raza

La raza es uno de los factores principales intrinsecos debido a las diferencias de potencial

productivo, viéndose ademas una correlacién negativa entre dicho potencial y la composicién de



la leche. Los datos de ARCA muestran que la raza Assaf es una de las razas con mayor potencial
productivo, con una produccion de leche por lactacién de 400 kg, sin embargo, los porcentajes de
grasa y proteina son del 6,65% y 5,4%, respectivamente. Si comparamos con la raza Churra, la
produccion de leche media en una lactacion es de 117 kg, y los porcentajes de grasa y proteina del
7,01% y 5,79%, respectivamente. Otra raza con menor produccion de leche pero mayores
porcentajes de grasa y proteina, es la oveja Manchega, con 180 kg por lactacién media y unos

porcentajes de 7% y 5,6% para grasa y proteina, respectivamente.

Vista la variabilidad entre razas es imprescindible tener en cuenta el factor raza a la hora de realizar
un estudio genético sobre una poblacion ovina para mejorar su potencial de productividad en tanto

a rendimiento como en porcentajes.

1.3.3.2 Edad

La edad es un factor que afecta la productividad lactea ovina, generalmente conforme aumenta la
edad de las ovejas de una explotacion ganadera desciende significativamente la produccion de
leche (Herndndez et al., 2011; Elvira, 2016). Esto también sucede en ovejas de raza Assaf, y se
debe principalmente a que a mayor edad se da un menor pico de produccién combinado con una
menor persistencia de la lactacion, desencadenando lactaciones mas cortas (Pollot y Gootwine,
2004). La edad optima del primer parto se sitta entre los 390 y 450 dias de edad, es decir, de 13 a
15 meses. Las corderas cuyo parto se encuentra fuera de este rango da lugar a una menor
produccién a lo largo de su vida productiva, por lo que aumenta la probabilidad de ser desechadas

precozmente (Hernandez et al., 2011).

Este factor también influye sobre la composicion de la leche ovina, afectando tanto a grasa como
a proteina (Othmane et al., 2002). El perfil de los &cidos grasos sufre una modificacion,
observandose un aumento en los acidos grasos de cadena corta y media conforme aumenta la edad
del animal, y un descenso de los &cidos grasos monoinsaturados (MUFA) y acidos grasos
poliinsaturados (PUFA), todo ello en animales de 1 y 2 afios, ya que a partir de los 2 afios las

diferencias solamente se observan en los PUFAs (De La Fuente et al., 2009).

1.3.3.3 Estado y nimero de lactacion

El estado de lactacion influye sobre la composicidn lactea, cuando la lactacion alcanza su pico
disminuye la concentracion de grasa y proteina, sin embargo, estos aumentan progresivamente

conforme disminuye la productividad. En general, la variabilidad de los componentes de la leche
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de oveja durante la etapa de produccion es muy amplia, principalmente el porcentaje de grasa, y

en menor medida las proteinas y de lactosa (Kremer et al., 2015).

El nimero de lactacion estd asociado con la edad de la oveja, por lo general aumenta entre la
primera y segunda lactacion, y el maximo de productividad segun la raza se alcanza en la tercera,
cuarta o quinta lactacién (Buxadé, 1996). La raza Assaf en condiciones intensivas, alcanza su
maxima produccion en la segunda lactacion y disminuye a partir de la tercera, esto genera maximos

rendimientos precoces y lactaciones mas cortas (Pollott y Gootwine, 2004).

1.3.3.4 Tipo de parto

La prolificidad influye en la produccion lactea ya que el nimero de crias nacidas aumenta la
produccion lechera (Kremer et al., 2015). Esto es debido a un mayor desarrollo placentario y a una
mayor produccion de esteroides ovaricos, hormonas y lactégeno placentarios, provocando un
desarrollo incrementado de la estructura mamaria que genera una mejor produccion durante la
lactacion (Schoknecht et al.,, 1991). Sin embargo, los resultados de recientes y previas
investigaciones mostraron una baja heredabilidad y repetibilidad del nimero de corderos nacidos
por oveja. Ademas, se obtuvo una correlacion genética insignificante entre este factor con los
caracteres de rendimiento y porcentaje de grasa y proteina, y el caracter RCS (Hamann et al., 2004;
Murphy et al., 2017).

1.3.3.5 Epoca del afio

Este factor se asocia al afio y mes de produccion lactea. La estacion y las caracteristicas climaticas
de cada afo provocan variacion en las temperaturas y disponibilidad del pasto, afectando la calidad
y produccion de la leche. La composicion de la leche respecto a grasa y proteina varia segun sea
primavera u otofio. En primavera se caracteriza por un menor contenido en grasa y caseina, y por
tanto el rendimiento quesero es mejor en otofio, donde, ademas, no afectan las altas temperaturas

causantes del aumento del tiempo de cuajado y una menor firmeza de la cuajada (Sevi et al., 2004).

Recientemente, en ovejas de raza Lacaune ha sido detectada la influencia de la época de parto en
la produccién, observandose lactaciones menos productivas en ovejas nacidas en diciembre y
febrero a diferencia de aquellas nacidas en septiembre. Esto indica asociacion entre el retraso de

la pubertad y una mayor produccion lechera (Elvira, 2016).

En este apartado, se ha visto que la variabilidad ambiental, fisiologica y genética repercute en la
capacidad productiva y la calidad de la leche de una explotacién ganadera. En este Gltimo aspecto,

el factor explotacion que incluye manejo, alimentacion y estado higiénico sanitario (entre otros
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inherentes a la explotacion), es también un factor que influye altamente en los fenotipos

relacionados con la produccion y calidad de la leche.

1.4Programa de mejora genética en la raza Assaf

Desde el afio 2010, existe un programa de Seleccion Genética propuesto para la raza Assaf basando
la seleccion de la raza en pureza, a partir de los resultados de las valoraciones genéticas de los
reproductores en cada rebafio del nicleo de seleccion. Este programa de mejora genética se
desarrolla bajo la direccion y coordinacion de ASSAF.E, encargada también de la gestion del libro
Genealdgico de la raza; junto con ella colaboran distintos organismos y su principal objetivo es
aumentar la rentabilidad econdmica de las explotaciones que emplean esta raza. Para ello
establecen como objetivos de seleccion, el mantenimiento del estandar racial, el incremento de la
produccion de leche por lactacion y el incremento de la calidad de la leche (contenido de grasa y
proteina).

El programa de mejora de la raza Assaf se basa en:

- Recoleccion de datos productivos y genealdgicos. Esto se realiza mediante el control lechero.
La produccion lechera se toma en la misma explotacion, mientras que la calidad de leche se
mide en centros autorizados externos a la propia explotacion.

- Inseminacion artificial, para la conexion de rebafios y difusion de la mejora.

- Evaluacion genética de los diferentes caracteres:

= VG150: Valor genético en kg de leche tipificada a 150 dias de lactacion.

= [ndice de mérito genético combinado (ICO): incluye valor genético en Kg de grasa y
proteina tipificadas a 150 dias.

= Valor genético para el recuento de células somaticas (RCS).

= Valor genético de la morfologia mamaria en 5 parametros.

Se fijan como objetivos primarios la mejora de la cantidad y el rendimiento quesero de la leche.
En ambos casos, la seleccion de los caracteres a través de los cuales se selecciona para estos
objetivos se ha hecho en funcidén de la heredabilidad de los mismos. La cantidad de leche se
selecciona a traveés del caracter leche por lactacion tipificada a 150 dias de lactacidn, que presenta
una estimacion de la heredabilidad de 0,31 (Jurado y Jiménez, 2017). Para el rendimiento o
extracto quesero se considera el porcentaje de proteina y de grasa en leche que presentan
heredabilidades en la raza Assaf de 0,23 y 0,20, respectivamente (ASSAFE, 2011).
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Por ultimo, se ha de mencionar que la heredabilidad para el RCS también presenta valores medios
de 0,16, mientras que los caracteres de morfologia de la ubre muestran heredabilidades elevadas
que van desde 0,236 (tamafio de los pezones) a 0,419 (profundidad de la ubre) (Jurado y Jiménez,
2017). En la raza Assaf no hay una estimacion para la heredabilidad del porcentaje de lactosa o
extracto seco, pero en otras razas italianas, como Comisana, Leccese, y Sarda, la heredabilidad
para el caracter contenido en lactosa varia entre 0,14 y 0,18 (Selvaggi et al., 2017).

Dentro del esquema de seleccion de la raza, hay que destacar que desde el afio 2003 y a
consecuencia de la normativa europea de incluir criterios de seleccidn relacionados con la
resistencia a las encefalopatias espongiformes transmisibles en ovino (EET), en el programa de
seleccion de la raza Assaf también se incluyen planes de erradicacion de genotipos sensibles al
Scrapie. Estas decisiones afectan, principalmente, a los sementales ubicados en los centros de
Inseminacion Acrtificial (se eliminaron los animales del centro portadores del alelo VRQ y solo se
admite la entrada de animales nuevos portadores de al menos un alelo ARR, es decir, machos

pertenecientes a los grupos R1, R2 y R3).

Por altimo, es remarcable que la raza ovina Assaf se esta incluyendo la informacion gendémica en
sus valoraciones genéticas, implantandose un esquema de seleccion gendmica. En el apartado

siguiente se explica con més detalle en que consiste la seleccion gendmica.
1.5Uso de la informacion molecular en los esquemas de seleccion

La mayoria de los caracteres de interés en Produccién Animal presentan una base genética
compleja, al estar determinados por un nimero elevado de genes con un efecto individual pequefio
y aditivo (poligenes o QTL), asi como por el ambiente, e interacciones maltiples entre genes y
ambiente. El avance de un programa de seleccidn clasico, con informacion sobre méritos genéticos
de los reproductores basados en el control de rendimientos de la progenie sera mas lento y con una
menor fiabilidad en aquellos caracteres con heredabilidades bajas. Por otra parte, para los fenotipos
mencionados se obtienen valoraciones genéticas fiables si los animales han tenido varios partos y
por lo tanto han podido pasar varios afios, ademas hay que tener en cuenta la variabilidad de la

época del afio de medicidn de estos caracteres.

El uso de herramientas moleculares permite superar algunas de las limitaciones de los métodos
tradicionales de prediccion del mérito genético. Las plataformas de genotipado masivo de SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism) y secuenciacion masiva permiten explorar el genoma e

identificar genes y polimorfismos responsables de caracteres de interés (por ejemplo, QTLS). La
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posibilidad de utilizar genes/marcadores responsables de una parte significativa de la variabilidad
fenotipica de caracteres de interés economico (ETLS) es, en el momento actual, una estrategia de
alto interés para desarrollar con mas eficiencia los programas de mejora en estos caracteres que en
general presentan una baja heredabilidad y una dificil y costosa medida. La seleccion asistida por
marcadores (SAM) puede incrementar la tasa de progreso genético para estos caracteres elevando
la precision de la seleccidon y permitiendo la seleccion de los animales a edades tempranas (Rohrer,

2004) lo que conlleva una gran reduccién del intervalo generacional.

1.5.1 Seleccion Gendmica

El objetivo de la Seleccion Gendmica (GS; por sus siglas en inglés “Genomic selection™) es
predecir valores genémicos utilizando informacion disponible a lo largo del genoma en funcion
de los miles de genotipos obtenidos a través de chips SNPs (Meuwissen et al., 2001). La seleccion
genomica combina tres fuentes de informacion: control de producciones, libro genealdgico y
genoma de los animales. Una valoracion genomica es, en el fondo, una valoracion genética, pero
con mucha mas calidad, ya que, con esta tercera fuente de informacion, se aporta una mayor
fiabilidad, algo que es muy importante para la seleccion, obteniendo el valor gendmico de todos
los reproductores, tanto machos como hembras. También se obtiene el valor genomico de todos
los animales productores, ademas de los animales jovenes, que son los corderos candidatos a
futuros sementales, de los que Unicamente se conocen los datos de padre y madre. La principal
ventaja que tiene la seleccion gendmica es que mejora la fiabilidad, aunque depende del tipo de
animal que sea. En los sementales, es el tipo de animal en el que menos aumenta la fiabilidad,
porque ya se tiene mucha informacion de ellos. En ovejas el aumento de la fiabilidad es bastante
mas importante, pero donde aumenta radicalmente es en los candidatos a futuros sementales, es
decir, en los joévenes corderos que entran en el centro de inseminacion artificial. Se puede pasar de
un 30% a un 50% de fiabilidad.

Para la seleccion gendmica, se utilizan los chips de SNPs. En 2009, se desarrollé un chip de SNPs
de densidad media (con alrededor de 50.000 SNPs) para el ganado ovino que fue denominado
“Ovine SNP50 BeadChip” (ISGC, International Sheep Genomics Consortium) permitiendo
estudios de asociacion del genoma completo, asi como la identificacién de loci de caracter
cuantitativo y estudios de genética comparativa. En la actualidad, se ha desarrollado un chip de
alta densidad que dispone alrededor de 680000 SNPs (lllumina AgResearch Sheep HD) a lo largo
de todo el genoma, y su utilizacion en programas de mejora genética ovina puede ofrecer la
reduccidn del intervalo generacional (reduccion de costes), el aumento de la ganancia genética y

la posibilidad de inclusidn de caracteres objeto de seleccion (Duchemin et al., 2012).
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Hoy en dia existen otros chips comerciales como el de Affimetrix que es de densidad media que

también se estan utilizando para este proposito.

1.5.2 Seleccidn asistida por marcadores (SAM)

La incorporacion de esta informacién molecular en los programas de mejora tradicionales se
denomina de una forma genérica seleccion asistida por marcadores (SAM). La SAM se basa en la
deteccion de QTL (loci relacionados con caracteres cuantitativos) o ETL (loci relacionados con
caracteres de interés econdmico), términos que se refieren a marcadores de ADN que ejercen un
efecto significativo sobre una o varias caracteristicas fenotipicas. En este caso, la mutacion
genotipada no suele ser el QTL o mutacion responsable, sino que esta en desequilibrio de
ligamiento (LD) con la misma. Esta propiedad de algunos genes consiste en no segregar de forma

independiente, por lo que poseen una frecuencia de recombinacion menor del 50%.

Las principales desventajas del uso de la SAM se deben a la limitada ganancia que se produce
incorporando los marcadores y lo complejo de la puesta en marcha del sistema de genotipado de
marcadores. Finalmente, si localizamos la mutacion responsable del efecto fenotipico observado,
y por lo tanto hacemos una seleccion basada en el marcador responsable del fenotipo directamente,
la seleccidn se denomina seleccidn asistida por genes (GAS; del inglés “Gene Assisted Selection™);
en principio, su aplicacion es relativamente sencilla desde el momento en que se conoce
exactamente la mutacion funcional y el efecto que tiene sobre los caracteres. Un ejemplo de este
proceso de GAS en Produccion Animal es la utilizacion del genotipo del gen PRNP de resistencia
al scrapie en los programas de seleccidn del ganado ovino. En este sentido, lo que se suele hacer
es aumentar la frecuencia del alelo favorable por seleccion o introgresion, mediante la preseleccion
de reproductores con estos alelos favorables. Esta metodologia se ha utilizado con caracteres de
prolificidad en ovino (Calvo et al., 2020). Posteriormente en estos reproductores se llevara a cabo
el control de producciones, y posterior estimacion del VG para los caracteres en cuestion, eligiendo
como reproductores aquellos animales con VG mas elevado y con los alelos favorables. Un
problema que puede presentar este tipo de seleccion es la disminucion de la variabilidad de la

poblacion si seleccionamos sélo en funcidn de unos pocos marcadores.

1.5.3 Técnicas de deteccidon de caracteres productivos relacionados con la producciéon

lactea en la especie ovina

En la basqueda de variantes génicas, podemos distinguir dos grandes tipos de estudios, en funcion

de si la aproximacion del trabajo es mediante el estudio de todo el genoma (sin tener en cuenta
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condiciones previas, es decir con un enfoque libre de hipotesis) o si es el estudio de un nimero de
genes limitado (gen candidato), previamente seleccionados por estar potencialmente relacionados
con el fenotipo (aqui tendriamos un enfoque con una hipétesis previa) como prolificidad,
fertilidad, predisposicién o resistencia a padecer una determinada enfermedad, etc. En el primer
estudio destacan los analisis de asociacion de genoma completo (GWAS; por sus siglas en inglés
“Genome Wide Association Studies”) en el que se utilizan chips de SNPs que pueden contener
desde miles de SNPs hasta 1 millon de SNPs en el caso de los chips de humana. Estos estudios
nos permiten localizar posicionalmente en el genoma donde se encuentran genes o regiones

gendmicas que afectan a un caracter en cuestion.

Con el enfoque de la hipbtesis previa, contamos con la desventaja de que es necesario un
conocimiento biolégico previo para seleccionar esos genes candidatos, pero con la fortaleza de
una gran eficacia estadistica y de una comprension biologica de las diferencias genéticas y
fenotipicas observadas. Este segundo enfoque, ademas, permite la aplicacion directa de los
resultados en nuestra raza de estudio, lo cual es muy util ya que en el caso de los estudios de todo
el genoma se trata de una aproximacion que generalmente obliga a buscar el polimorfismo
responsable en genes situados en regiones del genoma que han sido significativamente asociados

al fenotipo analizado, y por lo tanto no son de aplicacion directa.

En este trabajo hemos llevado a cabo un analisis GWAS para los caracteres de produccion y

calidad de leche en la raza Assaf.

1.5.4 Genes asociados a rasgos productivos y de composicion de leche en la especie

ovina

El desarrollo de herramientas gendmicas en el ganado ovino en los Gltimos afios ha hecho posible
la identificacion de regiones asociadas a caracteres de interés en produccion animal (Garcia-
Gamez et al., 2013; Zhao et al., 2011), y una mejor calidad de la secuencia genémica. En este
sentido, actualmente se conoce la posicion fisica de marcadores microsatélite y SNP a lo largo de
todo el genoma, debido al desarrollo de las secuenciaciones masivas de nueva generacion. En
concreto, en ovino la versidn mas ampliamente utilizada es la v. 3.1 (Jiang et al., 2014) aunque
actualmente existe una nueva version con una calidad mas alta de anotacion de genes y

polimorfismos que se denomina “Oar_rambouillet v1.0” (2017; https://www.sheephapmap.org/).

El uso de las metodologias descritas en el apartado anterior (estudio de todo el genoma y de gen

candidato) ha permitido detectar un nimero alto de marcadores genéticos y/o regiones genémicas
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asociados a la produccion y calidad de la leche en ovino. En concreto, existe una base de datos de
QTLs descritos en  especies ganaderas y  denominada “AnimalQTLdb”

(https://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/index), donde se recogen los principales QTLs

descritos en las diferentes razas. En concreto en ovino, hay recogidos 3.411 QTLs de 178
publicaciones, afectando a 262 caracteres diferentes entre los que se encuentran los relacionados
con la produccion y calidad de la leche, incluyendo los relacionados con el RCS
(https://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/OA/index).
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Il.  Objetivos

2.1 Hipdbtesis

El uso de herramientas de analisis masivos en poblaciones comerciales permitira la identificacion
de variantes génicas (marcadores genéticos) asociadas a los fenotipos de produccion de leche de
ovino, contenido de proteina, grasa, lactosa, extracto seco y recuento de células somaticas (RCS),
que una vez validadas podra ser utilizada en seleccion asistida por marcadores (SAM) e incluso

poder incluirlos en los chips utilizados para seleccion genémica.
2.2 Objetivos: General y especificos

El objetivo general del presente trabajo es el estudio de factores genéticos relacionados con la
produccion, y calidad de la leche mediante herramientas de analisis genéticos masivos. Este

objetivo general se pretende conseguir a través de los siguientes objetivos:

1- Busqueda de marcadores genéticos asociados a los fenotipos de produccion de leche,
contenido de proteina, grasa, lactosa, extracto seco y recuento de celulas somaticas (RCS)
mediante la metodologia de analisis de asociacion de genoma completo (GWAS) con el

microchip AgResearch de 680K (Illumina).

2- Validacion de algunos SNPs asociados a los caracteres lecheros identificados mediante

GWAS, mediante genotipado en toda la poblacidn de estudio.
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I1l. Metodologia

3.1 Material animal y fenotipos analizados

El material y disefio animal utilizado en este estudio, a través de muestras de ADN extraido de
sangre en un proyecto anterior, cumple los principios éticos y de proteccion de los animales

utilizados en experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia.

El material animal utilizado en este trabajo proviene de dos proyectos FITE (Fondo de Inversiones
de Teruel), ASCYTEQ y LACTOCYNARA, y de un convenio con el INIA y la Asociacion
Turolense de Productores de Leche y Queso. La Asociacion Turolense de Productores de Leche y
Queso lleva trabajando desde 2006 en la obtencion de una figura de calidad diferenciada del Queso

de Teruel (registrada actualmente como marca colectiva).

Tabla 3. Distribucidn de las explotaciones ovinas de estudio.

Explotaciones Calidad y RCS Produccion de

leche
A o574 o574
893 --
C 427 427
Total de animales 1.894 1.001

La poblacion sobre la que se realizd el presente estudio estd conformada por animales de la raza
Assaf pertenecientes a la citada asociacion, cuya edad se encuentra entre dos y siete afios, con al
menos dos 0 mas lactaciones y tres controles lecheros durante una lactacion. Esta poblacion esta
compuesta por tres explotaciones en las que se llevo a cabo el control lechero registrandose el
porcentaje de proteina, grasa, lactosa, extracto seco, asi como el RCS, y la produccién de leche
(en ml). Para los caracteres de calidad y RCS, se anotaron 6.118 registros de 1.894 animales en las
tres explotaciones, mientras que para la produccion de leche, fueron 2.697 registros de 1.001
animales, ya que una explotacién no recogia datos de produccién de leche. La distribucion de las

tres explotaciones se muestra en la Tabla 3.
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Los diferentes analisis se realizaron con los datos fenotipicos brutos obtenidos del control lechero,
excepto los del RCS. Los datos del caracter RCS se normalizaron mediante la siguiente ecuacion:
SCS= log2 (SCC/100) + 3 (Aka y Shook, 1980).

3.1.1 Seleccion de animales genotinados con el chip ovino “‘Illumina AgResearch Sheep
HD” de 680K.

En la seleccion de animales para genotipar con el chip ovino “Illumina AgResearch Sheep HD”
de 680K se estimo el valor genético animal en las 1.894 hembras una vez eliminados los efectos
fijos y covariables (ver apartado 3.4.1). Esta valoracion fue realizada para todos los caracteres de
calidad, RCS y produccion de leche (en este caso 1.001 hembras), y fue utilizado como fenotipo
corregido en los estudios de GWAS. Finalmente, se seleccionaron 192 animales para los analisis
de GWAS en funcion del fenotipo de RCS, ya que el objetivo principal de los proyectos en el cual
estd integrado este trabajo era la deteccion de marcadores relacionados con la resistencia a la
mastitis. Asi que se eligieron 96 animales con alto valor genético animal estimado para el RCS
(H-RCS), y 96 con bajo valor (L-RCS). Las hembras de los grupos H-RCS y L-RCS pertenecian
al 10% de las hembras con mayor valor genético estimado y al 14% de las hembras con menor
valor estimado del total de la distribucion de valores estimados para el RCS. Para intentar evitar
el efecto de la estratificacion en los analisis de GWAS se eligieron 64 hembras de cada explotacion
(n =32 del grupo H-RCS; y n = 32 del grupo L-RCS) lo menos relacionadas posibles en funcion
de los datos de pedigri obtenidos en base a los registros de la explotacion y test de paternidad con
microsatélites. De esta manera se descartaron hermanas y medio-hermanas del analisis que

tuviesen similar valor estimado en el RCS.

Para el resto de los caracteres se utilizaron los mismos animales elegidos para el RCS. Sin
embargo, en estos casos (grasa, proteina, lactosa, extracto seco y produccién de leche) los animales
representaban todos los valores de la distribucidn de valores genéticos estimados para el caracter,

y no solo los extremos como en el caso del RCS.

3.1.2 Animales utilizados para la validacion de los resultados GWAS

Para la validacién de algunos de los SNPs que resultaron significativamente asociados con los
caracteres estudiados, se utilizo la poblacion total de 1.894 hembras, aunque 55 no se pudieron
analizar por falta de ADN y sangre. Todas las muestras de ADN estaban ya extraidas, excepto 45
muestras que se extrajeron de nuevo de sangre mediante el kit comercial “Kit de Extraccion de

ADN Gendmico en Sangre” (FavorPrep, Ibian, Zaragoza, Espafa).
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3.2 Andlisis de asociacién de genoma completo (GWAS)

Para el analisis GWAS se utilizd el chip ovino de SNPs de alta densidad 680K (lllumina
AgResearch Sheep HD de 680K) disefiado por el Consorcio Internacional del Genoma ovino
(Kijas et al., 2014) , obteniendo los genotipos para 192 hembras de raza Assaf. Este chip tiene
aproximadamente 680000 SNPs que estan distribuidos de manera mas o menos uniforme por todo

el genoma. Todas las muestras de ADN se encontraban ya extraidas.

3.3 Genotipado mediante KASP

Para la validacion de los resultados de GWAS se ha llevado a cabo el genotipado de 2 SNPs
localizados en los cromosomas 19 (para el RCS), 13 (produccién de leche), y 22 (porcentaje de
proteina) (Tabla 4).

Tabla 4. Fenotipos y SNPs asociados.

. Posicion .
Fenotipo' | dbSNPs? SNPen chip Agresearch | s || ocalizacion genoma (Cetnilelis
de 680 k nucleotidico
Oar 3.1
Inton 1 Oarl9:
rs419096188 s36141.1 19 NUP210 0.58334807 G-> A
RCS
Espacio Oar23:
rs424642424 oar3_OAR19 9410968 19 intergénico | g.7432390 C>T
Espacio Oarla3:
PL rs411200126 | oar3_OAR13 28464329 13 intergénico | §.28464329 A=> G
PP rs419686662 = oar3 OAR22 40605374 | 22 Espacio Oar22: G> A

intergénico | 9.7375434

Fenotipo: RCS= Recuento de células somaticas; PL= Produccion de Leche; PP= Porcentaje de Proteina. 2dbSNPs: Identificador
en la base de datos de SNPs. Crs®: Cromosoma Ovino.

Ninguna de las mutaciones analizadas producia cambio aminoacidico.

El genotipado se ha llevado a cabo mediante discriminacién alélica utilizando la técnica KASP
(Kompetitive allele specific PCR), que es una PCR competitiva especifica de alelo que se lleva a
cabo en un termociclador a tiempo real, y permite la identificacion de polimorfismos de un solo
nucleotido (SNP) e inserciones y deleciones (Indels) en loci especificos. Para realizar esta técnica
de genotipado se necesitan dos cebadores directos especificos (cada uno marcado con una
secuencia marcadora, complementaria a la secuencia marcadora especifica de dos casetes FRET,

en funcion del alelo a detectar y diferenciados sélo en un nucleétido que corresponde a cada uno
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https://www.ensembl.org/Ovis_aries/Location/View?contigviewbottom=variation_feature_variation%3Dnormal%2Cseq%3Dnormal;db=core;r=23:7375384-7375484;source=dbSNP;v=rs588529642;vdb=variation;vf=21725095
http://www.ensembl.org/ovis_aries/Variation/Summary?v=rs419686662
https://www.ensembl.org/Ovis_aries/Location/View?contigviewbottom=variation_feature_variation%3Dnormal%2Cseq%3Dnormal;db=core;r=23:7375384-7375484;source=dbSNP;v=rs588529642;vdb=variation;vf=21725095

de los alelos del polimorfismo a estudiar), y uno reverso comun para los dos alelos de la secuencia,
para amplificar la region que contiene el polimorfismo. Estos casetes FRET disponen de un
fluorocromo alelo especifico en el extremo 5°, y de una molécula inhibidora de fluorescencia o
“quencher”. Cuando el cebador hibrida con el ADN durante la PCR, la secuencia marcadora
especifica se habra unido con su casete FRET correspondiente (hibridan por complementariedad)
que tendrd el fluorocromo correspondiente, incorporandose en el producto amplificado,
separandose irreversiblemente del “quencher” en el casete FRET, y emitiendo la fluorescencia
correspondiente. Los fluorocromos mas comunmente utilizados son HEX (emite a una longitud de

onda de 556 nm) y FAM (emite a una longitud de onda de 510 nm).

En resumen, la técnica se basa en la extension de cebador especifico de alelo, y la liberacion de
una fluorescencia al hibridar los cebadores, que sera posteriormente detectada por el sistema optico
del termociclador a tiempo real. En este trabajo, la discriminacion alélica mediante la tecnologia
KASP se llevo a cabo en el termociclador a tiempo real Bio-Rad CFX96 (BioRad, Madrid,
Espana).

El disefio de cebadores fue llevado a cabo por LGC Genomics, proveedor de los ensayos KASP,
mediante el envio de las secuencias flanqueantes al SNP (LCG Genomics, Beverly, MA, USA).
La empresa proveedora de los cebadores envia los ensayos premezclados para cada SNP, sin
detallar la secuencia de los cebadores. La amplificacion se realizé en un volumen final de 10 pl
conteniendo 1 pl de DNA (50-100 ng), 5 ul de la mezcla de reaccién KASP V4.0 2x con ROX
estandar (LCG Genomics, Beverly, MA, USA), 0,14 ul de la mezcla de cebadores optimizada para
la discriminacion alélica (KASP-by-Design assay mix; LGC Genomics, Beverly, MA, USA), y el
volumen de HzO ultrapura necesario para alcanzar los 10 ul. La mezcla de reaccion contiene los
nucleotidos, los casetes FRET con la secuencia marcadora alelo especifica complementaria a la
del cebador directo para cada alelo (marcados con los fluorocromos FAM y HEX dependiendo del
alelo), asi como la enzima tag polimerasa, y el tampon de la reaccion. Las condiciones de
amplificacion fueron: una fase de activacion a 94°C durante 15 minutos; 10 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 20 segundos de hibridacion y elongacion a 57 y 61°C para el
exon 2 y 3, respectivamente (con una bajada de 0,6 °C por ciclo para el exén 3); 20 ciclos de
desnaturalizacion durante 20 segundos a 94°C e hibridacién y elongacién a 55°C durante 1 minuto;
y finalmente un ciclo a 30°C durante 1 minuto. Tras este ciclo se hace una lectura de la
fluorescencia a tiempo final, para poder discriminar el genotipo. El software del PCR a tiempo real
es capaz de discriminar los genotipos en funcién de las unidades de fluorescencia relativas para

cada uno de los dos fluorocromos. En todos los ensayos KASP se incluyeron controles negativos
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(sin ADN), y controles positivos de animales que conociamos su genotipo previamente mediante
secuenciacion SANGER.

3.4 Andlisis estadistico y bioinformatico

3.4.1 Estimacion del efecto animal para cada fenotipo

La estimacion del efecto animal (o valor genético animal) fue realizada con el programa
informatico BLUPfO0 (Misztal et al., 2018), que permite la obtencion de una estima del valor
genético animal para un carécter determinado, considerando los efectos fijos y covariables que
pueden incidir sobre el caracter. Este programa utiliza el modelo mixto en los analisis de

valoracion.

En este estudio, han sido considerados como efectos fijos el nimero de corderos nacidos (tipo de
parto), numero de parto, y el efecto rebafio — mes — afio de cuando se producen los partos; como

efectos covariables la edad de la oveja y los dias en lactacion, y como efecto aleatorio el animal.

3.4.2 Control de calidad de los datos masivos procedentes del chip de SNPs de alta

densidad 680K (Illumina AgResearch Sheep HD) vy estudio de la estratificaciéon de

los datos
Los datos brutos de genotipado fueron depurados mediante un control de calidad a través del
programa PLINK 1.9 (Chang et al., 2015) eliminando aquellos SNPs que no cumplieran las
siguientes condiciones: SNPs con una frecuencia del alelo menos frecuente (MAF) <0, 01; SNPs
que no estuviesen en equilibrio de Hardy — Weinberg (P < 0.0001); SNPs con una frecuencia de
individuos genotipados < 0,90; SNPs sin localizacion cromosémica en el genoma ovino; y SNPs

duplicados.

Igualmente, con el software PLINK 1.9 se realiz6 un estudio para conocer la posible estructuracion
de la poblacion mediante escalado multidimensional (MDS), considerando LD entre SNPs menor
que 0,2 (r2<0,2) y ventanas de 50 SNPs. A partir de aqui se obtuvieron los coeficientes de
parentesco IBS (Idéntico por estado) entre pares de individuos, y se representd graficamente el

componente 1 frente al componente 2 en funcion de estos coeficientes.

3.4.3 Analisis de asociacion del genoma completo (GWAS)

El GWAS se realizd con el software GCTA (Genome — wide Complex Trait Analysis) (Yang et
al., 2011) mediante un modelo lineal mixto (MLMA) y con el MLMA - LOCO (“leaving - one -

chromosome - out”; en el cudl dejan un cromosoma fuera del andlisis al azar). Este programa
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permite estimar una matriz de correlaciones gendmicas que permite tener en cuenta posibles

problemas de estructuracion y/o de relacion entre muestras. Se aplicé el siguiente modelo:

“yj = u + SNPi + gj+ ej”; donde yj es el valor estimado para cada fenotipo y cada animal
genotipado; u es la media; SNP es el efecto de cada SNP (asumiendo valores de 0, 1 0 2, referido
a los genotipos aa, Aa y AA); gj es el efecto aditivo aleatorio y ej es el error residual. Finalmente,
los SNPs significativos fueron elegidos en base al valor P obtenido, utilizando la correccion de
FDR (False Discovery Rate) para comparaciones multiples tanto a nivel genémico, como a nivel
cromosomico al 10%. La visualizacion grafica de los estudios GWAS se llevo a cabo mediante los
graficos Manhattan y Q-Q usando el programa SNPEVG (Wang et al., 2012).

La anotacion de genes en las regiones significativas (SNPs significativos para el GWAS) se realiz6
utilizando la version 3.1 del genoma ovino, considerando un intervalo de 0,50 Mb, y situando el
SNP significativo en la posicion media del intervalo. Existen varias herramientas para la anotacion
de genes, sin embargo, en este estudio al tratarse de genoma version 3.1, se ha seleccionado el

servidor “ensembl” indicando en el motor de busqueda el SNP significativo.

3.4.4 Analisis de asociacion de SNPs candidatos

Como se ha descrito en el apartado 3.3, la validacion de los resultados de GWAS se llevo a cabo
mediante el genotipado de 2 SNPs relacionados con el RCS (rs419096188 y rs424642424), 1 con
la produccion de leche (rs411200126), y otro con el porcentaje de proteina (rs419686662) en 1.839
animales. El equilibrio de Hardy—Weinberg, heterocigosidad observada y frecuencia del alelo
menor (MAF) para cada SNP se calculd usando el programa PLINK 1.9. Los estudios de
correlacién entre fenotipos se llevaron a cabo mediante el calculo del coeficiente de correlacion
de Pearson con el software SAS (Version 9.3; SAS Inst. Inc., Cary, NC). Los estudios de
asociacion entre los SNPs (rs419096188, rs424642424, rs411200126 y rs419686662) y los
fenotipos estudiados (RCS, porcentaje de proteina, grasa, lactosa, extracto seco, y produccion de
leche) se llevaron a cabo mediante un modelo lineal mixto (MIXED) para medidas repetidas con
el software SAS. El modelo incluyé el efecto rebafio-afio-mes de parto (RAM; donde los niveles
existentes son iguales a la combinacion del nimero de rebafios en control, nimero de afios que se
consideran y los meses donde se producen los partos), nimero de corderos nacidos (CN), nimero
de lactacion (NL), y el genotipo del SNP (G; asumiendo valores de 0, 1 0 2, referido a los genotipos
aa, Aa 'y AA) como efectos fijos; mientras que los dias en lactacion (DEL) y la edad (E) fueron

considerados como covariables; y como efectos aleatorios el animal (A) del cual se toman los datos
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y el residuo (e). La variable dependiente (y) fueron los datos del fenotipo bruto para cada una de

las tomas para cada animal. La ecuacion del modelo fue la siguiente:
y=NC+RAM+NL+G+b(DEL)+b(E)+A+e

Finalmente, se estimaron las medias minimo cuadraticas (LSMeans) y error estandar de cada
genotipo y SNP para cada fenotipo estudiado. Se utilizo el test de Bonferroni de comparaciones
multiples para comparar entre las medias minimo cuadraticas. Todos los polimorfismos se

analizaron independientemente con el mismo modelo estadistico.
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IV. Resultados vy discusién

4.1 Analisis de Asociacion del Genoma Completo (GWAS)

4.1.1 Fenotipos

En las siguientes tablas se pueden observar la media y la desviacion estandar, asi como el nimero
de datos utilizados para cada uno de los fenotipos analizados, asi como la correlacién obtenida

entre los mismos (Tabla 5y Tabla 6).

Tabla 5. NUumero de datos utilizados para los anélisis, media y desviacion estandar de los
mismos.

Fenotipo N Media | Desviacion estandar
RCS (log2 (SCC/100,000)+3) 6118 2,85 1,35
Grasa (%) 6118 5,69 1,53
Proteina (%) 6118 5,36 0,68
ES (%) 6118 11,11 0,62
Lactosa (%) 6118 4,83 0,30
Leche (ml) 2697 2267,00 949,73

Tabla 6. Coeficientes de correlacién Pearson obtenidos entre los diferentes caracteres en la
poblacion estudiada.

Grasa | Proteina | ES Lactosa Produccion de leche
RCS 0,20 0,19 -0,08 -0,46 -0,19
Grasa - 0,66 0,45 -0,36 -0,49
Proteina - - 0,83 -0,29 -0,37
ES - - - 0,28 -0,17
Lactosa - - - - 0,39

Las correlaciones obtenidas son similares a las encontradas en otras poblaciones, por ejemplo, la
correlacién negativa entre la produccion de la leche y el contenido de grasa y proteina. Es
destacable, la alta correlacion negativa encontrada entre el RCS y la lactosa, ya que la mayor parte
de la leche de estas explotaciones se transforma en queso. La mayoria de los quesos de la
asociacion de Productores de quesos y leche de Teruel presentan una coagulacion mixta, es decir
enzimatica y acidolactica. La coagulacién acidolactica consiste en la acidificacion natural por las
bacterias lacticas, es decir, microorganismos que actuan sobre la lactosa y la transforman en acido
lactico. De esta forma una seleccién contra el RCS (mayor calidad higiénico sanitaria) podria
producir un incremento de la lactosa en la leche, y por lo tanto incrementar la coagulacion

acidolactica.
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A partir de estos datos fenotipicos se estimo el valor genético animal para cada caracter, que fue
el utilizado en el analisis GWAS (ver apartado 3.4.1).

4.1.2 Control de calidad y estudio de la estratificacién de la poblacion utilizada para
llevar a cabo el GWAS

Inicialmente, tras el genotipado con el chip ovino “Illumina AgResearch Sheep HD” de 680K, se
obtuvieron un total de 606.006 marcadores SNPs validos, que tras el control de calidad se
redujeron a 560.337 SNPs distribuidos por los cromosomas autosémicos y el cromosoma X, y
estos SNPs se utilizaron en los estudios de asociacion.

Con los SNPs que presentaron un LD menor que 0,2, se obtuvieron los coeficientes de parentesco
IBS (Idéntico por estado) entre pares de individuos, y se realizd un anlisis de escalado
multidimensional (MDS) para conocer el grado de estructuracion de la poblacion. En total se
utilizaron 86.146 SNPs, que se consideraron informativos para este analisis. En la Figura 1 se
puede observar la distribucion de los animales en funcion de las tres explotaciones utilizadas,
presentando cierta estructuracion dependiente de la explotacion de donde proviene la muestra,
estando la poblacion del rebafio B algo mas diferenciada de las otras dos. El analisis GWAS
utilizado con el programa GCTA considera una matriz de parentesco molecular entre los

individuos de manera que se corrige la estructuracion de la poblacion en los analisis.
4.1.2.1 GWAS produccion de leche (PL)

Los analisis mediante MLMA y MLMA - LOCO dieron los mismos resultados en cuanto a
significacion de SNPs. No hubo SNPs significativos a nivel gendmico, sin embargo, 2 SNPs fueron
significativos a nivel cromosémico tras correccion con FDR (en OAR13):
oar3_OAR13 28464329 y oar3_OAR13 28473530. Estos SNPs estuvieron completamente
ligados, es decir, presentaron los mismos genotipos para cada animal, con un MAF de 0,11, y un
efecto negativo del alelo con menor frecuencia respecto a la produccion lactea (b= -1538,83)
(Tabla 7).
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Tabla 7. SNPs significativos a nivel cromosoémico tras correccion FDR al 10% para el carécter recuento de células somaticas (RCS) tras el

anélisis GWAS con el programa GCTA (procedimiento MLMA y MLMA-LOCO).
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Figura 1. Andlisis de escalado multidimensional (Multidimensional scaling plot, MDS) de los
192 animales utilizados para el GWAS.
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Como se explica en material y métodos, la anotacion de genes se realizé utilizando la version 3.1
del genoma ovino, y considerando un intervalo de 0,5 Mb. En este sentido, los genes anotados en
esta region del cromosoma 13 fueron FAM107B, CDNF, HSPA14, SNORD22, SUV39H2,
DCLRE1C, MEIGI, OLAH, ACBD7, RPP38 y NMT2 (Tabla suplementaria 1). De todos ellos,
segun la bibliografia consultada, los genes CDNF, HSPA14 y SUV39H2 podrian estar relacionados

funcionalmente con el caracter PL en el ganado lechero.

Respecto al gen CDNF, es un factor neutréfico de dopamina cerebral. EI control negativo de la
dopamina desencadena la produccion de prolactina (PRL), que contribuye en la diferenciacion de
la glandula mamaria durante la gestacion. Ademas, se ha demostrado que en ganado bovino tiene
efecto galactopoyético, es decir, produce una estimulacion de la produccién y eyeccion de la leche.
Por otra parte, en un estudio se administré6 domperidona, antagonista de la PRL, resultando en un
aumento de la concentracién de PRL y el posterior incremento de la produccidn lactea (Lacasse y
Ollier, 2015). Por otro lado, el gen HSPA14 es miembro de la familia de proteinas de estrés térmico
A (Hsp70). Entre sus vias metabolicas se encuentra la respuesta celular al estrés por calor, y se ha
visto que en vacas lecheras este estrés produce efectos negativos como reduccion de la ingesta de
alimento, fertilidad comprometida y menor produccién de leche (Nguyen et al., 2016). Finalmente,

en cuanto al gen SUV39H2, entre sus vias metabdlicas se encuentra la degradacion de la lisina, un
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aminoécido que junto con la metionina son limitantes en el proceso de sintesis lechera (Robinson
etal., 2011).

En este cromosoma se han detectado SNPs/ genes asociados a la produccion de leche (Gerlando
et al., 2019, Usai et al., 2019), sin embargo, ninguno se localiza cerca de los SNPs significativos
encontrados en el presente trabajo, de manera que los efectos detectados son en zonas del genoma
diferentes a las descritas con anterioridad.

4.1.2.2 GWAS porcentaje de proteina (PP)

Los analisis mediante MLMA y MLMA - LOCO no mostraron SNPs significativos a nivel
gendmico. A nivel cromosdmico, se encontraron 5 SNPs significativos para el analisis MLMA (1,
1y 3 SNPs para los cromosomas OARG6, 17 y 22, respectivamente) (Tabla 7). Ademas de estos 5
SNPs, el andlisis con la metodologia MLMA — LOCO identifico otro SNP localizado en OAR17
(oar3_OAR17_12384078) (Tabla 7). Los 3 SNPs localizados en OAR22 estaban completamente
ligados. La frecuencia del alelo menos frecuente fue alta para todos los SNPs excepto para el

localizado en el cromosoma OARSG, que ademas present6 un efecto de sustitucion mayor.

En el intervalo del SNP significativo localizado en OARG, no aparecieron genes anotados, sin
embargo, se encontrd a 326kb del SNP el gen MAD2L1 (Tabla suplementaria 1). Este gen participa
en la sintesis proteica, y se ha relacionado con el rendimiento proteico de la leche (Suchocki et al.,
2016). OARG ha sido uno de los cromosomas mas estudiados debido a la presencia del cluster de
las caseinas en el mismo (CSN1S1, CSN1S2, CSN2 y CSN3). Sin embargo, este cluster se
encuentra muy alejado en el genoma ovino del SNP significativo y, por lo tanto, no es esperable

que el efecto encontrado sea debido a la existencia de LD con este cluster.

En la region cromosdmica del OARL17 donde se encuentra el SNP significativo, se anotaron 6
genes (Tabla suplementaria 1). Destaca el gen PCDH10 que presenta una relacién indirecta con
los caracteres de leche y no con el PP. Se ha visto que las mutaciones en este gen se asocian con
las encefalopatias en el ganado bovino, dando lugar a sintomas entre los que destaca la disminucion
de la produccion lactea (Biacabe et al., 2007). Finalmente, en cuanto a OAR22, se anotaron 5 genes
(Tabla suplementaria 1). De estos genes, se debe destacar FGFR2, que codifica para el receptor
de factores de crecimiento fibroblasticos (FGFs), y diversos autores han mostrado su influencia en
el desarrollo y posterior funcionalidad de la glandula mamaria (Pond et al., 2013; Zhang et al.,
2014; Sumbal et al., 2019). Aungue en este cromosoma se han detectado SNPs/ genes asociados

al caracter PP (Garcia- Gamez et al., 2013; Usai et al., 2019), ninguno se localiza cerca de los
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SNPs significativos, de manera que los efectos detectados son en zonas del genoma diferentes a

las descritas con anterioridad.

4.1.2.3 GWAS porcentaje de grasa (PG)

Los analisis mediante MLMA y MLMA - LOCO no mostraron SNPs significativos a nivel
genomico. A nivel cromosdmico, se encontraron 3 SNPs significativos pero sélo para el modelo
MLMA-LOCO en el cromosoma OAR14 (oar3_OAR14 39364677, s32350.1 vy
oar3_OAR14 39913998) (Tabla 7). Los genes anotados en esta zona del cromosoma 14 fueron 8
(Tabla suplementaria 1), sin embargo, ninguno present6 funciones, o se encontrd en la bibliografia

informacion que indicase su posible asociacion con el caracter PG.
4.1.2.4 GWAS porcentaje/contenido de lactosa (CL)

Los analisis mediante MLMA y MLMA - LOCO dieron los mismos resultados en cuanto a la
significacion de los diferentes SNPs. No hubo SNPs significativos a nivel gendmico, sin embargo
15 SNPs fueron significativos a nivel cromosomico tras correccion con FDR (Tabla 7). Es
destacable que todos los SNPs presentaron un MAF muy bajo, con excepcion de los localizados
en el cromosoma OAR3, que estuvieron completamente ligados, al igual que los del OAR16. Estos
SNPs con un MAF tan bajo podrian ser asociaciones espurias, ya que con estas frecuencias podrian
indicar que, de los 192 animales, 4 animales serian heterocigotos y el resto homocigoto para uno
de los alelos, y solamente por azar ser significativos. Este es el caso del SNP
oar3_OAR2_49255325.

En OAR13 se anotaron 7 genes (Tabla suplementaria 1). EI gen RALGAPB codifica para una
proteina que participa en la translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica, y se ha descrito
su asociacion con la cantidad de lactosa en leche de cabras, de forma que cuando se sobre expresa,
se produce un aumento de la sintesis de lactosa (Zhu et al., 2014). Otro gen interesante es el
SLC32A1, que codifica para proteina de membrana involucrada en la captacion de acido gamma-
aminobutirico (GABA) que se ha relacionado con la PRL en ratas (Racagni et al., 1984). Ademas,
otros autores, indican que el GABA puede estimular la liberacién de PRL en dosis elevadas,
mientras que en dosis bajas la inhiben (McCann et al., 1984). Este gen podria estar relacionado
funcionalmente con el PL debido a su interaccion con la PRL, ya que esta tiene efecto estimulante
sobre la produccion y eyeccion lactea, asi como con la sintesis de lactosa mediante la estimulacion

del complejo enzimatico lactosa sintetasa (McNeilly, 1987). Finalmente, el gen PPP1R16B en el
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ganado bovino de raza Holstein se ha relacionado con la produccion de leche, y con el rendimiento

y porcentaje de grasa y proteina lactea (Jiang et al, 2019).

Los genes detectados en el intervalo del cromosoma OAR16 son 13 (Tabla suplementaria 1), y
entre ellos cabe mencionar el ESM1, que codifica para una proteina que participa en la union al
receptor del factor de crecimiento de los hepatocitos, y que podria estar relacionado con la sintesis
de glucosa, necesaria para la sintesis lactosa en la glandula mamaria (Payne et al., 1970). Otro gen
anotado en este intervalo es el CENPK, que, aunque no se ha asociado al PL, es un componente
del complejo CENPA-CAD que interactta con el complejo CENPA-NAC, ambos asociados con
el porcentaje proteico de la leche, y con el rendimiento de grasa lactea en el ganado bovino (segin
CattleQTLdb), ademas de estar asociado con la produccion de leche (Jiang et al, 2019).

En la region del cromosoma 2 se encuentran 10 genes anotados (Tabla suplementaria 1), entre
ellos el FOXEL, codifica para una proteina que actia como un factor de transcripcion, jugando un
papel primordial en la morfogénesis tiroidea. Mutaciones en este gen producen hipotiroidismo, y
se ha demostrado que las hormonas tiroideas intervienen en la produccion lactea del ganado
lechero. Concretamente se ha visto que la administracion de tiroxina (hormona T4 tiroidea) en
vacas lecheras, aumenta la produccion de lactosa en un 25% (Davis et al., 1988). En cuanto al
cromosoma OARS3, solamente se ha anotado el gen NRXN1A; en OARS los genes PRKN, OPRM1
y CNKSR3; y en OAR5 16 genes (Tabla suplementaria 1), aunque de todos ellos no se ha
encontrado una relacion clara con el PL en la leche. Sin embargo, seria relevante citar el gen
APBB3 que es miembro de la familia de proteinas APBB, de las cuales la APBB2 se ha asociado
con el contenido en grasa y proteina lactea (Cole et al., 2011); y el gen CD14, que ha sido estudiado
en ganado lechero bovino Holstein y se ha visto su asociacion con la produccion de leche, asi como

con el porcentaje y rendimiento de grasa lactea (Beecher et al., 2010).

Por ultimo, en el intervalo del cromosoma OAR20, se han anotado 14 genes (Tabla suplementaria
1). De todos ellos resulta interesante GLP1R, que codifica una proteina transmembrana que
funciona como receptor de la hormona del péptido 1 similar al glucagon (GLP-1), estimulante de
la secrecion de insulina inducida por glucosa. Las enfermedades asociadas con GLP1R incluyen
insulinoma, caracterizada por la produccion de una cantidad elevada de insulina, favoreciendo la
sintesis de grasas y proteinas en detrimento de la sintesis de lactosa (Harris y Bachman, 2003). Se
debe destacar también el gen TBC1D22B (miembro 22B del dominio familiar TCB1), habiéndose

encontrado el TBC1D22A (miembro 22A), que aungue en la bibliografia no esté asociado con el
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caracter lactosa, si que se ha asociado con el porcentaje de proteina lactea del ganado lechero
bovino (Pausch et al., 2017).

4.1.2.5 GWAS porcentaje de extracto seco (ES)

No hubo SNPs significativos a nivel gendomico, sin embargo 25 SNPs si fueron significativos a
nivel cromosomico tras correccion con FDR (Tabla 7). Los anélisis mediante MLMA y MLMA -
LOCO detectaron consistentemente 4 SNPs localizados en los cromosomas OAR16 y OARZ20.
Ademas, mediante MLMA — LOCO se detectaron 21 SNPs significativos mas, todos ellos en el
cromosoma OAR11, y cercanos entre si.

Es destacable que los dos SNPs del cromosoma 16 tambien fueron significativos para CL
(oar3_OAR16 14179399 y oar3_OAR16_14186759). Los genes anotados en el intervalo del
cromosoma OAR16 ya se discutieron en el apartado anterior. Respecto a OAR11, ninguno de los
genes anotados se relaciond con el ES por funcion o por localizacion en otros estudios de
asociaciones en esta region del genoma (Tabla suplementaria 1). Finalmente, respecto al intervalo
en el cromosoma OAR20 se anotaron 8 genes (Tabla suplementaria 1), los cuales tampoco se han

asociado ni tienen una funcién relacionada con el ES.
4.1.2.6 GWAS recuento de células somaticas (RCS)

Los analisis mediante MLMA y MLMA — LOCO dieron los mismos resultados en cuanto a la
significacion de SNPs. No hubo SNPs significativos a nivel gendmico, sin embargo 4 SNPs fueron
significativos a nivel cromosdmico tras correccion con FDR (en OAR19) (Tabla 7). Los 4 SNPs
estaban en dos zonas diferentes del cromosoma Oar19. Los tres SNPs localizados alrededor de los
9,5 Mb del cromosoma Oarl9, estuvieron completamente ligados (oar3_OAR19 9401922,
oar3_0OAR19 9407458, y oar3_OAR19 9410968). En estas dos regiones se anotaron los genes
NUP210 y HDAC11 (SNP s36141.1), y ARPP21, miRNA128-2 y LRPFIP2 (SNPs
oar3_0OAR19 9401922, oar3_OAR19 9407458,y oar3_ OAR19 9410968) (Tabla suplementaria
1). EI SNP s36141.1 se sitta en el intron 1 del gen NUP210. Este gen codifica para una proteina
que es un componente de los complejos nlcleo-poro celulares, estando relacionados con en el ratio
de linfocitos T CD4/CD8, y por lo tanto pudiendo influir en la respuesta inmune adaptativa
(Borlido et al., 2018; Nieuwenhuijze et al., 2018). EI gen HDAC11, que produce modificaciones
epigendmicas, ha sido descrito como un modulador del sistema inmune actuando como factores
pro- y anti- inflamatorios, y regulando células inmunes como neutréfilos, macréfagos y linfocitos

T (Yanginlar y Logie, 2018, Liu et al., 2020). Finalmente, el gen ARPP21 se ha encontrado sobre-
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expresado en infecciones por Salmonella Typhi en intestino de humanos (Nickersonet al., 2018).
Ademas, uno de sus intrones codifica para el microRNA miRNA128-2, que se asocidé a un
incremento de la expresion del mismo tras infeccidén con Streptococcus uberis en células epiteliales
mamarias bovinas en cultivo (Lawless et al., 2013). Aungue en estas regiones del cromosoma 19
no se han encontrado estudios en otras razas asociadas al RCS, los genes contenidos en los citados

intervalos presentan funciones que nos hacen pensar que podrian estar asociados con el RCS.

4.2 Validacion de SNPs relacionados con los caracteres de leche mediante KASP

Todos los SNPs significativos para los diferentes caracteres se localizaron en espacio intergénico
0 en intrones dentro de los genes, de forma que no producian un cambio aminoacidico. Ademas,
tampoco se situaron en zonas reguladoras de los genes (promotores o regiones UTR de los genes).
Por lo tanto, los SNPs detectados para los diferentes fenotipos, deben de estar en LD con la
mutacion responsable del efecto observado sobre la variabilidad del fenotipo.

Para la posible utilizacion de estos SNPs en MAS o en seleccion gendmica, o para intentar el
posible aislamiento del gen/ mutacion responsable del caracter, es necesario validar previamente
los resultados encontrados con GWAS (con 192 animales) en una poblacién mayor y/o diferente,
o llevar a cabo estudios funcionales. En nuestro caso la validacion la hemos realizado en toda la
poblacion estudiada de 1.839 animales, de manera que podamos descartar asociaciones espurias
en el analisis de GWAS con un nimero pequefio de animales. Debido al gran nimero de SNPs
significativos, y la imposibilidad de validar todos ellos, se seleccionaron algunos SNPs que
tuviesen frecuencias intermedias, y que por la funcion que presentaban los genes cercanos al SNP,
pudiesen estar relacionados con el caracter lechero para el cual era significativo. En este sentido
seeligid 1, 1 y 2 SNPs para la produccién de leche, porcentaje de proteina y RCS, respectivamente.
No se eligié, ninguno para porcentaje de grasa ni extracto seco porque ninguno de los SNPs
anotados en los distintos intervalos presentaba una funcidén que nos hiciese pensar que estuviesen
implicados en dichos fenotipos. Para el porcentaje de lactosa tampoco se eligié ninguno, ya que la
mayoria presentaban un MAF inferior al 0,05 y aquellos que lo tenian superior no tenian una

funcion clara relacionada con el fenotipo.

4.2.1 Resultados de los estudios de validacion mediante KASP
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La validacion a traves del genotipado mediante tecnologia KASP, se realiz6 sobre 1.839 animales
con 6.111 registros para el caracter PP y el RCS, a diferencia del caracter de produccién de leche
con 2.868 registros. Se debe tener en cuenta que para este Gltimo caracter no se tienen datos de
tres explotaciones sino de dos.

Los 4 SNPs estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg. En la Tabla 8, se pueden observar los
resultados del andlisis de asociacion mediante el modelo lineal mixto (MIXED) para medidas
repetidas con el software SAS. Los efectos rebafio-afio-mes (RAM) y dias en lactacién (DEL)
resultaron significativos para todos los fenotipos y SNPs. Igualmente, el efecto nimero de corderos
(NC) fue significativo para todos los SNPs y los fenotipos PL, PG y PL. En cuanto al efecto del
genotipo, el SNP rs419096188 fue significativo para los fenotipos RCS (P = 0,003) y CL (P =
0,015). El genotipo AA mostré una disminucién del valor de RCS de 0,21 + 0,07 y 0,26 + 0,08 en
relacion a los genotipos AG (P <0,05) y GG (P < 0,01), respectivamente. En cuanto al CL, el
genotipo AA presento un incremento del 0,046 + 0,016 % de lactosa con respecto al genotipo GG
(P <0,05). Como se ha mencionado en el apartado 1.3.1.4, existe una relacion entre el RCS y la
concentracion de lactosa, conforme el primero aumenta, el segundo disminuye ya que los
patogenos podrian estar utilizando la lactosa como sustrato (Alessio et al., 2016; Costa et al.,

2019). Ademas, en el presente estudio presentaron una correlacion negativa (-0,46).

Respecto al SNP rs424642424, los resultados indicaron que existe asociacion significativa entre
este SNP y el caracter RCS (P = 0,009), presentando el genotipo GG una disminucién de 0,163 +
0,053 de este parametro con respecto al AG (P < 0,01). Estos dos primeros SNPs, fueron
seleccionados por su posible implicacion en el fenotipo RCS y los estudios de validacion han
confirmado su implicacién en el RCS, y lactosa (para el SNP rs419096188). Para el SNP
rs411200126, el efecto del genotipo no fue significativo para ningun fenotipo. Este SNP fue
seleccionado por su implicacion en la PL, pero no hemos podido validar su efecto en toda la
poblacion. Esto puede ser debido, a que el estudio para este caracter sélo fue en 2 rebafios y casi
la mitad de los animales. También podria deberse a que la asociacion del analisis GWAS fue
espuria. Finalmente, en cuanto al rs419686662, seleccionado por su posible implicacion en el PP,
el efecto del genotipo fue significativo (P = 0,0001) para el caracter PP. Los animales con genotipo
AA presentaron un porcentaje de proteina mayor de 0,058 + 0,021 y 0,134 + 0,034 % que los
genotipos GA (P < 0,05) y GG (P< 0,001), respectivamente. De esta manera, como en el caso de

los SNPs elegidos para el RCS, se han validado los efectos de este SNP sobre el PP.
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En resumen, hemos identificado 2, 6, 3, 15, 25 y 5 SNPs asociados a los fenotipos PL, PP, PG,
PL, ES, y RCS, respectivamente, mediante herramientas de genotipado masivo (GWAS). De estos
SNPs, 3 se han validado mediante estudios de asociacion en toda la poblacién de estudio, estando
dos de ellos asociados al RCS (rs419096188 y rs424642424), y el SNP rs419686662 al PP. Los
SNPs asociados al RCS se sitlan en una regién gendmica en la que estan anotados genes
relacionados con la respuesta inmune (NUP210, HDAC11l y ARPP21). Ademés, el SNP
rs419096188 se ha asociado al CL, presentando una correlacién negativa con el RCS, de forma
que la seleccion a favor del genotipo AA produciria una disminucion del RCS e incremento del
CL. Como se comentd anteriormente, los quesos de la Asociacién de Productores de Quesos y
Leche de Teruel presentan una coagulacion mixta, es decir enzimatica y acidolactica. La
coagulacion acidolactica se produce por bacterias lactica que actlan sobre la lactosa y la
transforman en acido lactico. De esta forma una seleccion a favor de un menor RCS, podria
producir un incremento de la lactosa en la leche, y por lo tanto incrementar la coagulacion
acidolactica, y el rendimiento quesero. Y por ultimo, el SNP asociado al PP se encuentra localizado
cerca del gen FGFR2, que codifica para un receptor de factores de crecimiento fibroblasticos.
Estos factores de crecimiento fibroblasticos influyen en el desarrollo y funcionalidad de la

glandula mamaria en produccion (Pond et al., 2013; Zhang et al., 2014; Sumbal et al., 2019).

Los tres SNPs validados podrian ser utilizados en SAM, y en concreto se han introducido en un
panel de 192 SNPs que se utilizan para llevar a cabo asignamientos de paternidad y genotipar

algunos SNPs funcionales (Calvo et al., 2020).

Se debe destacar, que estos SNPs no son los responsables del efecto detectado sobre los fenotipos,
y por lo tanto deben de estar en LD con la mutacion responsable del efecto observado sobre la
variabilidad del fenotipo. Estas mutaciones podrian estar en los genes anotados cercanos a los
SNPs significativos, y de esta manera serian genes candidatos para detectar las mutaciones
funcionales responsables del efecto observado sobre los genotipos. Una vez detectadas las
mutaciones funcionales, y caracterizado su efecto de forma precisa sobre los diferentes fenotipos
podrian ser utilizadas en GAS, y ser incluidas en los diferentes paneles de SNPs, y chips utilizados

para seleccion gendmica.
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Tabla 8. Test tipo 11 para los distintos efectos considerados en los estudios de asociacién y LSmeans para el efecto del genotipo (indicando la
media y desviacidn estandar para cada genotipo).

P -VALORES LSMEANS PARA EL EFECTO GENOTIPO’®
SNP* Fenotipo® | RAM® DEL* CN’ E° NL' G* AA AG GG
rs419096188 RCS | <0,001 <0,001 0549 0,252 0,071 0,003 271+0,10ac 2,92 +0,08b 2,97 +0,09d
$36141.1 PL <0,001 <0,001 <0,001 0,884 <0,001 0,337 2309,87 +74,02 2361,59+5898  2284,92 + 63,53
(0,4) PG <0,001 <0,001 0,007 <0,001 <0,001 0,204 5,43 +0.09 5,563 0,07 5,47 +0,08
PP <0,001 <0,001 0,632 0,730 <0,001 0,755 5,27 + 0,04 5,28 + 0,03 5,26 + 0,03
ES <0,001 <0,001 0,528 0,317 0546 0,075 11,03 £ 0,04 11,01 +£0,03 10,97 + 0,04
CL <0,001 <0,001 0,035 0,138 <0,001 0,015 4,83 +0,02a 4,81 +0,02ab 4,78 +£0,02b
rs424642424 RCS | <0,001 <0,001 0,515 0,289 0,088 0,009 2,94+0,13ab 2,99 + 0,09a 2,83 £0,08b
oar3_OAR19 9410968 PL <0,001 <0,001 <0,001 0,787 <0,001 0,144 2081,7+13531 233185+61,34  2336,26 + 57,33
(0,25) PG <0,001 <0,001 0,007 <0,001 <0,001 0,158 5,59 + 0,12 5,54 + 0,08 5,46 + 0,07
PP <0,001 <0,001 0643 0,720 <0,001 0,505 5,29 0,05 5,28 0,03 5,26 + 0,03
ES <0,001 <0,001 0502 0359 0,625 0,719 11,00 + 0,05 11,01 +0,04 10,99 + 0,03
CL <0,001 <0,001 0,033 0,183 <0,001 0,929 4,80 0,03 4,80 0,02 4,80 0,02
rs411200126 RCS | <0,001 0,016 0,400 0,971 0,267 0,278 3,22+0,41 3,21+0,30 3,05+0,28
oar3_OAR13_28464329 PL <0,001 <0,001 <0,001 0,703 <0,001 0,127 1992,65+250,5 1938,71+180,08 2072,34 + 175,43
(0,12) PG <0,001 <0,001 0,002 0,040 <0,001 0,365 5,30 £ 0,31 5,19 £0,21 5,09 + 0,20
PP <0,001 <0,001 0,382 0,323 0,066 0,248 5,30 £ 0,14 5,31 0,10 5,25 + 0,09
ES <0,001 <0,001 0453 0,114 0975 0,732 11,00 + 0,15 11,02 £0,10 10,99 £ 0,10
CL <0,001 <0,001 0,006 0,264 0,001 0,462 4,78 0,08 4,78 +0,06 4,81 +0,05
rs419686662 RCS | <0,001 <0,001 05564 0,474 0,121 0,032 3,01 £0,24 2,93 0,24 2,79 +0,26
oar3_OAR22_40605374 PL <0,001 <0,001 <0,001 0,650 <0,001 0,731 2008,8+176,89 2031,67 +17578 2069,74 + 188,04
(0,36) PG <0,001 <0,001 0,014 <0,001 <0,001 0,048 5,20 £ 0,16 5,10 £ 0,16 5,05+0,17
PP <0,001 <0,001 0,754 0,912 <0,001 <0,001 5,32 +0,06a.c 5,26 +0,07b 5,18 +0,07d
ES <0,001 <0,001 0,504 0,461 0,760 0,106 11,05 + 0,07 11,02 0,07 10,98 0,08
CL <0,001 <0,001 0,043 0,182 <0,001 0,081 4,81 +0,03 4,83 0,03 4,85 + 0,04

LSNP: Identificador en la base de datos de SNPs-dbSNPs (rxXXXXXX). Identificacion del SNP en el chip Agresearch de 680 k (OAR3_XXX_XXXX). Entre paréntesis se indica el
MAF. 2Fenotipo: PL= produccion de leche; PP= porcentaje de proteina; PG= porcentaje de grasa; CL= contenido en lactosa; ES= porcentaje extracto seco; RCS= recuento de células
somaticas; *RAM: Rebafio- Afio - Mes; “DEL: dias en lactacion; SCN: niimero corderos nacidos; °E: edad oveja; NL: niimero de parto; 8G: genotipo; °Diferentes letras indican
diferencias significativas entre genotipos tras correccion de bonferroni para p(a,b)< 0,05y p (c,d)< 0,01.
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V. Conclusiones

Las conclusiones de este trabajo fueron las siguientes:

1. Los estudios de asociacién gendémica GWAS no mostraron ningin SNP significativo a

nivel gendmico para ninguno de los caracteres.

2. A nivel cromosémico se han encontrado 2, 6, 3, 15, 25 y 4 SNPs para los caracteres de
produccion de leche (PL), porcentaje de proteina (PP), porcentaje de grasa (PG), contenido en
lactosa (CL), porcentaje de extracto seco (ES) y recuento de células somaticas (RCS),

respectivamente.

3. Los estudios de validacion mediante genotipado de toda la poblacién mediante KASP nos
permitieron asegurar la implicacion de tres SNPs en los caracteres analizados, no pudiendo validar

el SNP relacionado con la PL.

4. El SNP rs419096188, se sitta en el intron 1 del gen NUP210 y cercano al gen HDAC11,
ambos relacionados con la respuesta inmune, y se asocio a los fenotipos RCS y CL, favoreciendo

el genotipo AA la disminucion del RCS e incremento del CL.

5. ElI SNP rs424642424 se asocio al RCS, estando el gen ARPP21 anotado en la region donde
se localiza el SNP. Dicho SNP mostro que el genotipo GG presentaba una disminucién del RCS

con respecto al AG .
6. Finalmente, el SNP rs419686662, seleccionado por su posible implicacién en el PP, se

asocio con el caracter PP, presentando los animales con genotipo AA un mayor PP que los otros

dos genotipos.
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ANEXOS

Tabla suplementaria 1. Genes anotados dentro del intervalo 0,5 Mb de los SNPs localizados en posicion central del intervalo y asociados a
caracteres lecheros.

Fenotipo! Crs?> | Snp® Genes
ENSOARG00000006835 (FAM107B)-ensoarg00000004517 (FAM107B)-*-CDNF-
PL 13 oar3_OAR13 28464329 HSPA14-snord22- SUV39H2-DCLRE1C-MEIGI-ensoarg00000007897-ACBD7-
RPP38
ENSOARG00000006835 (FAM107B)-ensoarg00000004517 (FAM107B)-*-CDNF-
13 oar3_OAR13 28473530 HSPA14-snord22- SUV39H2-DCLRE1C-MEIGI-ensoarg00000007897-ACBD7-
RPP38-NMT2
PP 6 oar3_OARG6_5285000 *-MAD?2L1 (situado a 326 Kb)
17 oar3_OAR17 12384078 ZNF827-ensoarg00000008671-MMAA*-SMAD1
17 oar3_OAR17 25027692 PCDH10-*-ensoarg000000014661 (RNF144A)
22 oar3_OAR22 40605374 FGFR2-*-ATE1-ensoarg00000006090-NSMCE4A-TACC2
22 s37672.1 FGFR2-*-ATE1-ensoarg00000006090-NSMCE4A-TACC2
22 oar3_OAR22_ 40606216 FGFR2-*-ATE1-ensoarg00000006090-NSMCE4A-TACC2
PG 14 oar3_OAR14 39364677 CMTR2-HYDIN*-POP4-PLEKHF1-ensoarg00000004057-CCNE1-URI1-*-ZNF536
14 s32350.1 HYDIN-POP4-PLEKHF1-ensoarg00000004057-*-CCNE1-URI1
14 oar3_OAR14 39913998 PLEKHF1-ensoarg00000004057-CCNE1-URI1-*-ZNF536
cL 13 0ar3 OARL3 67179806 CCNO-MCIDAS-CDC20B-GPX8-GZMA-ENSOARG00000007978-GZMK-*-ESM1-
ENSOARGO00000008055
16 oar3_OAR16 24178409 TRAPPC13-TRIM23-PPWD1-CENPK-ADAMTS6*




ES

16

O W W W NN

20
20
16
16
20
11
20

oar3_OAR16 14179399

oar3_OAR16_14186759

oar3_OAR2_49255325
oar3_OAR2_48135063
oar3_OAR3 64750845
oar3_OAR3 64741679
oar3_OAR3 73955311
oar3_OARS8 84295105

oar3_OARS8 77590661

oar3_OARS5_49233977

oar3_OARS5_49200052

oar3_OAR20_13106461
oar3_OAR20_11231797
oar3_OAR16_14179399
oar3_OAR16_14186759
oar3_OAR20_32651642
oar3_OAR11_44970125
oar3_OAR20_46839037

TRIM23-PPWD1-CENPK-ADAMTS6-*
TBC1D2-*-ENSOARGO00000011118-ENSOARG00000011131-NANS-
ENSOARG00000011154-HEMGN-TRMO-FOXEL1
ENSOARG00000008196-*-ALG2

(ausencia de genes)

(ausencia de genes)

*-.ENSOARG00000004322 (NRXN1A)

ENSOARG00000004788 (PRKN)*

OPRM1-ENSOARG00000004106*
ENSOARGO00000017846-SRA1-APBB3-SLC35A4-CD14-TMCO6-IK-NDUFA2-
DND1-HARS1-HARS2-ZMAT2-*-PCDHA2-PCDHA5-PCDHA11-PCDHAC2
SLC4A9- ENSOARG00000017846-SRA1-APBB3-SLC35A4-CD14-TMCOG6-IK-
NDUFA2-DND1*-HARS1-HARS2-ZMAT2-PCDHA2-PCDHA5-PCDHA11-
PCDHAC2

DNAHS8-GLP1R-SAYSD1-KCNK5*-KCNK17-KCNK16-KIF6
FGD2-PIM1-TMEM217-TBC1D22B*-RNF8-CMTR1-CCDC167
FGD2-PIM1-TMEM217-TBC1D22B*-RNF8-CMTR1-CCDC167
TRAPPC13-TRIM23-PPWD1-CENPK-ADAMTS6*
TRIM23-PPWD1-CENPK-ADAMTS6-*

DCDC2-NRSN1-*
LYZL6-ENSOARG00000010725-WNT9B-WNT3-NSF*-ENSOARG00000011103
SNRNP48-DSP-*-RIOK1-CAGE1-SSR1-RREB1




11

11

11

11
11

11

11

11

11

11

11
11
11
11
11
11

oar3_OAR11 22502645
oar3_OAR11 31971548
oar3_OAR11 42884861

oar3_OAR11 31716346
oar3_OAR11 31732260

oar3_OAR11_ 34077455

oar3_OAR11 34085781

oar3_OAR11_34102262
oar3_OAR11_31956799
oar3_OAR11_32608494

oar3_OAR11_37800259
oar3_OAR11_31708633
oar3_OAR11_31748081
oar3_OAR11_31725295
oar3_OAR11_31730623
oar3_OAR11_31954402

INPPSK-ENSOARG00000012974-SLC43A2-SCARF1-PRPF8-TLCD2-WDR81-
SERPINF2-SERPINF-SMYD4*-RPA1-RTN4RL1-DPH1-OVCA2-SMG6
COX10-ENSOARG00000016450-*
NBR1-TMEM106A-ARL4D-DHX8-ETV4*-MEOX1-SOST-ENSOARG00000005929-
CFAP97D1-MPP3

COX10-ENSOARG00000016450-*

COX10-ENSOARG00000016450-*
PRPSAP2-SHMT1-SMCR8-TOP3A-MIEF2-FLII-LLGL1-ALKBH5-MYO15A-DRG2-
GID4-ATPAF2*-DRC3-SREBF1-RAI1
PRPSAP2-SHMT1-SMCR8-TOP3A-MIEF2-FLII-LLGL1-ALKBH5-MYO15A-DRG2-
GID4-ATPAF2*-DRC3-SREBF1-RAI1
PRPSAP2-SHMT1-SMCR8-TOP3A-MIEF2-FLII-LLGL1-ALKBH5-MYO15A-DRG2-
GID4-ATPAF2*-DRC3-SREBF1-RAI1

COX10-ENSOARG00000016450-*
TEKT3-CDRT4-TVP23C-FBXW10-ENSOARG00000016719*-
ENSOARGO00000016792-ZNF624-ZNF287-LRRC75A-TRPV2-UBB-CENPV-PIGL
SKAP1-SNX11-ENSOARGO00000007305-NFE2L1-COPZ2-CDK5RAP3
ENSOARG00000016403-COX10*-ENSOARG00000016450
COX10*-ENSOARG00000016450

COX10*-ENSOARG00000016450

COX10*-ENSOARG00000016450

COX10-ENSOARG00000016450-*

Xi




11 oar3_OAR11_31970980 COX10-ENSOARG00000016450-*

11 oar3_OAR11_31744746 COX10*-ENSOARG00000016450

11 oar3_OAR11_31744803 COX10*-ENSOARG00000016450

PRPSAP2-SHMT1-SMCR8-TOP3A-MIEF2-FLII-LLGL1-ALKBH5-MYO15A-DRG2-

11 oar3_OAR11_34067161
GID4-ATPAF2*-DRC3-SREBF1-RAI1

RCS 19 s36141.1 NUP210*-HDAC11

19 oar3_OAR19_9401922 ARPP21 (mirl28-2)-*-LRPFIP2

19 oar3_OAR19_9407458 ARPP21 (mirl28-2)-*-LRPFIP2

19 oar3_OAR19_9410968 ARPP21 (mirl28-2)-*-LRPFIP2

* Indica la localizacion del SNP, dentro del gen (GEN*) o en espacio intergénico (-*-). ‘Fenotipo: PL= Produccién de Leche; PP= Porcentaje de proteina; PG= porcentaje de grasa; CL=
contenido en lactosa; ES= porcentaje extracto seco; RCS= recuento de células somaticas. >Crs: Cromosoma. 3SNP: Polimorfismo de un solo nucleétido.
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