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INTRODUCCION

Este estudio se engloba en un proyecto de colaboracién mas amplio para la creacion de un
banco de semen de razas autdctonas de ovino y caprino en peligro de extincién (oveja
Aranesa, oveja Xisqueta y cabra Blanca de Rasquera). El objetivo de este estudio es la
seleccion de diez machos jovenes de cada una de las tres razas mediante marcadores
moleculares, de los que se conservara material seminal mediante crio-conservacion. Se han
seguido dos criterios principales: 1) en las razas ovinas, favorecer la presencia de machos
con genotipos de elevada resistencia a Scrapie y descartar los de elevada sensibilidad, y 2)
crear un grupo con una baja coascendencia molecular y una elevada riqueza alélica para
establecer una reserva genética representativa de la raza.

Para ello, se ha utilizado informacion sobre las coascendencias moleculares entre las
diferentes subpoblaciones de las razas (Ferrando et al., 2010a, b) para dirigir el muestreo de
los machos candidatos para el programa. Posteriormente, se ha comparado los perfiles
genéticos de los machos candidatos para el programa con las bases de datos genéticas de
las tres razas (Avellanet, 2006; Ferrando et al., 2007; Jordana et al., 2007).

MATERIAL Y METODOS

Los ganaderos que aceptaron entrar en el proyecto facilitaron una serie de muestras de
machos nacidos en sus explotaciones de unas pocas semanas de vida que debian cumplir
con el estandar de la raza y tener a sus padres inscritos los Libros Genealégicos de las
razas. En total, se obtuvieron muestras de sangre de 50 machos de la raza Aranesa (5
explotaciones) y de 40 machos de la raza Xisqueta (12 explotaciones) y 36 muestras de pelo
de la raza Blanca de Rasquera (5 explotaciones). EI ADN de las muestras de sangre fue
extraido siguiendo un protocolo estandar con fenol-cloroformo, y el de las muestras de pelo
fue extraido con el kit comercial “DNeasy Blood & Tissue Kit” (Qiagen, Valencia, CA, USA).

En las razas ovinas, se obtuvo el genotipo de los machos para los 13 marcadores
microsatélite siguientes: MCM42, INRA49, MCM527, TGLA53, MAF65, HSC, OarCP20,
OarCP34, OarCP49, OarAE119, OarFCB11, MCM218 y MAF214. En la raza caprina se
utilizé un panel de 12 marcadores: MCM527, MAF65, SRCRSP05, SRCRSP06, SRCRSP08,
SRCRSP23, HSC, OarCP34, OarFBC11, MCM218, MAF214 y OarAE119. Los productos de
PCR fueron analizados en un secuenciador ABI PRISM 3730 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) usando un marcador interno del tamafo de los fragmentos. Ademas, en las
razas ovinas, también se determiné el genotipo del grado de sensibilidad/resistencia a
Scrapie (R1-R5). Los parametros de diversidad genética asi como los valores de
coascendencia molecular media de los machos con el conjunto de la raza y entre machos
fueron calculados con el programa Molkin V.3.0 (Gutiérrez et al., 2005).

Los criterios de seleccién de los machos fueron los siguientes: 1) sensibilidad/resistencia a
Scrapie: en los ovinos se descartaron todos los individuos con los perfiles R4 y R5 y se
favoreci6 la presencia de individuos con los perfiles R1 y R2, 2) coeficiente de
coascendencia media de cada macho con el conjunto de la raza (f) y de auto-coascendencia
(s), 3) coeficiente de coascendencia media entre machos del mismo rebafo (f,): se evitd
elegir dos machos con coeficientes elevados entre si, especialmente si procedian de la
misma explotacién, 4) rebafo de procedencia: se favorecio la presencia de machos de un
mayor numero de explotaciones diferentes y 5) coeficiente de coascendencia media entre
machos de distintos rebafos. Algunos individuos inicialmente seleccionados causaron baja
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por diferentes motivos y fueron reemplazados por otros siguiendo la lista de priorizacion.
Una vez definidos todos los machos seleccionados para el programa de conservacion, se
calcularon los parametros de diversidad genética de estos grupos. Las bases de datos de
referencia incluyeron 227 cabras Blanca de Rasquera (6 municipios), 615 ovejas Xisqueta (4
comarcas) y 232 ovejas Aranesas (6 zonas estivales de pasto).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los diez machos de la raza ovina Aranesa que fueron finalmente seleccionados para el
proyecto procedian de cinco explotaciones diferentes. Cuatro individuos presentaban el
genotipo R1 de resistencia a Scrapie, uno era R2 y los cinco ultimos fueron R3. Por lo tanto,
la mitad de ellos presentaban un genotipo resistente o muy resistente a Scrapie. La
coascendencia media de la raza fue de f = 0.257 y la auto-coascendencia media de s; =
0.642. Estos valores sirvieron de referencia para elegir a los diez machos para el proyecto.
Los diez machos presentaron un valor medio de coascendencia bajo con toda la raza f =
0.232 y entre ellos f, = 0.263, con una auto-coascendencia media de s; = 0.623. El valor de
coascendencia dentro de grupo aumenta debido al peso de la auto-coascendencia,
especialmente cuando el nimero de individuos es reducido, por ello el valor dentro del grupo
de machos es mas elevado que el valor con el conjunto de la raza. La diversidad genética
de este grupo fue elevada (Hg = 0.74), con un media de 7.1 alelos por locus.

Se seleccionaron diez machos de la raza ovina Xisqueta procedentes de ocho explotaciones
distintas. Dos de ellos causaron baja a ultima hora y no pudieron ser reemplazados por lo
que el grupo final se compuso de ocho animales de siete explotaciones. Entre ellos, uno
presentd un genotipo R2 de resistencia a Scrapie y el resto fueron todos R3. El coeficiente
medio de coascendencia de la raza fue de 0.234, y de auto-coascendencia fue de 0.638. La
diversidad genética del grupo de machos seleccionados también fue elevada (He = 0.77),
con una media de 6.4 alelos por locus. El valor medio de coascendencia molecular del grupo
con toda la raza fue de f = 0.199, y dentro del grupo fue de f, = 0.233, con una auto-
coascendencia media de s;= 0.611.

El coeficiente de coascendencia molecular medio de la raza caprina Blanca de Rasquera fue
de 0.271, con un valor medio de auto-coascendencia de 0.652. La diversidad genética del
grupo de diez machos seleccionados fue de Hg = 0.74, con una media de 5.8 alelos por
locus. El coeficiente medio de coascendencia del grupo con toda la raza fue de f= 0.248, y
dentro del grupo fue de f, = 0.261, con una auto-coascendencia media de s; = 0.580.

Los grupos de machos seleccionados presentaron un bajo coeficiente de coascendencia
media con el conjunto de su raza y dentro de su grupo. Dado el nimero limitado de machos
seleccionados para cada raza, el nimero medio de alelos por locus de estos grupos fue
menor al total de la raza, y a menudo también al de las diferentes poblaciones analizadas
por separado. No obstante, la riqueza alélica de estos grupos para un mismo numero de
individuos fue superior al de las diferentes subpoblaciones (ver Tabla 1). Por lo tanto, estos
grupos de machos retienen, comparativamente, una diversidad genética y alélica
relativamente elevada. Estos individuos fueron posteriormente trasladados a las
instalaciones del IRTA para su entrenamiento como sementales.
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Tabla 1. Parametros de diversidad genética de cada subpoblacion de las tres razas.

Raza (subpoblacidon) N Ho He Fis fy NMA R.A.
Aranesa (zonas de pasto)
Saplan-Coma Palas 74 0.73 0.76 0.029 0.244 9.5 6.2'
Montlude-Portet 30 069 0.72 0.033 0.284 8.3 6.1
Corilha-Salient 36 066 0.70 0.052 0.305 7.8 5.4'
Boca Nord del Tunel 30 071 073 0018 0273 73 586
Pla de Beret 43 0.73 0.72 -0.007 0.275 8.2 5.9'
Porcingles 19 0.72 0.72 0.013 0.288 6.9 5.8'
Machos seleccionados 10 0.78 0.74 -0.043 0.257 71 71"
Xisqueta (comarcas)
Alta Ribagorga 123 071 076 0.063 0239 117 59
Pallars Jussa 270 0.72 0.76 0.059 0.239 12 5.9?
Pallars Sobira 189 0.73 0.76 0.045 0236 112 582
Ribagorza 33 076 074 -0.022 0.260 7.9 5.52
Machos seleccionados 8 0.78 0.77 -0.015 0.233 6.4 6.4
Blanca de Rasquera (municipios)
Rasquera 47 0.69 0.72 0.045 0.281 7.5 5.3
Tivenys 30 074 0.72 -0.018 0.276 6.1 5.1
Tivissa 50 0.71 0.73 0.025 0.269 6.5 5.0
Vandellos 40 0.70 0.72 0.027 0.284 6.9 5.2
Horta de St. Joan 39 068 0.71 0.036  0.291 6.8 51°
Bot — Prat de Comte 21 0.65 0.62 -0.043 0.377 5.3 4.5
Machos seleccionados 10 0.84 0.74 -0.137 0.261 5.8 5.7

N, ndmero de individuos; heterocigosis observada (Ho) y esperada (Hg); Fis, déficit/exceso
de heterocigotos; f,, coeficiente medio de coascendencia dentro de subpob/aaon NMA,
ntmero medio de alelos por locus; R.A., riqueza alélica para (') diez o (?) ocho individuos.

SELECTION OF MALES BY USING MOLECULAR MARKERS FOR THE CREATION OF A
SPERM BANK OF ENDANGERED ARANESA AND XISQUETA SHEEP BREEDS AND
RASQUERA WHITE GOAT BREED

ABSTRACT: This study has been realized in the framework of a collaborative project for the
creation of a sperm bank of three endangered breeds: Aranesa and Xisqueta sheep breeds
and Rasquera White goat breed. The aim of this study was to select ten males per breed
according to two main criteria 1) in both sheep breeds, to favour the presence of individuals
with genotype of resistance (R1-R2) to Scrapie and discard those susceptible to this disease
(R4-R5) and 2) create a group of individuals with a low coefficient of molecular coancestry
and a high level of allelic richness. Between eight to ten individuals were selected per breed
according to these criteria and moved to specific installations for training as sperm donors.

Keywords: molecular coancestry, microsatellite, conservation programme.
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INTRODUCCION

Este estudio se engloba en un proyecto de colaboracién para la creacion de un banco de semen de razas
autéctonas de ovino (Aranesa y Xisqueta) y caprino (Blanca de Rasquera) en peligro de extincion. El objetivo
de este estudio es la seleccion de diez machos jévenes mediante marcadores moleculares para crear una

reserva genética diversa y representativa de cada raza.

Se utilizaron las bases de datos genéticas de las tres razas obtenidas con anterioridad e informacién sobre las
coascendencias moleculares entre las diferentes subpoblaciones de las razas para dirigir el muestreo.

MATERIAL Y METODOS

* Muestras:
50 machos ovino Aranesa (sangre)
40 machos ovino Xisqueta (sangre)
36 machos caprino Blanca de Rasquera (pelos)

* En las razas ovinas, también se determind el genotipo del
grado de sensibilidad/resistencia a Scrapie (R1-R5).

*Los parametros de diversidad genética y los valores de
coascendencia molecular fueron calculados con el programa

b
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» Marcadores microsatélite:

Ovino: MCM42, INRA49, MCM527, TGLAS53, MAF65, HSC,
OarCP20, OarCP34, OarCP49, OarAE119, OarFCB11,
MCM218 y MAF214.

Caprino: MCM527, MAF65, SRCRSP05, SRCRSPO06,
SRCRSP08, SRCRSP23, HSC, OarCP34, OarFBC11,
MCM218, MAF214 y OarAE119.

Molkin V.3.0 (Gutiérrez et al., 2005).

RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1. Parametros de diversidad genética de cada subpoblacion

de las tres razas.

Raza (subpoblacion) N Ho He Fis T NMA  RA.
Aranesa

Saplan-Coma Palas 74 0.73 0.76 0.029 0.244 95 6.2'
Montlude-Portet 30 0.69 0.72 0.033 0.284 8.3 6.1
Corilha-Salient 36 0.66 0.70 0.052 0.305 7.8 541
Boca Nord del Tunel 30 0.71 0.73 0.018 0273 7.3 5.6
Pla de Beret 43 0.73 0.72 -0.007 0.275 8.2 5.91
Porcingles 19 0.72 0.72 0.013 0.288 6.9 5.8"
Machos seleccionados 10 0.78 0.74 -0.043 0.257 7.1 7.1t
Xisqueta

Alta Ribagor¢a 123  0.71 0.76 0.063 0.239 11.7 5.92
Pallars Jussa 270 0.72 0.76 0.059 0.239 12 5.92
Pallars Sobira 189 0.73 0.76 0.045 0.236 11.2 5.82
Ribagorza 33 0.76 0.74 -0.022 0.260 7.9 5.52
Machos seleccionados 8 0.78 0.77 -0.015 0.233 6.4 6.42
Blanca de Rasquera

Rasquera 47 0.69 0.72 0.045 0.281 7.5 5.31
Tivenys 30 0.74 0.72 -0.018 0.276 6.1 5.1
Tivissa 50 0.71 0.73 0.025 0.269 6.5 5.0
Vandellos 40 0.70 0.72 0.027 0.284 6.9 B2
Horta de St. Joan 39 0.68 0.71 0.036 0.291 6.8 B.Af
Bot — Prat de Comte 21 0.65 0.62 -0.043 0.377 5.3 4.51
Machos seleccionados 10 0.84 0.74 -0.137 0.261 5.8 5.7t

N, nimero de individuos; heterocigosis observada (Hp) y esperada (Hg); Fis,
déficit/exceso de heterocigotos; f,, coeficiente medio de coascendencia dentro
de subpoblacién; NMA, nimero medio de alelos por locus; R.A., riqueza alélica

para () diez u (?) ocho individuos.

* Los criterios de seleccion de los machos fueron los siguientes:

1) sensibilidad/resistencia a Scrapie (ovino)

2) coeficiente de coascendencia media de cada macho con
el conjunto de la raza (f) y de auto-coascendencia (s;)

3) coeficiente de coascendencia media entre machos del
mismo rebario (f,)

4) rebano de procedencia

5) coeficiente de coascendencia media entre machos de
distintos rebafios.

De los diez machos de la raza ovina Aranesa (5 explotaciones)
la mitad de ellos presentaban un genotipo resistente o muy
resistente a Scrapie. En cambio, de los ocho machos
seleccionados de la raza ovina Xisqueta (7 explotaciones)
todos fueron R3 excepto un R2.

Los grupos de machos seleccionados presentaron un bajo
coeficiente de coascendencia media con el conjunto de su
raza y dentro de su grupo, y retuvieron, comparativamente,
una diversidad genética y alélica relativamente elevada dado
el nimero limitado de individuos (ver Tabla 1).

Todos estos individuos fueron trasladados a las instalaciones
del IRTA de Caldes de Montbui para su entrenamiento como
sementales.
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