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Resumen

El objetivo de este trabajo fue el desarrollo de un panel de SNPs para la asignacién de pater-
nidad 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 Bil-
bilitana, Maellana, Ojinegra y Cartera. Se seleccionaron un total de 159 SNPs en equilibrio
de Hardy-Weinberg, con una frecuencia del alelo menos comtan (MAF) superior a 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 indivi-
duos elegidos al azar fueran idénticos para estos marcadores vari6 entre 8,81 x 10" (Cartera)
y 2,29 x 107 (Roya Bilbilitana). La probabilidad de exclusién de un solo progenitor (PE1),
o los dos progenitores (PE2) fue pricticamente 1 en todas las poblaciones. Finalmente, este
panel fue testado en las razas Rasa Aragonesa, Navarra, Ansotana y Cartera mediante tecno-
logia KASP usando un panel de 192 SNPs que incluyen los 159 SNPs para la asignacién de
paternidad y 33 SNDPs funcionales (PrnP, BMPI15, MTNRIA...).
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Introduccion

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 permitird
la eleccién de los mejores reproductores para el cardcter que se esté seleccionando y
llevar a cabo los apareamientos que permitan mantener la maxima variabilidad posi-
ble. La falta de genealogias completas y los errores en la declaracién de paternidades
afectan a la precisién y fiabilidad de las valoraciones genéticas, y por lo tanto influyen
en la eficiencia de los programas de seleccion. 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 inseminacién artificial, razas
con bajo censo efectivo o en peligro de extincién, etc.). Actualmente, para la confir-
macién y asignacién de las paternidades se estdn usando polimorfismos del ADN,
principalmente marcadores microsatélites. Sin embargo, se estdn implementando pa-
neles de SNPs a nivel internacional para llevar a cabo las asignaciones de paternidad,
ya que son polimorfismos mds estables, es mds fécil de estandarizar entre laborato-
rios, y son muy versdtiles a la hora de anadir polimorfismos funcionales (resistencia
al scrapie, prolificidad, etc.). En la actualidad hay descritos 4 paneles de SNPs para
la asignacién de paternidad: Australia (Bell ez @/, 2013), Nueva Zelanda (Clarke ez
al., 2014), Estados Unidos (Heaton ez 4/., 2014) y Francia (Tortereau et al., 2017).
El objetivo de este trabajo fue el desarrollo de un panel de SNPs para la asignacion
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

Material y métodos

En total se ha llevado a cabo la extraccién de ADN mediante métodos estdndar
de 260 muestras distribuidas de la siguiente manera: Rasa Aragonesa (n=38), Nava-
rra (n=39), Ansotana (n=41), Xisqueta (n=41), Churra Tensina (n=38), Maellana
(39), y Roya Bilbilitana (n=24). Igualmente, se extrajo ADN de 11 duos (padre-
cordero) y 3 trios (padre-madre-cordero) realizindose una asignacién de paternidad
mediante 19 /loci microsatélites: CSRD247, FCB20, HSC, ILSTS005, ILSTS008,
ILSTS11, INRAOOG, INRAOG3, INRA132, INRA172, INRA23, INRA49, MAF214,
MAF65, McM42, OarAE129, OarCP49, SPS113, y SPS115.

Finalmente, las muestras de ADN fueron genotipadas en Xenética Fontao (Es-
pafa) con el chip “Ovine SNP50 Bead Array (50K)”. Se utilizé el programa PLINK
para extraer los datos de los SNPs presentes en los paneles descritos en otros paises,
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y para los filtrados de calidad de los genotipados, equilibrio Hardy Weinberg, y fre-
cuencia del alelo menos coman (MAF). Para estudiar la eficiencia de la asignacién se
calculé la probabilidad de exclusién conociendo un solo progenitor (PE1), es decir,
qué probabilidad hay de que una vez asignado el padre, este no sea el correcto; la
probabilidad de exclusién conociendo los dos progenitores (PE2), lo mismo que el
anterior, pero asignando a los dos posibles progenitores; y la probabilidad de identi-
dad (Pi) que es la probabilidad de que dos individuos elegidos al azar sean idénticos
para estos marcadores (Schiitz ez al., 2015).

La validacién a mayor escala mediante genotipado con tecnologia KASP (LGC,
Biotools, Espafia) se realizé en 1800 animales pertenecientes a las razas Rasa Arago-
nesa, Navarra, Ansotana y Cartera. El programa CERVUS se utilizé para la asigna-
cién de paternidad.

Resultados y discusion

Estudios previos llevados a cabo por Tortereau ez /. (2017) indicaban que el
panel de 249 SNPs utilizado para la asignacién de paternidad en razas francesas pre-
sentaba un valor de MAF medio alto en razas del Suroeste de Europa y especialmente
en razas espafolas (con un MAF medio de alrededor del 0,4 en Rasa Aragonesa,
Merino, Churra, Castellana y Ojalada), segin los datos disponibles del proyecto
“SheepHapmap” (Kijas e al., 2012). En este sentido, se extrajeron los datos de ge-
notipado de los 249 SNPs del panel francés y los 161 SNPs del panel americano
(Heaton ez al., 2015) del chip “Ovine SNP50 Bead Array (50K)”. Se estudi6 el MAF
medio de ambos paneles encontrando una variabilidad similar entre las razas del
presente estudio y alta para los dos paneles, pero superior para el panel francés. En
concreto sus MAF medios fueron de 0,41 y 0,39 para el panel francés y americano,
respectivamente. Sin embargo, los resultados de Pi y de PE fueron mejores para el
panel francés, usando similar nimero de SNPs. Asi, se decidié utilizar los SNPs del
panel francés pero eliminando los SNPs que no cumpliesen los siguientes criterios:

* Presentar herencia mendeliana, validdndose a partir de los ddos y trios.

* Porcentaje de individuos genotipados por SNP superior al 97%.

* Existencia de equilibrio Hardy Weinberg (P >4,5-10°).

* MAF igual o superior a 0,3 en las 9 razas.

* Distribucién uniforme por el genoma, separdndose los SNPs en al menos 15
Mb, para reducir el nimero de SNPs en desequilibrio de ligamiento.

Finalmente, se seleccionaron 159 SNPs que cumplian estos requisitos, los cuales
presentaban un MAF medio de 0,43, variando desde 0,41 (Churra Tensina) hasta
0,44 (Xisqueta y Navarra). La probabilidad de identidad (Pi) de que dos individuos
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elegidos al azar fuesen idénticos para estos marcadores vari6 entre 8,81 x 107 (Car-
tera) y 2,29 x 10%* (Roya Bilbilitana). La probabilidad de exclusién de un solo pro-
genitor (PE1), o dos progenitores (PE2) fue précticamente 1 en todas las poblaciones
(por ejemplo: 1-PE1=2,49 x 107 1-PE2=2,85 x 107 para la raza Cartera). Estos
valores fueron bastante mejores que los obtenidos en el panel americano, propor-
cionando una potencia muy elevada para poder discriminar casos de animales muy
emparentados.

No hubo diferencias de asignacién entre el panel de SNPs y el panel de mi-
crosatélites. Las asignaciones de paternidad de los ddos y trios mostraron algunas
discrepancias entre las filiaciones informadas por las asociaciones y las encontrados
por ADN. En total, 5 ddos fueron no compatibles. Estas discrepancias indican la
utilidad de realizar test de paternidad en las ganaderias, ya que los errores de paterni-
dad 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 (PrzP), prolificidad
(BMP15), estacionalidad reproductiva (M7TNRIA), 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 mds informativos o que se relacionen con un fenotipo
de interés.

Finalmente, se ha llevado a cabo una validacién del panel a mayor escala me-
diante genotipado de los 192 SNPs del panel con tecnologia KASP (LGC, Biotools,
Espafia) en 1800 animales pertenecientes a las razas Rasa Aragonesa, Navarra, Anso-
tana y Cartera.

Conclusion

Se ha puesto a punto un panel de SNPs eficaz en un grupo de razas ovinas espa-
fiolas, comprobando su utilidad a mayor escala mediante genotipado con tecnologia
KASP en muestras procedentes de ganaderias de diferentes razas. Las discrepancias
entre algunos de los resultados de asignacién de paternidad informados por las aso-
ciaciones y los encontrados por ADN indican la utilidad de realizar test de pater-
nidad en las ganaderias, ya que los errores de paternidad perjudican a los planes de
seleccién y mejora genética o de conservacion.
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Development of a SNP parentage assignment panel
in some North-eastern Spanish meat sheep breeds

Summary

Accurate pedigree information is an essential tool in genetic breeding programs to ensure
the highest rate of genetic gain and in conservation programs to avoid inbreeding. The
objective of this study was to develop a SNP assay to use in some North-Eastern Spanish
meat sheep populations for accurate pedigree assignment. Two hundred and sixty animals
from nine sheep breeds were sampled: Rasa Aragonesa, Navarra, Ansotana, Xisqueta, Churra
Tensina, Maellana, Roya Bilbilitana, Ojinegra and Cartera. We used SNP genotypes from the
[llumina Ovine SNP50 BeadChip array. In total, 159 SNPs in Hardy-Weinberg equilibrium,
displaying a MAF >0.3 and a call rate >0.97 in all the nine populations, and not associated
with Mendelian errors in verified family trios or duos were selected. The average MAF was
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0.43. The probability (Pi) that two randomly selected individuals had identical genotypes
within breed was very low (from 8.81 x 107 t0 2.29 x 10**in Cartera and Roya Bilbilitana
populations, respectively). The exclusion probabilities of either one or the two randomly
selected parent(s) were close to 1 in all populations. The parentage assignment procedure
was tested using KASP technology for genotyping in a final panel of 192 SNPs that included
other functional SNPs (PrnP, BMPI15, MTNRIA...).

Keywords: meat sheep, SNP, parentage assignment.



