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INTRODUCCION

La domesticacion del ganado ovino se inici6 hace mas de 10.000 afos, produciendo
cambios en el genoma ovino como consecuencia directa de la cria selectiva. Los primeros
de estos cambios estuvieron relacionados con caracteres morfolégicos como el color de la
capa y la morfologia de los cuernos (Kijas et al., 2012), mientras que la seleccién para la
produccién de lana y leche fue posterior, hace aproximadamente 5.000 afios (Chessa et al.,
2009). Actualmente, las razas ovinas utilizadas para la producciéon de leche se explotan
principalmente en los paises de la region mediterrdnea, destinAndose su produccién
principalmente a la elaboracién de quesos maduros de alta calidad (Selvaggi et al., 2014).
La fraccion proteica de la leche esta directamente relacionada con el rendimiento quesero y
las propiedades tecnoldgicas de la leche. Las caseinas y las proteinas del lactosuero
determinan el 5,5% de la composicion total de la leche. Las caseinas, se clasifican en cuatro
tipos: as1-Cn (codificado por el gen CSN1S1), as2-Cn (CSN1S2), B-Cn (CSN2), and k-Cn
(CSN3); y las proteinas del lactosuero son la alfa-lactoalbimina (LALBA) y beta-
lactoglobulina (PAEP) (Noce et al., 2016). La gran especializacién de la glandula mamaria
determina que los genes de las caseinas constituyan un alto porcentaje (~ 70%) de los
genes expresados en la glandula mamaria durante la lactacion (Suarez-Vega et al., 2015).

La identificaciobn de variantes genéticas asociadas con caracteres de interés productivo
en ganado ovino se inicié con el estudio de genes candidatos, como los genes codificantes
para las proteinas de la leche (Moioli, D’Andrea and Pilla, 2007). La disponibilidad, a partir
de 2008, de un chip de SNPs de media densidad (50K-Chip) generé valiosa
informacion sobre la variabilidad del genoma ovino a través del proyecto SheepHapMap
(Kijas et al., 2012), y permitié estudios de mapeo de Quantitative Traits Loci (QTLsS) y de
huellas de seleccion de mayor precision que los desarrollados hasta el momento. Uno de
esos estudios, desarrollado por nuestro grupo de investigacion en la raza Churra, identificd
la primera mutacion sugerida como causal de un QTL para un caracter de produccién
lechera en la oveja en el gen LALBA (Garcia-Gamez et al. 2012). Mas recientemente,
el progresivo abaratamiento de la secuenciacion completa del genoma (Whole-genome
sequencing, WGSeq) ha proporcionado informacion de alta resolucion en regiones
previamente identificadas como portadoras de QTLs o huellas de seleccion (Rupp et al.,
2015; Gutiérrez-Gil et al., 2017). El estudio de las variantes de los genes de las proteinas
de la leche puede ser de gran interés para la identificacion de marcadores genéticos a
utilizar por la industria lactea, por su directa relacion con las propiedades de coagulacion de
la leche y el rendimiento quesero. Asi, partiendo de la gran cantidad de informacién
generada mediante la secuenciacion gendémica, se ha planteado analizar, en el presente
trabajo, datos de WGSeq para la identificacion de variantes genéticas en seis genes
codificantes de proteinas de la leche (los cuatros genes de las caseinas y los genes PAEP y
LALBA) en seis razas ovinas espafiolas, incluyendo razas de diferente aptitud productiva.

MATERIAL Y METODOS
Para el estudio de variabilidad genética se ha secuenciado el genoma completo (WGSeq)
de un total de 21 individuos correspondientes a seis razas de ganado ovino doméstico
presentes en la Peninsula Ibérica: Assaf (n=5), Churra (n=6), Merino espafiol (n=4),
Castellana (n=2), Segureiia (n=2) y Ojalada (n=2), siendo la primera de ellas la mas
especializada para la produccion lechera, y la Churra de doble aptitud (lechera, carnica). De
estas muestras, 17 han sido secuenciadas por nuestro grupo de investigacion y ANCHE
(Asociacion Nacional de Criadores de Ganado Ovino Selecto), y las cuatro restantes,
pertenecientes a las razas Castellana y Ojalada, se han generado dentro de un proyecto
coordinado por el Consorcio Internacional de Gendmica Ovina (International Sheep
Genomics Consortium, ISGC), como una extension del Proyecto SheepHapMap
(PRJINA160933), y se han obtenido a partir del



repositorio publico Sequence Read Archive (SRA). Todas las secuencias han sido generadas
con la tecnologia paired-end de lllumina (lllumina HiSeq 2000 y Hiseq 2500). Las muestras
obtenidas del repositorio publico SRA (0JA4 SRR501900 y OJA5 SRR501911,
CAS1 SRR501904 y CAS3 SRR501883) se transformaron de formato SRA a formato
FASTQ con el software SRA-Toolkit (disponible en:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/?view=software). Tras este paso todas las muestras
se sometieron al siguiente protocolo de analisis: (i) evaluacion de la calidad de las lecturas
brutas con el programa FastQC (Andrews, 2010. disponible en:
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqgc); (ii) filtrado de las lecturas de baja
calidad mediante el programa Trimmomatic (Bolger, Lohse and Usadel, 2014); (iii) alineacion
de las muestras frente al genoma de referencia OAR_v3.1, utilizando el programa Burrows-
Wheeler Aligner aplicando el algoritmo mem (Li and Durbin, 2009); (iv) manipulacién de datos
y generacién de estadisticas preliminares realizada con el programa SAMtools (Li et al., 2009),
y eliminacion de lecturas duplicadas con el programa Picard (disponible en:
http://broadinstitute.github.io/picard/); (v) identificacién de variantes de forma independiente
con el programa Genome Analysis Toolkit (GATK; opcién haplotypecaller) (McKenna et al.,
2010) y con el programa Samtools (opcion mpileup) (Li et al., 2009); (vi) filtrado de variantes
identificadas con ambos software, con el programa snpSIFT (Cingolani et al., 2012); (vii)
seleccidn de las variantes comunes identificadas por ambos programas con BCFtools (Li,
2011); (viii) extraccion de variantes en genes candidatas, anotacion y prediccién del efecto de
las variantes con los programas snpEff (Cingolani et al., 2012) y VEP (McLaren et al., 2010).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las lecturas generadas a través del proceso de secuenciacion tuvieron una longitud maxima
de 100 pares de bases (pb). El promedio de las lecturas brutas obtenidas por muestra fue de
150.535.606, de las cuales 87,52% de las lecturas pasaron el control de calidad realizado con
Trimmomatic. Como promedio el nimero de las lecturas mapeadas frente al genoma de
referencia fue de 264.144.270 por muestra. El total de variantes identificadas en todo el
genoma de forma comun por los programas Samtools y GATK, a partir del andlisis de todas
las muestras, fue de 31.558.572, mostrandose su distribucion por Gigabase a lo largo de los
26 autosomas ovinos en la Figura 1. Tras realizar el filtrado por regiones candidatas, las
variantes identificadas en los intervalos de los seis genes en estudio fueron un total de 547,
incluyendo 531 SNPs, 13 delecciones y tres inserciones. La anotacién de esas variantes
mostrd un total de 626 consecuencias funcionales (588 intronicas, 18 exénicas, 12 en regiones
de splicing y ocho en regiones 5’'UTR). Los resultados del snpEff indican ademas una ratio de
una variante cada 81 pb en todo el genoma. Esta ratio fue de una variante cada 623.975 pb
en las regiones codificantes de los genes candidatos considerados.

De las variantes localizadas en exones de los genes candidatos, diez de ellas dieron lugar a
un cambio de aminoécido en la secuencia proteica (missense) y ocho fueron sinénimas (Tabla
1). Segun su impacto funcional sobre la correspondiente proteina, 10 de las mutaciones
exonicas fueron clasificadas de impacto moderado y 8 de bajo impacto. Cuatro de las
variantes missense se clasificaron como deletéreas y seis como toleradas, segun la
clasificacion SIFT de Ensembl. Finalmente, en el gen CSN3 no se ha encontré ninguna
variante determinante de un cambio de aminoacido, apoyando las observaciones de estudios
clasicos sobre un alto grado de conservacion de la secuencia de este gen en la especia ovina.
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Density of Variants across Oar_V3.1
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Figura 1. Densidad de variantes por Gigabase identificadas en las 21 muestras
secuenciadas a lo largo de los 26 cromosomas autosémicos ovinos. En rojo se resaltan las
regiones correspondientes a los seis genes candidatos considerados (CSN1S, CSN1S2,
CSN2, CSN3, PAEP, LALBA).

Gen Posicion Cambio de Impacto funcional
aminoacido (precisién) (SIFT)
CSN1Ss1 €.626C>T p.Thr209lle tolerada (0.06)
€.268G>T p.Asp90Tyr deletérea (0)
CSN1S2 c.358A>G p.llel20Val tolerada (0.71)
c.527G>A p.Arg1l76His tolerada (0.38)
CSN?2 c.595A>G p.Met199Val deletérea (0.15)
C.634C>A p.Leu212lle tolerada (0.2)
c.106C>T p.His36Tyr tolerada (0.15)
PAEP c.500A>T p.GIn167Leu deletérea (0)
c.500C>T p.GIn167Arg deletérea (0)
LALBA c.80T>C p.Val27Ala deletérea (0.02)

Tabla 1. Variantes missense identificadas en los genes candidatos considerados en estudio
mediante el andlisis de secuencias gendmicas de 21 individuos pertenecientes a seis razas
ovinas presentes en la Peninsula Ibérica.
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GENOME SEQUENCING FOR THE IDENTIFICATION OF VARIANTS IN GENES CODING

FOR THE SHEEP MILK PROTEINS
ABSTRACT: The present study summarizes the identification of variants in candidate genes
encoding sheep milk proteins based on the bioinformatic analysis of whole genome sequence
datasets obtained from a total of 21 animals of six sheep breeds reared in Spain. Hence,
considering the ovine genes encoding for caseins (CSN1S, CSN1S2, CSN2, CSN3) and for
the milk’s whey proteins (PAEP, LALBA), a total of 547 variants were identified. Among them
ten were missense variants classified with functional moderate impact. Variants in these
selected genes could have important effects on the composition of milk and could explain
differences on traits related to the cheese yield and the milk technological properties of the
different breeds.

Keywords: whole genome sequence, Spanish sheep, gene, milk protein, livestock.



