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RESUMEN

El desarrollo de un esquema de seleccién o conservacién conlleva la necesidad de llevar a cabo un control de las genealogias de los
animales implicados que permitira la eleccién de los mejores reproductores para el caracter que se esté seleccionando y llevar a cabo los
apareamientos que permitan mantener la maxima variabilidad posible. La falta de genealogias completas y los errores en la declaracién
de paternidades afectan a la precision y fiabilidad de las valoraciones genéticas, y por lo tanto influyen en la eficiencia de los programas
de seleccién. En ovino de carne la determinacién de la genealogia puede ser muy limitada por las caracteristicas de explotacién o
manejo (sistemas extensivos o semi-extensivos, uso escaso de la inseminacion artificial, razas con bajo censo efectivo o en peligro de
extincion, etc.). Actualmente, para la confirmacion y asignacién de las paternidades se estdn usando polimorfismos del ADN,
principalmente marcadores microsatélites. Sin embargo, se estan implementando paneles de SNPs a nivel internacional para llevar a
cabo las asignaciones de paternidad, ya que son polimorfismos mas estables, es mas facil de estandarizar entre laboratorios, y son muy
versatiles a la hora de afadir polimorfismos funcionales (resistencia al scrapie, prolificidad, etc.). EI genotipado de polimorfismos
funcionales nos puede dirigir a la preseleccion de sementales mds valiosos en funcién de sus genotipos para determinados genes de
interés, ademas de verificar su genealogia. Por este motivo nos planteamos el desarrollo de un panel de SNPs para la asignacién de
paternidad basado en el descrito en Francia a partir de los datos de genotipado obtenidos con el chip “Ovine SNP50 Bead Array (50K)”
en las razas Rasa Aragonesa, Navarra, Churra Tensina, Ansotana, Xisqueta, Roya Bilbilitana, Maellana, Ojinegra y Cartera. Se
seleccionaron un total de 159 SNPs en equilibrio de Hardy-Weinberg, con una frecuencia del alelo menos comun (MAF) superiora 0,3,
un porcentaje de individuos genotipados por SNP superior al 97% en las 9 razas analizadas, y que presentasen herencia mendeliana. El
MAF medio fue de 0,43, variando desde 0,41 (Churra Tensina) hasta 0,44 (Xisqueta y Navarra). La probabilidad de identidad (Pi) de que
dos individuos elegidos al azar fueran idénticos para estos marcadores fue practicamente 0. La probabilidad de exclusién de un solo
progenitor (PE1), o los dos progenitores (PE2) fue practicamente 1 en todas las poblaciones. No hubo diferencias de asignacién entre el
panel de SNPs y el panel de microsatélites. Las asignaciones de paternidad de los duos y trios mostraron algunas discrepancias entre las
filiaciones informadas por las asociaciones y las encontrados por ADN. En total, 5 dios fueron no compatibles. Estas discrepancias
indican la utilidad de realizar test de paternidad en las ganaderias, ya que los errores de paternidad perjudican a los planes de seleccién
y mejora genética asi como a los programas de conservacion.

Este panel de 159 SNPs se ha completado con 33 SNPs funcionales entre los que destacan los relacionados con la susceptibilidad al
scrapie (PrnP), prolificidad (BMP15), estacionalidad reproductiva (MTNR1A), etc., para hacer un total de 192. Hay que destacar que el
panel disefiado es un sistema abierto que permite sustituir los SNPs por otros que sean mas informativos o que se relacionen con un
fenotipo de interés.

Finalmente, se ha llevado a cabo una validacion del panel a mayor escala mediante genotipado de los 192 SNPs del panel con tecnologia
KASP (LGC, Biotools, Espaifia) en 1800 animales pertenecientes a las razas Rasa Aragonesa, Navarra, Ansotana y Cartera.



1. Herramienta de apoyo a los esquemas de

selecciodn
- Filiacion
- SAM: Seleccidn asistida por marcadores:

paneles de SNPs para paternidad y funcionales

ra en prolificidad producida gor la vaniahite ROA {+0,32 corderos porparta) esviable
de produccion de Raza Rasa Aragonesabasatio en el pastorec:
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1. Herramienta de apoyo a los esquemas de seleccion

- Filiacion: # Precision de valoraciones genéticas es
imprescindible la existencia de genealogias.

7-15% de errores en las asignaciones =2 1,5-2,5 % de pérdida de
ganancia a la seleccion

# Consanguinidad

Microsatélite
l I I.I TCGTCTCTGTCTGCTCTGCTCTCTCGTEGTGACTCGGCTACT
: [

Cebador Repeticiones Cebador

[
ACTGGCTACTACACACACAcAcacacacacacacac il D

Polimorfismo de Base Unica
B "B NN ACCTATTCGGCACTACGCCCGCCATTRRY HICE

md.mm(m(m:m,w. B "B NN accrarrceeeartaceeeccecaTTi NN

dentro del sistema depmdu}cﬂndtnqumm 530 en el pastores. -



Deteccidon de animales portadores de enfermedades
hereditarias

Otras
aplicaciones
de la filiacion
Asignacion de
Gen candidato @@ , — paternidad
LAMC?2 P Q Genotipado madres, hijos
German Black Headed Y portadores en homocigosis vy
Mutton sheep . padres
LAMES O & C
ITGB4 “O—

Churra 6—6%



Conservacion de razas en peligro de extincion.

e Microsatélites, SNPs, polimorfismos del ADN mitocondrial y

cromosoma Y.
e Si existe informacion genealdgica la informacion es

complementaria.
eDisefio de cruzamientos que minimicen el incremento de la

consanguinidad.

Overall Malecular Coancesty Mean
- Mo weighted by PIC: 02228
-wieighted by PIC: 02121

Molecular Coancestry between selected individuals
I 0.276786

Molecular Coancestry (microsatellites weighted by PIC)

I 0.271897
Back |

AN
i) gt

i situ (Molkin, Gutierrez et al. 2005)

e Conservacion in
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3 TCGTCGTCGTEGTCGTGTECTCGTCGTCTCTECTGACTGCGEGCTACT
11 I Ee

Cebador
| ]
ACTGGCTACTACACACACACcAcAcacacacacacac il RN

Microsatélite

Repeticiones

Cebador

XENETICA FONTAO
1 CSRD247 14 [MaF65
2 FCB20 15 Mcm42
3 HSC 16 OarAE129
4 LSTS005 17 OarCP49
5 LSTS008 18 SPS113
6 LSTS11 19 SPS115
7 NRADD6 20 CD5
8 NRAD63 21 ETH152 (D552)
g NRA132 2 ILSTS087
10 NRA172 23 INRADOS
11 NRA23 24 [McM527
12 NRA4D 25 [OarFCB11
13 MAF214

iterreg

FEDER

Panel de 25 Loci Microsatélites

POCTEFA

Pirinnovi

Polimorfismo de Base Unica
[ I | |||LB;ACGTATTCGGCACTACGGCCGGCAfmllg i

B ' BR~cerarTceecarTaceecccecATTHEE HRRR

e Mas estables.

e Mejor cobertura de todo el genoma.
e Neutros o asociados a ETLs

e Automatizacion y estandarizacion.

4,5 SNPs /microsatélites (ovino)

-



HiLerreg KNI
FEDER rocte - Pirinnovi

repeEr  oerfeslll e
Mas versatilidad ya que permite incluir diferentes
genotipados realizados por separado

FecX®R  Susceptibilidad
Scrapie lentivirus, mamitis

Estacionalidad Alelos recesivos

reproductiva  paternidad

FA
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Pirinnovi

interreg -

FQD E R POCTEFA = oo rieris e m'-l-uv;u

Mas versatilidad ya que permite incluir diferentes
genotipados realizados por separado

reproductiva  paternidad

Wilerreg -

FeDER POCTEFA —— Pirinnovi
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- Pre-seleccion de reproductores:

ARR/ARQ

VRQ/ARQ

ARR/AHQ

- Gene Content Multiple trait BLUP (Legarra
and Vitezica, 2015)



e Caracteres con heredabilidad baja.

* Fenotipo que soélo se mide en un sexo.

e Fenotipos de medicion tardia.




GENOTIFO FENP

GRUPO DE BIESGOD ESTATUS SCRAPIE

AHQARD

E4

ARHARH

ARHARQ

ARQARQ

RA4(ES)

Chanos con escasa resistencla genshea a




respiratoria

articular

Table 1 Ovine TMEM154 haplotypes and their associations with infection susceptibility and SRLV subgroups

Haplotype  Amino acid at position indicated Allelic effect” SRLV association
4 13 14 25 31 33 35 44 70 74 B2 102

1 R A L T E D K T N | E | Subgroup 1

2 R A L T E D E T | | E | Subgroup 2

3 E A L E o E N | E | Subgroup 2

4 A P F P R : N W NA NA  NA  NA Unknown Unknown, can be i

by Subgroup 4 (t

6 R A L E 8] E N | Y NA Unknown Unknown

9 R A L E N E N | E | Unknown Unknown

10 R A H E 8] K N | E | Unknown Unkrown

n R A L E s} E N | E | Unknown Unknown

12 R A L E s} E N F E | Unknown Unknown

13 R v L T E N E N | E | Unknown Unknown

14 R A L T E 8] E N | E Unknown Unknown

15° R A L T Q D E N F E | Unknown Unknown

*Numbers refer to amino acid positions in [GenBank:HM355886)
“Does not account for SALV subgroups.

“Result of frameshift mutation at amino acid position 4.

“Not applicable due to preceding premature stop codon
“Haplotype obeerved in wild theap.

Frequency of OAR17_5388531 “c” allele
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Exon 1 Intron

391

: Cystein

: tyrosin

: Valin

: Aspartic Acid
: Serine

: Isoleucine

—T 0o <<O

Prolificidad: FecXR/ROA
Exon 2

Proteina madura

870

1247

Cambridge : S99I

Lacaune : C53Y

Inverdale : V31D

Hanna : stop 23

Galway : stop -31

Cambridge
Belclare +

Galway



DTA % celos
52 dias*** Cambio AA 12,3% *
! 19 dias** 1 | ___6,3% 6 ogx |
_32dias** 05 - | |
60 - I I 0,5 -
50 - 04 -
40 03
30 - -
20 -
0,1
10 -
0 T T
° AA ' AB ' BB ' AA AB BB
#*P<0,001
P<0,0001 P=0,0043 *P<0,01

*P<0,05

Polimorfismos asociados a una mayor actividad ovarica y sexual
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FGFR3y SLC13A1 ITGB4y LAMC2

SPIDER CORDERO SINDROME (SLS) O
CONDRODISPLASIA HEREDITARIA

causa deformidades esqueléticas en los
corderos jovenes:
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Rasa Navarra (n 39)* Xisqueta (n=41)

Ovine SNP50BeadChip
(54,241 SNPs)

Ojinegra (n=36)

Cartera (n=39) '
Maellana (n=39)

UNION_EUROPEA PROYECTO 1+0 PLATEA FITE:

TERINNOVI BBl EaE ™ il "™ exgomemo, mcita

FEDER nilerrey -

POCTEFA



Rasa Navarra (n=39)* Xisqueta (n=41)

Ovine SNP50BeadChip
(54,241 SNPs)

Ojinegra (n=36)

Cartera (n=39 -
- ( )} Maellana (n=39) J
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- Confirmacion de ausencia FecX®

- Confirmacion de paternidad y maternidad con 19
microsatélites (ISAG-FAO: CSRD247, FCB20, HSC, ILSTSOO05,
ILSTSO08, ILSTS11, INRAOO6, INRA0O63, INRA132, INRA172,
INRA23, INRA49, MAF214, MAF65, McM42, OarAE1289,
OarCP49, SPS113, SPS115):

- 3 TRIOS
- 11 DbUOS

1 Ovine SNP50BeadChip

- Panel francés de 249 SNPs (54,241 SNPs)

HiLerreg

FEDER rocrera — A TERINNOVI
UNION EURDPEA PROYECTO I+ PLATEA FITE:




- 249 SNPs

- 3 TRIOS
- 11 DUOS

- 3 trios OK.

- 5 duos tuvieron fallos de asignacion. Un duo fallo de
asignacion de padre (siguiente de la lista). Algunos eran
otros individuos de |a lista pero otros ni siquiera estaban.

F@DER POCTEFA oy Pirinnovi TERINNOVI
UNION_EUROPEA PROYECTO 14D PLATEA FITE:




192 SNPs

MTNR1A/GDO
PRNP/scrapie GDF9

FecX® / ROA
159 SNPs para la eca/
KISSIR ) .,
asignacion de TMEM154
paternidad
GHR LEPR

S0CS2 FST

33 SNPs funcionales

diLterr cYy
FEDER roctera - Pirinnovi
YECTO |+D PLATEA FITE: .
TERINNOVI B s ™ s s=gomemo [y Cita



(J Rasa aragonesa

4'\0 Q'&
<& J Raza Navarra NG
& ~o
< Q Ansotana v
dCartera
(1 Rasa aragonesa
(d Raza Navarra %
& ol
o d Ansotana <
o & N=3000
> J Maellana S
(J Roya Bilbilitana
FEDER i‘o'é:égeg- Pirinnovi Deuxieme réunion annuelle PIRINNOVI - 04/06/2018 26
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\ Futuro I

- Genotipado y integracion de la informacion de
asignacion de paternidad en los esquemas de
seleccion.

- Estudio de la influencia de SNPs funcionales en
caracteres de crecimiento y reproductivos.

- Uso en otras razas espanolas: Latxa, Churra,
Castellana, Ojalada, Gallega, Ripollesa, Canaria,
Mallorquina, Segurena, Merina, Manchega, Assaf...

Ovine SNP50BeadChip
(54,241 SNPs)

L
)|
)i
|
L
sl
23 U= i
A
niLer ———————— Se—
UNION EUROPEA PROYECTO I+D PLATEA
Fondo E e -
Desanalle Reganal TERINNO\

FEDER rocrer



/_\/\

FEDER

Witerreg

POCTEFA

Zv

INSTITUT DE
L'"ELEVAGE

@
: pasfores,...

Oviaragon

FUNDACION AGENCIA ARAGOMNESA
PARA LA INVESTIGACION ¥ EL DESARROLLO:

~ INTIA

Tecnologias e Infraestructuras Agroalimentarias

= GOBIERNO
==<DE ARAGON

Departamento de Innovacién,
Investigacion y Universidad

1’ INIA

Instituto Racienal de Investigaridn
¥ Tecnalogla Agraria ¥ Alimentaria

‘“2 ﬁgmﬂmrnurmd:.lugﬂn
L Universidad Zaragoza

ASOCIACIDN o EANADERDS o RAZA DJINEGRA

¢ Ode

KCOAN

== GOBIERNO
=<DE ARAGON

Departamento de Desarrollo Rural
y Sostenibilidad

AGRICULTURES
&TERRITOIRES

ACAR 7

AL

Nﬁﬂﬁn&

e c 1
politécnica
$ up rior
de huesca
- o in
& v
MU, .
- Ovino de Raza Churra Tensina
aracexi ATURA

Pirinnovi

UNION EUROI‘EA PROYECTO 14D PLATEA FITE:
D ulmllo R togian |

TERINNOWVI

GOBIERNO

DE ARAGON =%



