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RESUMEN

La variedad merino negra, es una variedad de oveja merina emergente gracias a su lana
de calidad fina. Sus rebafios se han criado en Portugal y Espafia bajo diferentes criterios,
incluyendo la seleccién de haplotipos de resistencia al scrapie. ElI objetivo de este
estudio fue informar por primera vez en el ovino de raza merino negro, sobre la
distribucion de la frecuencia del haplotipo del gen de la proteina prion (PRNP)
utilizando metodos de la secuenciacion de &cidos nucléicos. En este estudio se
analizaron 120 ovejas pertenecientes a cuatro rebafios aparentemente inconexos. Tres de
ellos fueron de Portugal y uno de Espafia, pero en este Gltimo se han seleccionado para
aumentar los genotipos ARR / ARR de acuerdo a la normativa CE (Comision Europea,
2003). El nimero de sitios de polimorfismo se extendio aqui desde tres posiciones (136,
154 y 171) hasta un minimo de cinco, pues se agregaron al menos las posiciones 141 y
143. De esta forma, se puede analizar la susceptibilidad a la tembladera clésica y
atipica. Hasta ocho haplotipos podrian ser informados en el merino negro, siendo los
que se citan a continuacion: ALHRR, ALHRQ, ALRRQ, ALHHQ, AFHRQ, ALHRH,
VLHRQ y T112ALHRQ (este ultimo fue un haplotipo aislado). Los resultados
mostraron una alta diferenciacion genética entre los rebafios debido a una distribucion
de frecuencia desequilibrada de los haplotipos, lo que sugiere un escaso flujo genético
entre ellos en Portugal y nulo con el rebafio de Espafia. Después de colapsar los
haplotipos en tres posiciones (136, 154 y 171), el merino negro de Portugal mostro
frecuencias de haplotipos similares respecto a los estudios precedentes, excepto para los
haplotipos VRQ con mayor frecuencia en este estudio. El hallazgo de AFHRQ fue
interesante porque se asocié a la tembladera atipica siendo los Unicos casos declarados
en Portugal de esta enfermedad. En conclusion, se inform6 de una gran riqueza en
haplotipos en esta oveja, pero su distribucién depende criticamente del lote estudiado.
Esta riqueza genética permite analizar diferentes escenarios cuando se pretendan aplicar
programas de mejora de resistencia al scrapie. De esta manera, la aplicacién de un
programa de cria para controlar la tembladera parece ser una tarea menos desafiante.

PALABRAS CLAVE: Ovejas merinas negras, tembladera; resistencia scrapie; haplotipos,
diferenciacion genética.
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ABSTRACT

The black merino variety is an emerging merino sheep variety which it is appreciated
due to the production of quality fine wool. Their flocks have been bred in Portugal and
Spain but under different criteria including those related to the selection of scrapie
resistance haplotypes. The main aim of this study was to report for the first time in that
black merino sheep on the distribution of the haplotype frequency of the prion protein
gene (PRNP) using nucleic acid sequencing methods. In this study, 120 sheep belonging
to four apparently unrelated herds were analyzed. Three of them were from Portugal
and other one from Spain, but in the latter they have been selected to increase the ARR /
ARR genotypes according to EC (European Commission) regulations. The number of
polymorphism sites was extended from three positions (136, 154 and 171) to a
minimum of five, since positions 141 and 143 were added as relevant mutations. In this
way, susceptibility to classical and atypical scrapie can be studied. Up to eight
haplotypes could be reported in the black merino, being as follows: ALHRR, ALHRQ,
ALRRQ, ALHHQ, AFHRQ, ALHRH, VLHRQ and T112ALHRQ (the latter was an
isolated haplotype). The results showed a high genetic differentiation among flocks due
to an unbalanced frequency distribution of the haplotypes, suggesting scarce genetic
flow among them, both within Portugal as between Portugal and Spain. After collapsing
the haplotypes into three positions (136, 154 and 171), the black merino from Portugal
showed similar haplotype frequencies with respect to previous studies, except for the
VRQ haplotypes more frequently in this study. The finding of AFHRQ was interesting
because it was associated with atypical scrapie being the only cases declared in Portugal
for this disease. In conclusion, a great wealth of haplotypes was reported in this sheep,
but its distribution depends critically on the studied flock. This genetic richness allows
us to analyze different scenarios in order to stablish improvement programs for scrapie
resistance. In this way, the application of a breeding program to control scrapie appears
to be a less challenging task.

KEY - WORDS: Black merino sheep; scrapie; scrapie resistance; haplotypes, genetic
differentiation.
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1. INTRODUCCION

Muchas razas de ovino y/o sus variedades se encuentran catalogadas como animales
domésticos en peligro de extincién en el correspondiente catalogo del MAPAMA. Entre
las treinta y cuatro razas en el contexto nacional, se encuentra la variedad negra de la
raza merina. Esta variedad de merino negro es una oveja de lana fina. Sus rebafios se
criaron en Portugal y Espafia bajo diferentes criterios de cria, incluyendo los de
seleccion para resistencia genética a la tembladera. Este hecho conduce a la
diferenciacion genética entre rebafios y distribucion de las frecuencias de los haplotipos
PRNP desequilibrada entre rebafios. Asi, por ejemplo, el hallazgo de haplotipos
AFHRQ en ovino merino negro de Portugal merece el calificativo de, interesante,
debido a que recientemente se ha asociado con el prurigo lumbar atipico, siendo ademas
el Unico tipo declarado en Portugal. Por ello, informar sobre la riqueza genética de
haplotipos en los diferentes rebafios de esta raza, permite analizar diferentes escenarios
ante la inminente implantacién de planes de mejora, tendentes a erradicar cualquiera de
los tipos cientificamente reconocidos de esta enfermedad.

En relacion con la tembladera, es el término mas comun aplicado a la encefalopatia
espongiforme transmisible (EET), que se produce naturalmente en pequefios rumiantes
como la oveja y la cabra. Las EET estan caracterizadas por la acumulacion progresiva y
fatal de proteina pridnica asociada a la enfermedad (PrP*°) en tejidos cerebral y linfoide.
Descrita por primera vez en el Reino Unido alrededor del siglo XVIII (Comber et al.,
1772), la tembladera es reconocida como una enfermedad endémica no solo en la
Unién Europea (UE) (Orge et al., 2004)? con posibles relaciones entre la tembladera en
las ovejas y la EEB (Encefalopatia Espongiforme de Bovino) en el ganado, sino
también en casi todo el mundo, por ejemplo, Islandia (1878), Canada (1938), Estados
Unidos (1947), Australia (1952), Noruega (1958), India (1961), Republica de Sudafrica
(1966), Kenia (1970), Alemania (1973), Brasil (1978) ), Yemen (1979), Suecia (1988)
(ver Yaman y Un 2017)3,

Por un lado, aunqgue las fuentes o los vehiculos de infeccion ain no se conocen bien,
se ha demostrado la transmisién de la enfermedad incluso utilizando leche de ovejas
afectadas de tembladera (Konold et al., 2013; Konold et al., 2016)*°. Por ello, las ovejas
se corgsideran una fuente potencial de EET para bovinos y cabras (Spiropoulos et al.,
2011)°.

Por otro lado, hay interacciones de la proteina pridnica y el genotipo de la
susceptibilidad a tembladera en ovejas. Hoy en dia, se reconocen dos tipos de prurigo
lumbar de ovejas, el scrapie clasico y el atipico (Nor 98) (EFSA, 2005)’. Asi, ya desde
principios de la década de 1990 se sabe que el patrén genético de resistencia a la
tembladera clasica estd relacionado, aunque no de forma exclusiva, con el genotipo
respecto a posiciones concretas de la secuencia de la PRNP. Especificamente, el tipo
clasico esta predominantemente influido por polimorfismos en los codones 136 (alanina
[A136] o valina [V136]), 154 (arginina [R154] o histidina [H154]) y 171 (glutamina
[Q171], histidina [H171] o arginina [R171]), siendo el genotipo ARR/ARR
relativamente de mayor resistencia y los genotipos VRQ/VRQ, ARQ/ARQ vy
VRQ/ARQ los de mediana hasta muy alta sensibilidad o susceptibles (Goldmann et al.,
2008)%. Sin embargo, el hallazgo reciente del tipo de scrapie atipico (Benestad et al.,
2003)° se ha relacionado, aunque no de forma exclusiva, con polimorfismos en ovejas
en el codon 141leucina [L141] o fenilalanina [F141]. Asi, la EFSA (2005)’ extendia sus
recomendaciones de vigilancia a la tembladera atipica ya que se ha informado en varios
paises europeos, incluidos Portugal (Orge et al., 2004)? y Espafia (Acin et al., 2004)*.
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De esta forma, se ha sugerido un refinamiento adicional de la implicacion del codon
L141F (Moum et al., 2005)! usando el genotipado, porque explica alrededor de la
mitad de los casos atipicos (Konold et al., 2016)°. Curiosamente, la tembladera clésica y
atipica difieren en la edad promedio para detectar animales enfermos, siendo los méas
tardios los pertenecientes al tltimo tipo (Fast y Groschup, 2013)*?

Estudios recientes mostraron que el numero de casos positivos en genotipos
considerados clasicamente de bajo riesgo (genotipos que contienen ARR y AHQ) se han
subestimado como capaces de desarrollar la enfermedad clinica; lo cual tienen
implicaciones importantes para la vigilancia, el control de la enfermedad y la evaluacion
de pruebas diagnosticas (Tongue et al., 2008)%3. Por consiguiente, las autoridades de
vigilancia de la tembladera ovina, contintan en el siglo XXI, preocupadas por la posible
epidemia oculta en las poblaciones ovinas europeas.

Todos estos razonamientos llevan a la Union Europea (UE) a seguir desarrollando
programas de mejoramiento dirigidos a aumentar la frecuencia de alelos resistentes en
razas de todos los Estados miembros (Comision Europea, 2003)'4. Estos programas
europeos se basan en cinco categorias de genotipos, desde altamente resistentes (R1) a
altamente sensibles (R5); cuyos alelos ARR y VRQ se consideran altamente resistentes
y susceptibles a la tembladera del tipo clasico, respectivamente (Hunter et al., 1997;
Elsen et al., 1999; European Commission, 2003)!>1614 Sin embargo, poco se sabe en
relacion a los haplotipos mas resistentes en la forma atipica y las posibles interacciones
con aquellos de la forma clasica.

Respecto a los programas de mejoramiento que pretenden obtener poblaciones
genéticamente resistentes a scrapie, no faltan las criticas en razén a que tales programas
pueden reducir la variabilidad genética para la seleccion y conservacion de la raza ovina
en riesgo (Alvarez et al., 2007; Windig et al., 2007)'78. A pesar que se han valorado
diferentes estrategias de seleccion en diferentes razas ovinas, para aumentar la
resistencia al prurigo lumbar con costos minimos en términos de pérdidas de
variabilidad genética (Molina et al., 2006; Alfonso et al., 2006; Alvarez et al., 2007)**
2017 se informd de resultados diferentes segln la frecuencia inicial de los haplotipos
dentro de las razas (Alvarez et al., 2009)?'. Por lo tanto, las regulaciones europeas
prevéen que en razas en peligro de extincion se realice una implementacién secuencial de
estos programas de cria.

En otro orden, es necesario recordar que la historia de la raza merina esta
estrechamente vinculada a la historia y economia de Espafia y Portugal, en la que la
variedad merino negro fue objeto de eliminacion progresiva vinculada a su color. Pero
su resurgir obedece a que su lana es apreciada por su gran calidad en la fabricacion de
abrigos, mantas y alfombras. Hoy en dia esta calificada como raza autdctona en peligro
de extincion debido al cruzamiento indiscriminado con razas no autoctonas (Esteban et
al., 2003)?? tanto en Espafia como en Portugal. El censo actual se ha estimado en
aproximadamente 6.373 y 10.355 animales vivos, respectivamente, sugiriendose cierta
recuperacion segun las asociaciones de criadores.

Por todo lo anterior, investigar la variacion de alelos, haplotipos y genotipos en la
raza merina de la variedad negra y la comparacion entre sus rebafios, es relevante en el
programa de seleccidn genética del prurigo lumbar.
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2. MATERIAL Y METODO

2.1. Muestras biologicas

Se tomaron 125 muestras de sangre de ovejas de la raza de variedad merino negro
incluidas de cuatro rebafios para la evaluacion genética de la secuencia del gen PRNP.,
En concreto, se utilizaron un rebafio de Espafia (n = 36) y tres rebafios de animales no
emparentados de merino negro portugués (n = 89), no controladas para resistencia
genética a la tembladera y distribuidos de la siguiente manera:

a) Rel(n=16)
b) Re2 (n=60)
c) Re3(n=13)

El DNA se obtuvo de la sangre entera por el método “salt-out” (Fernandez-Garcia,

2012)%y se almacen6 a -20°C hasta su uso.

2.2. Amplificacion y secuenciacion del gen PRNP.

Las amplificaciones del gen PRNP se realizaron mediante PCR convencional en un
volumen de reaccion de 15 pl usando como cebadores los descritos en Bossers et al.,
(1996)%* y el siguiente protocolo de termociclado:

a) un ciclo inicial de 7 minutos a 95°C
b) 35 ciclos de 0,5 minutos a 95°C, 1 minuto a 58°C y 1 minuto a 72°C
¢) un ciclo final de extensién durante 10 minutos a 72°C.
Los productos de PCR se controlaron por electroforesis en gel de agarosa al
1,5%, tefiidos con colorante de geles Sybr™-SAFE (Invitrogen™) y visualizacion en un
transiluminador UV de longitud de onda larga. La secuenciacion del gen para
determinar los polimorfismos presentes y establecer los haplotipos y el genotipado de
cada individuo, se realiz6 mediante electroforesis capilar en un Analizador Genético
3130xI (Applied Biosystems). Para ello fue necesario preparar las siguientes etapas:
a) Purificar con ExoSap-IT (Thermo Scientific ™) los productos de PCR
siguiendo las recomendaciones del fabricante
b) Secuenciar ambas hebras del producto de PCR purificado usando el
correspondiente cebador y el kit de secuenciacion de ciclo BigDye®
Terminator v3.1 (Applied Biosystems),
c) Purificar los productos de secuenciacion usando el método recomendado por
Applied Biosystems
d) Leer el resultado mediante electroforesis capilar en el Analizador Genético
3130xI (Applied Biosystems) y el programa Sequencing Analysis ver 5.1
bajo licencia de Applied Biosystems .
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2.3. Determinacion de haplotipos.

Las secuencias se redujeron a haplotipos después de deducirse aquellos animales
homocig6ticos cuando fue posible. Los sitios polimorficos se presentaron como grupos
de aminoacidos de acuerdo al orden en la proteina de sus codones como sigue: A136V,
L141F, H143R, R154H y Q171R o H, pero haciendo coincidir la primera letra con el
nucleotido atribuido al tipo silvestre o SNPw (Polimorfismo de un Solo Nucle6tido, w =
tipo silvestre). Los genotipos se reconstruyeron usando las combinaciones por pares de
los cddigos de haplotipos individuales deducidos como se describié anteriormente y
cuyo resultado permitio establecer el genotipo como se muestra a continuacion:
ALHRQ/AFHRQ.

2.4. Analisis genético poblacional

Se utiliz6 el programa GenePop 4.2 (Rousset et al., 2008)%, version “On Line” con
objeto de evaluar las desviaciones de los equilibrios de Hardy-Weinberg (HWE) (MCM
1000 iteraciones), las frecuencias alélicas, homocigosis observadas (Ho) vy
heterocigosidad esperada (He) por paises (Espafia y Portugal) y rebafios. Los valores de
P se calcularon mediante el método de Fisher. Ademas, la significacion de la
diferenciacion genética para cada par de rebafios se estimd utilizando la prueba G
exacta.

2.5. Declaraciones Eticas

Los animales de este estudio fueron usados para obtener muestras de sangre por
venipuncion, realizada con motivo de la campafia sanitaria oficial.

3. RESULTADOS

3.1. Anélisis de polimorfismo y haplotipos.

El segmento de la secuencia de la PRNP obtenido consistié finalmente en una
porcion de 413 pb que abarca del nucleétido 215 al 626 de ARNm completo. Este
resultado se verificO usando la secuencia del GenBank con nimero de acceso N°
KF830262. Los polimorfismos de PRNP en los codones 136, 154 y 171 relacionados
con la tembladera clasica, se han identificado con precision usando la secuenciacion en
todos los rebafios. No obstante, los polimorfismos en los codones112, 141 y 143 pueden
informarse simultaneamente utilizando este metodo, aunque algunos de ellos se han
asociado a la tembladera atipica (sitio 141) y clasica (sitio 143) (Acin et al., 2004;
Lihken et al., 2007)1°2%. De acuerdo con nuestros resultados, se encontraron hasta seis
SNP que implican cambios de aminoacidos de la siguiente manera: M112T, A136V,
L141F, H143R, R154H y Q171R o H.
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Ademas, las sustituciones en la posicion de aminoacido 141 (transicion T — C,
cambio de aminoacido M a T) solo ocurrié en merino negro portugués, 143 (transicion
A — @G, cambio de aminoacido H a R) y 112 (transicion T — C, cambio de aminoacido
M a T). Todas estas mutaciones se describieron por primera vez en la raza merino
negra. El sitio 143 tenia una frecuencia de 6.5% a 12.4, en seleccionados (merino negro
espafiol) y no seleccionados (merino negro portugués), respectivamente, y el sitio 112
que solo aparecio una vez en heterocigosis (frecuencia = 0.42%) causante de un
haplotipo raro (T12ALHRQ) en ovino portugués. Las frecuencias (expresadas como
proporcion) de los haplotipos, excepto aquel que parece una sola vez, se investigaron en
los siete haplotipos observados en las ovejas merinas negras (es decir, ALHRR,
ALHRQ, ALRRQ, ALHHQ, AFHRQ, ALHRH y VLHRQ) por localidades y rebafios.

Después de analizar el conjunto de datos considerando cuatro rebafios (uno en
Espafia y tres en Portugal), los haplotipos ALHRR, ALHRQ y ALRRQ estuvieron
presentes en todos los rebafios. Las frecuencias ALHRR fueron diferentes entre todos
ellos, donde fue mas notable pero obvia la mayor frecuencia de este haplotipo en el lote
espafol seleccionado (83,9%) seguido del Re2 (41,7%), sugiriendo que es factible la
seleccion a favor de haplotipos resistentes a tembladera clasica en merino negro de
Portugal. También debe destacarse que el haplotipo méas frecuente en cada rebafio fue
diferente. Especialmente, ALHRQ, ALHRR y ALRRQ alcanzan la frecuencia mas alta
en Rel, Re2 y Re3, respectivamente. El haplotipo VLHRQ no estuvo presente en la
poblacion espafiola, pero se mantuvo a un nivel inferior a % de la frecuencia global en
las ovejas portuguesas. El resto de los haplotipos no superaron la frecuencia 0,2 en
ningin momento y algunos fueron exclusivos del lote, es decir, AFHRQ en Re2.

3.2. Frecuencias genotipicas

Los resultados se obtuvieron para 125 animales y se presentan las correspondientes
frecuencias genotipicas por rebafios. La prueba de HWE no indicé una desviacion
significativa de las proporciones de equilibrio de la frecuencia genotipica dentro de los
rebafios (todos los valores P > 0,05), sugiriendo una distribucion aleatoria de genotipos
dentro de rebafios. Sin embargo, se obtuvo diferenciacion genotipica altamente
significativa en todas las comparaciones por pares entre rebafios (todos los valores P
<0.001), ello puede atribuirse a un flujo genético escaso entre rebafios con
independencia de su pais de procedencia. Por lo anterior, se puede afirmar que las
conexiones entre rebafios de esta raza podrian ser en algunos casos muy débiles, incluso
a escala geografica fina.

Ademas, en el ovino negro de Portugal predominaron diferentes genotipos
dependiendo del rebafio considerado (Figura 1). De tal forma que para Rel, Re2 y Re3
dominan los genotipos ALHRQ / VLHRQ, ALHRR / VLHRQ y ALRRQ / ALRRQ,
respectivamente (Figura 1). El genotipo maés resistente (ALHRR / ALHRR) no se
encontré en Re3 y la frecuencia mas alta en rebafios de Portugal ocurrié en Re2. Por
consiguiente, en base a las frecuencias genotipicas se pudieron identificar que los
rebafios de ovino merino negro de Portugal constituyen, respecto a los genotipos de
scrapie, grupos geneticos significativamente aislados dentro de esta raza.
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Figura 1. Diagrama de dispersion de las frecuencias de genotipo en cada explotacion de Portugal.

4. DISCUSION

Aungue muchas de las investigaciones se han enfocado solo en tres loci
polimérficos de la PRNP, especificamente en A136V, R154H y Q171R / H (A/V, R/H,
Q/R/H; (Hunter, 1997)*, se han informado de otras variantes alélicas, en relacion a
estos tres loci polimorficos. Estas variantes incluyen las siguientes:

a) VRR (Kutzer et al., 2002)%’

b) TRR, TRQ, TRH (Billinis et al., 2004, Meydan et al., 2012)?82°

¢) ARK (Guo et al., 2003; Billinis et al., 2004, Meydan et al., 2012)3* 2829,

Ademaés, también se han informado de otras mutaciones que afectan a otros loci que
también son relevantes en el contexto sanitario del scrapie o tembladera ovina como la
mutacion L141F (Fast y Groschup, 2013, Acin et al., 2004, Konold et al., 2016)!2 105y
la mutacion H143R (Stephens et al., 1998, Acin et al., 2004)%1°, Estas dos Gltimas
adquieren la calificacion de epidemiologicamente importantes (ver Fast y Groschup,
2013 para mas detalles) *2 como consecuencia de mostrar un patrén epidemioldgico mas
complejo (Benestad et al., 2003)° y probablemente vinculado a su mayor difusion en
Europa (Benestad et al. 2003; Acin et al. 2004, Webb et al., 2009; este estudio)® 1*%2 no
descartandose otros ovinos fuera de Europa (Kittelberger et al., 2010)*.

10
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A pesar del gran nimero de resultados publicados sobre resistencia genética a la
tembladera en diferentes razas ovinos y paises, fueron cinco los haplotipos (ARR, ARQ,
VRQ, ARH y AHQ) comlnmente considerados como asociados a la enfermedad
(Hunter et al., 1997)%°. Los genotipos que surgen de la combinacion de estos haplotipos
se han agrupado en cinco niveles decrecientes respecto al riesgo (R1 a R5), donde R1 se
refiere al riesgo mas bajo y R5 a mayor riesgo. Sin embargo, en esta clasificacion solo
se hace referencia a la tembladera clasica y no se tiene en cuenta los haplotipos
asociados a la forma atipica de esta enfermedad.

En relacion a los datos de frecuencia de haplotipos en ovino negro, los haplotipos
ARR, ARQ, ARH y AHQ (ALHRR, ALHRH, ALHHQ en este estudio) mostraron una
frecuencia similar a los publicados por Gama et al. (2006)** en merino negro de
Portugal, aunque, a diferencia de lo observado en este estudio, no informaron de la
existencia de diferencias significativas entre rebafios. En cuanto a las variantes de
haplotipos AFHRQ y ALRRQ, han sido informadas aqui por primera vez, sefialando asi
una peculiaridad de la raza de ovejas nativas de lana fina, comercialmente interesante.

La variante ARR, representada aqui por el haplotipo ALHRR, estuvo presente en
todos los rebafios estudiados, aunque en el rebafio espafiol fue dos veces mayor que el
mejor rebafio portugués (Re2), pero esto se justifica pues el merino negro espafiol esta
inmerso en un proceso de continua seleccién en favor de haplotipos ARR.

Si atendemos a los resultados de frecuencia de los haplotipos extremos respecto a su
clasificacion de resistencia, segin Gama et al. (2006)**, la frecuencia del haplotipo ARR
debe ser de alrededor del 35.6% en Portugal, lo cual fue similar a nuestros resultados,
pero el haplotipo VRQ (también VLHRQ) fue dos veces mas alto que los informado en
Gama et al. (2006)%*: ello sugiere la importancia de estudiar los rebafios de forma
separada, ya que como demostramos aqui, la distribucién de frecuencias depende
criticamente del rebafio estudiado.

Con respecto a los haplotipos AFHRQ y ALRRQ, debemos ser conscientes que, si
no se analizan especificamente, ellos permanecerdn ocultos como haplotipos ARQ,
siendo obvia su ausencia en aquellos informes donde solo se identifiquen los sitios
polimérficos en 136, 154, 171. Después de reagrupar los hapotipos AFHRQ, ALRRQ y
ALHRQ como uno Unico, al tener en comun los sitios ARQ, la frecuencia del grupo fue
levemente menor (45%) a los que informaron en Gama et al. (2006)** (52%), pero
debemos destacar que AFHRQ representa casi un tercio de los ARQ (27,6%) y todos los
ovinos portadores se encontraban en el Re2. Hechos como este deberian ser
considerados de relevancia epidemioldgica, pues el perfil de frecuencia de cada rebafio
debe incluirse como una medida de su factor de riesgo a cada una de las dos formas de
scrapie, siendo razonable integrar esta informacion, en las estrategias de vigilancia
basadas en el riesgo para la identificacion de rebafios "en riesgo pero asociandolas,
ademas, a las distintas variantes de tembladera" (Tongue et al., 2009)%.

Otros haplotipos como los AHQ y ARH tienen generalmente frecuencias muy bajas
(Gama et al., 2006; este estudio) **, siendo una regla general en las razas de la Peninsula
Ibérica (Acin et al., 2004, Gama et al., 2006)%3*,
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Se encontraron frecuencias de haplotipos VRQ (VLHRQ aqui) ligeramente
superiores al 20% en merino negro de Portugal, dos veces més alto que en Gama et al.
(2006)**. Esto contrasté con el resultado de estos ovinos en Espafia donde no se
encontré ningun animal portador de VRQ. Un resultado tan poco favorable en los
ovinos merinos negros de Portugal debe ser notificado cuando se pretende realizar un
control genético en las granjas de EET (EC 2007), pues cualquier plan de
erradicacion de los haplotipos VRQ deberia implementarse cuidadosamente para evitar
pérdidas irreversibles de variabilidad genética (Gama et al., 2006, Alvarez et al.,
2009)*4?1, Ademas, lo anterior adquiere un grado adicional de relevancia como
consecuencia de la fuerte diferencia genotipica entre rebafios que sugiere una falta de
flujo genético entre los rebafios y, por ello, las actuaciones de erradicacion de ciertos
genotipos podria tener consecuencias sobre la pérdida de variabilidad muy diferente
segun el rebafio considerado. Esta escasa conexion entre los rebafios de merinos negros
ha sido advertido por los programas de mejoramiento en Portugal (Programa de
Conservacion y Melhoramento Genético Animal, DGV, Ministerio de Agricultura,
Desarrollo Rural e das Pescas). Curiosamente, la erradicacién de los haplotipos VRQ en
la raza merino negra espafola se realizé a partir de 2006 y aungue no condujo a sus
rebafios a pérdida de variabilidad genética no se sabe si afect6 a la resistencia frente al
tipo de scrapie atipico.

Estudios recientes (Moum et al., 2005)*! respaldaron un bajo riesgo de tembladera
atipica para el genotipo ALHRQ /ALHRQ pero sin conferir una resistencia absoluta
(Liihken et al., 2007)%. Esto apoyaria nuestro método de trabajo, ya que nos permitio
segregar los alelos ARQ en ALHRQ, AFHRQ y ALRRQ. Recientemente, debido a la
vigilancia obligatoria de la tembladera en los Estados miembros de la UE (EM), varios
estados miembros han identificado la forma atipica de tembladera incluyendo Portugal
(detalles en Tongue et al., 2008)*3. Aunque Orge et al. (2004)? no encontraron relacion
entre genotipos especificos y la tembladera atipica en Portugal, los ensayos
experimentales sugirieron un papel importante para la mutacion L141F (Konold et al.,
2016)° que esta claramente relacionado con el haplotipo ARQ. Esta es una razon por la
cual el haplotipo AFHRQ (27.6% entre los ARQ), encontrado en merino negro podria
ser considerado relevante para evitar subestimar el riesgo (Tongue et al., 2008)%.
Incluso méas, como se sugiere en Tongue et al. (2008)'3 en situaciones de alta
diferenciacion genotipica entre rebafios, se hace necesario analizar las cuestiones
epidemioldgicas a nivel de rebafio, principalmente si es deseable la conexion genética
entre ellos en un contexto de los programas de mejora/conservacion. De acuerdo con
Gama et al. (2006)%, debe subrayarse que la mayoria de las razas nativas de ovejas en
Portugal se consideran en peligro, habiéndose realizado esfuerzos en los Gltimos afios
para mantenerlas. Los programas europeos de cria selectiva contra la tembladera clasica
en ovejas (Comision Europea, 2003)* implementaron politicas de cria tendentes, por un
lado, a incrementar la resistencia natural al prurigo lumbar atribuible a los animales de
genotipos ARR/ARR, pero susceptible al scrapie atipico y, por otro lado, a reducir los
VRQ/WRQ susceptible a tembladera clasica pero resistente al scrapie atipico. Esto
constituye un nuevo desafio para la propuesta de seleccion, pero ahora con un enfoque
global de resistencia a la tembladera clasica y atipica. Por tanto, se deben estudiar
cuidadosamente todos los posibles escenarios antes del comienzo de dicho programa
selectivo, para evitar problemas en los planes de conservacion actuales en merino negro
(Gama et al., 2006)%. Mas aln, si somos conscientes que existen evidencia de
paraddjica incertidumbre respecto a las diferentes formas de la tembladera, y su relacion
con el genotipo.
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Quizés por ello, se ha propuesto optimizar el apareamiento de tal manera que el

riesgo de producir genotipos susceptibles se minimice mediante la construccion de una
matriz de riesgos que mida el nivel medio de susceptibilidad (Baylis et al., 2004) de la
descendencia(http://hccmpw.org.uk/publications/farming_and_industry development/re
search_and_development) y obtener de esta manera una solucion 6ptima (Alvarez et al.,

2009)%.

CONCLUSIONES

Informamos de una gran riqueza en haplotipos en esta raza de ovejas nativas de
Portugal, aunque la distribucion de la variacion genética depende fundamentalmente
del rebafio analizado

Por el contrario, en rebafios seleccionados se ha producido la fijacion casi completa
de genotipos ARR/ARR, quizds quedando estos Ultimos desprotegidos a otras
formas de scrapie como p.e. a la forma atipica.

Disponer de una gran riqueza genética permitiria analizar diferentes escenarios antes
que los programas de mejoramiento tomaran un camino definitivo.

Se propone una mejor forma de realizar estudios del scrapie mediante genotipado
exhaustivo basado en secuencias como via fundamental de evaluar las propiedades
de los nuevos haplotipos de la PRNP sobre la resistencia tanto a la tembladera
atipica como clasica.
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