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Resumen

" El objetive del presente estudio es la localizacion de regiones gendmicas con influencia sobre caracte-
- res de morfologia mamaria en ganado ovino, utilizando la metodologia de genome scan, o barrido
: genomico. Con este fin, se ha analizado una poblacidon comercial de ganado ovino de raza Churra,
- organizada en un disefio hija compuesto por 8 familias de medio-hermanas. Un total de 182 marcado-
. res genéticos, distribuidos uniformemente a lo largo del genoma ovino autosémice, fueron genotipa-
-'dos en [a poblacion objeto de estudio. Como medidas cuantitativas se utilizaron las desviaciones cal-
“euladas para los caracteres de morfologia mamaria considerados en el programa de mejora genética
‘de la raza ovina Churra: insercion de la ubre, posicion de los pezones, tamafio de los pezones, profun-
didad y forma global de la ubre. Para [a identificacion de los QTL se realizé un analisis de regresién de
los fenotipos con marcadores flanqueantes. El andlisis del genoma para el conjunto de la poblacién
permitio [a identificacién de 11 regiones asociadas con estos caracteres, al nivel chromosome-wise, en
los siguientes cromosomas: 4, 6, 7, 8, 10, 14, 15, 20, 22, 23 y 26. Para las asociaciones significativas se
debe realizar una verificacion previamente al abordaje del mapeo fino.

Pa!abras clave: QTL, Cvino de leche, Morfologia mamaria, Barrido genémico

Analysing the ovine genome to detect QTL for mammary morphology: preliminary results
The objective of this work was the identification of chromosomal regions influencing udder
morphology traits in dairy sheep by using the genome scan approach. For this purpose, we have
“‘analyzed a commerdial population of Spanish Churra sheep organized according a daughter design,
which included 8 half-sib families. A total of 182 genetic markers, evenly distributed along the ovine
~“autosome, were genotyped in the studied population. As quantitative measurements for the analysis,
- we used the yield deviations calculated for each of the udder traits considered in the breeding
-program of Churra sheep: udder attachment, teat position and teat size, udder depth and udder
shape. A multimarker regression analysis was used to detect QTL. The whole genome analysis allowed
the identification of 11 chromosome-wide significant regions associated with the traits analyzed in
the following chromosomes: 4, 6, 7, 8, 10, 14, 15, 20, 22, 23 y 26. Confirmation of the detected effects
is required before attempting future fine mapping studies on these regions.
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Introduccién

Los caracteres relacionados con la morfolo-
gia mamaria en ganado ovino de leche son
de gran importancia ya que determinan la
adaptabilidad al ordefio mecénico e influ-
yen de forma significativa en el rendimiento
productivo del animal. Aligual que la mayor
parte de los caracteres de interés econdmico
en las especies de abasto, estos caracteres
estan sometidos a un control genético com-
plejo. Desde el punto de vista genético
resulta interesante dilucidar la arquitectura
de estos caracteres y un primer paso es la
deteccién de los genes o QTL (Quantitative
Trait Loci) que controlan las diferencias
fenotipicas observadas. En el ganado vacu-
no se han realizado numerosos estudios
sobre diversos caracteres morfolégicos, fun-
damentalmente en el ganado vacuno de
raza Frisona {(Schrooten et al., 2000; Hien-
dieder et al., 2003, para una revision gene-
ral visitar la siguiente URL: http://www.ani-
malgenome. org/cgi-bin/QTLdb/BT/qtraitolo
gy?class_ID=1005).

En el ganado ovino la utilizacién de estos
caracteres, en los programas de mejora ha
sido mucho mas reciente. El programa de
mejora genética del ganado ovino de raza
Churra incluye, desde el afio 2002, cinco
caracteres lineales utilizados para valorar la
morfologia mamaria como objetivo secun-
dario de seleccién. Dentro de un proyecto
general de busqueda de QTL con influencia
sobre los caracteres con importancia econé-
mica en el ganado ovino de leche, el objeti-
vo del presente articulo es la identificacion
de los fragmentos génicos portadores de
genes con influencia sobre los caracteres de
morfologia mamaria en la raza ovina Chu-
rra. En este articulo se presentan los resulta-
dos globales de este analisis genémico, y su
estudio comparativo con QTL previamente
descritos en otras poblaciones de ganado
ovino y vacuno,
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Material y métodos

El "disefio hija” descrito por Soller & Genizi
(1978) ha sido utilizado para estudiar la
segregacién de marcadores genéticos en una
poblacién comercial de ganado ovino de
raza Churra, que incluyé un total de 542 ani-
males pertenecientes a 8 familias de medio-
hermanas. Todos los animales incluidos en el
estudio formaban parte del Nucleo de Selec-
cion de ANCHE (Asociacion de criadores de
Ganado Selecto de Raza Churra} y fueron
generados mediante inseminacion artificial.
Los marcadores genéticos analizados incluye-
ron un total de 182 marcadores genéticos
(181 microsatélites y 1 SNP), distribuidos uni-
formemente a lo largo del genoma autoso-
mico ovino. A partir de los datos genotipicos
obtenidos para estos marcadores se constru-
yeron los mapas de ligamiento de los 26
autosomas ovinos para esta poblacion, utili-
zando el programa CRIMAP (Green et al,
1990). Los marcadores incluidos en el analisis
de ligamiento, junto con las distancias gené-
ticas entre marcadores han sido descritos pre-
viamente (Gutiérrez-Gil et af,, 2008).

Los datos fenotipicos considerados en el
analisis fueron los correspondientes a los
cinco caracteres lineales que se utilizan para
valorar la morfologia mamaria en el ganado
ovino de raza Churra: el tamafio y posicion
de los pezones, la profundidad de la ubre, la
insercion mamaria y la forma global de la
ubre (De la Fuente et al.,, 1996). Las medidas
cuantitativas consideradas en el analisis de
QTL fueron los valores YD (yield deviation).
Estos valores se obtuvieron corrigiendo las
valoraciones fenotipicas de cada uno de los
caracteres estudiados para los factores
ambientales que influyen en la varianza de
estos caracteres (la ronda de calificacién, la
edad de la oveja y la fase de lactacion).

El analisis de QTL se realizé utilizando el pro-
grama HSQM (Coppieters et al., 1998), que
implementa el método de regresién con mar-
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cadores multiples desarrollado por Knott et
al. (1996). Este analisis aplica un modelo de
un unico QTL para cada posicién del genoma,
de acuerdo con los mapa de ligamiento pre-
viamente desarrollados para la poblacién en
estudio. El valor maximo del estadistico obte-
nido en el analisis para cada combinacién
cromosoma-caracter fue considerado como
significativo cuando superd el nivel de signifi-
cacion del 5%, determinado mediante 10,000
permutaciones al nivel chromosome-wise
{Churchill y Doerge, 1994) y de tendencia en
caso de que el valor chromosome-wise supe-
rase el umbral de significacion 10%. Los valo-
res de significacién al nivel genome-wise se
calcularon utilizando una correccién de Bon-
ferroni, siguiendo las indicaciones De Koning
et al. {1999}, A partir del analisis intrafamiliar
se ohtuvieron los estimaciones de los efectos
de substitucion alélica segregantes.

Resultados y discusion

Para el mapa de ligamiento construido para
la poblacion en estudio, el contenido de
informacién para la identificacion de QTL
alcanzé un valor promedio por cromosoma
cercano al 60%. El analisis de regresion
para toda la poblacién detecté once regio-
nes cromosémicas con una significacion
sugestiva, cinco de ellas con un valor P < 0.05
chromosome-wise (P). (tabla 1). Ninguna de
estas regiones alcanzé el nivel de significa-
cidon genome-wise.

El QTL que presenté una mayor significacién
(P. = 0.0136) fue localizado en el extremo
proximal del cromosoma 7 para el caracter
posicidn de los pezones, sequido por el efec-
to identificado en el cromosoma 20 para el
caracter profundidad de la ubre (P, = 0.016).
Los otros tres QTL con P_ < 0.05 fueron
detectados en los cromosomas 14, 15 y 26
para los caracteres profundidad de la ubre,
forma global de la ubre e insercion mama-
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ria, respectivamente. Las regiones detecta-
das con un valor P_ < 0.10 afectaron a los
caracteres forma global (cromosomas 4 vy
23), profundidad de la ubre (cromosomas 6
y 8), posicién de los pezones (cromosoma
10) y tamafio del pezdn (cromosoma 22). El
numero de familias segregantes para cada
QTL varid entre una y tres.

La respuesta a la seleccién conseguida me-
diante la aplicacién de los métodos clasicos
de la mejora genética podria verse incre-
mentada de manera significativa si se cono-
cieran las variantes alélicas del genoma que
influyen sobre los caracteres sometidos a
seleccion. De ahi, el gran esfuerzo gue la co-
munidad cientifica ha dedicado en la dltima
década a la identificacién de regiones cromo-
somicas o QTL relacionadas con caracteres de
interés econémico en las especies de abasto
(http:/Avww animalgenome. org/QTLdbY).

Los resultados del presente estudio sugieren
la segregacion de QTL con influencia sobre
caracteres de morfologia mamaria en el
ganado ovino de raza Churra, tal y como se
esperaria de una poblacidon con un esquema
de seleccion relativamente reciente (descrito
por de la Fuente et al, 1995). El andlisis de
regresidon aplicado en el presente trabajo
permitié |a localizacién de once regiones con
una indicacién estadistica de ser portadoras
de QTL para estos caracteres. Aungue ningu-
no de estos QTL alcanzé upa significacion al
nivel genome-wise, cuatro de ellos fueron
significativos al nivel “sugestivo” propuesto
por Lander and Kruglyak (1995). Para estu-
dios de asociacién en animales de abasto,
este nivel de significacion es considerado mas
apropiado que otras correcciones altamente
conservadoras, tipo Bonferroni, debido al
limitado poder estadistico de dichos experi-
mentos. Siguiendo el método descrito por
Weller et al. (1990), el poder de nuestro expe-
rimento para detectar un QTL qgue explica un
0,3 de la varianza fenotipica de un caracter
de heredabilidad 0,3, serfa aproximadamen-
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Tabla 1. Caracterizacién de los posibles QTL identificados en este estudio, al nivel chromeosome-wise
(Pc < 0.1), en relacién con caracteres de morfologia mamaria
Table 1. Characterization of the putative QTL identified in the present study for udder morphology
fraits at the chromosome-wide level (Pc < 0.1)

Cromosoma Caracter cM Intervalo Efecto de substitucion alélica
(P) flanqueante {puntos de escala lineal)
4 Forma de la ubre 23 {BMS1172-MCM144] 0,58-0,75
{0,057)
6 Profundidad de la ubre 1 [INRA133-MCM53] 1,05-1,13
(0,06)
7 Posicion del pezén 17 [BM3033-BMS528] 0,74-1,53
{0,0136)
8 Profundidad de la ubre 25 [BM1227-CSSM25] 0,74-1,45
(0,0524)
10 Posicion del pezdn 5 [AGLA226-BMS975] 0,57-1,69
{0,082)
14 Profundidad de la ubre 1332 [MCM104-BMB507] 1,7
(0,045}
15 Forma de la ubre 1 [MCMA16-BR3510] 0,47-1,5
{0,036)
20 Profundidad de la ubre 8 [INRA132-DYA] 0,52-0,68
{0,016)
22 Tamario del pezén 2 [MAF36-TGLA429] 1,23-1,75
(0,067}
23 Forma de la ubre 86 [MCM136-URBO31] 1,07-1,65
(0,093)
26 Insercion de la ubre 75 [CSSM43-BM203] 0,61-0,79
{0,026)

te del 30% (asumiendo una tasa de error tipo
| del 5%, y un 10% de recombinacion entre el
marcador y el QTL). Asi pues, es probable que
un numero substancial de auténticos QTL
segregantes en esta poblacién no hayan sido
identificados en nuestro analisis. Por ello
hemos elegido 1a indicacién estadistica P <
0.1 (chromosome-wise) como indicadora de
la presencia de QTL en la poblacién. El uso de
este nivel estadistico puede determinar que
varias de estas regiones sean falsos positivos.
Por ello se debe realizar una confirmacién de
las diferentes regiones en nuevas familias de
la poblacién, como paso previo al abordaje

del mapeo fino y la posible identificacién de
las mutaciones causales responsables de los
efectos detectados.

El efecto de mayor significacién detectado en
nuestro estudio afecté al caracter posicion de
los pezones en el cromosoma 7. Este caracter
es de una gran importancia en produccién de
leche de oveja, ya que determina la adapta-
cion del animal al ordefio mecénico. No exis-
ten estudios anteriores que relacionen esta
region con la morfologia mamaria en oveja,
aunque la region ortéloga bovina, situada en
el cromosoma 10, parece estar asociada a
este tipo de caracteres (Schrooten et al,
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2000; Hiendleder et al, 2003). Para este
mismo caracter se identificd otro efecto sig-
nificativo al 10% chromosome-wise en el
extremo proximal del cromosoma 10. El otro
caracter analizado en relacion a los pezones
solo presentd una tendencia significativa (Pc
< 0.1) en el extremo distal del cromoesoma 22.
Para el caracter profundidad de la ubre se
detectaron dos QTL al nivel chromosame-
wise, en los cromosomas 14y 20, y dos regio-
nes con tendencias significativas (Pc < 0.1} en
los cromosomas 6 y 8. Este caracter esté rela-
cionado con el recuento de células somaticas
{Fernandez et al, 1997; Legarra y Ugarte,
2005), y por lo tante mediante la seleccidn
para el mismo se conseguiria, teéricamente,
mejorar indirectamente el estado de salubri-
dad de la leche. Coincidiendo con el QTL
localizado en el cromosoma 20, el segundo
efecto mas significativo de nuestro estudio,
se han descrito QTL para altura lateral de la
ubre y el grado de separacion de [as mamas
en una poblacién de retrocruzamiento obte-
nida mediante el cruce de las razas Sarda X
Lacaune (Casu et al.,, 2004).

Para el caracter forma global de la ubre se
identifico una regién significativa en el cro-
mosoma 15, junto con tendendias significa-
tivas en los cromosomas 4 y 23. Este caracter
es un indice complejo que engloba a los
demas caracteres, y cOn su mejora se conse-
guiria una ubre con mayor adaptacién al
ordefic mecanico.

El QTL identificado en el cromosoma 26 fue
el unico efecto significativo detectado para
el caracter insercién de la ubre, un caracter
de gran importancia, ya que se relaciona
con la capacidad de la mama para soportar
mejor la mayor produccion de leche. Este
QTL es coincidente con varios QTL relaciona-
dos con caracteres de morfologia mamaria
en el ganado ovino {Casu et al., 2004; Bari-
llet et al., comunicacién personal), asi como
en la regién cortéloga del genoma bovino
{Schrooten et al., 2000).
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Las regiones aqui identificadas suponen el
punto de partida para estudios posteriores
centrados en el incremento de los marcado-
res analizados y la re-definicion de los inter-
valos de confianza de los QTL identificados,
con el objeto de identificar genes candidatos
en relacion al efecto detectado en el barrido
gendémico inicial. Los grandes esfuerzos des-
arrollados por la comunidad cientifica en el
estudio de la secuenciacién y organizacion de
los genomas bovino y ovino [ej. anotacién
del genoma bovino {(www.ensembl.com},
genoma virtual ovino (Dalrymple et af,
2007)], asi como las expectativas derivadas de
los ultimos avances metodoldgicos (secuen-
ciacion de ultima generacion, el SNP-chips,
etc) facilitardn, en gran medida, la ardua
tarea de mapeo fino y clonade de QTL
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