CAVALLO NORICO (NORIKER)

NORICO: ANALISI E CONTROLLO DEL PEDIGREE E CALCOLO INDICI GENETICI

BIOMETRICI

Per I'analisi del pedigree del cavallo Noriker fornito dall’Associazione Nazionale Allevatori del

Cavallo di Razza Haflinger Italia - ANACRHAI i ricercatori del Centro di Ricerca sul Cavallo

Sportivo - CRCS hanno progettato e realizzato appositi software “home-made” che hanno

consentito la verifica delle informazioni provvedendo anche ad una verifica tramite il confronto

con gli archivi del Centro di Ricerca stesso. Tali software hanno permesso di verificare il

database per eventuale presenza di errori la cui correzione risulterebbe necessaria per la

prosecuzione delle analisi di pedigree

Il database fornito dalla associazione di razza era costituito da 8133 record, organizzati nei

seguenti campi:
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Attraverso questi software, appositamente progettati, & stata effettuata, dopo una serie di
controlli logici, la ri-numerazione dei soggetti da 1 a 8133, in maniera tale che tutti potessero
essere identificati univocamente e, al contempo, venissero riorganizzati secondo una logica
“temporale”, che consentisse al soggetto piu anziano di essere associato ad un numero univoco
piu basso mentre i suoi figli ad numero sempre maggiore. Il software analizza le “triplette”
(soggetto, padre, madre) utilizzando il codice alfanumerico identificativo del soggetto, quello
dello stallone e della fattrice. I controlli logici effettuati dal software, tengono conto di alcuni

aspetti genetici e fisiologici correlati all’animale e interessano i seguenti ambiti:

controlli dell’auto-discendenza: mediante un apposito algoritmo, il programma é in grado
di controllare che nessun animale di una genealogia abbia come antenato se stesso nel

proprio albero;

= controlli del sesso: se un animale compare in due punti di un albero genealogico, esso deve
sempre avere lo stesso sesso; l’algoritmo che esegue questo controllo sfrutta la
collocazione dei maschi nelle posizioni “pari” (superiori) e delle femmine nelle posizioni

“dispari” (inferiori) dell’albero genealogico;

= controlli delle triplette: un algoritmo controlla che un animale, presente in un albero
genealogico in piu di una posizione, abbia dietro di sé sempre la stessa genealogia; in altre
parole, I’animale “figlio” che compare in piu posizioni dell’albero deve formare sempre la

medesima “tripletta” con i propri genitori;

- se un animale che compare in piu punti dello stesso albero genealogico ha dietro di sé una
genealogia di differente lunghezza, 1’algoritmo completa automaticamente la o le

generazioni che sono deducibili da altre posizioni.

Tali software hanno permesso di appurare che gli errori individuati nel precedente step
del PSRN e le loro soluzioni segnalate all’Associazione di razza sono stati correttamente

implementate.

Si raccomanda tuttavia la correzione dei seguenti problemi:

e Animale 14.978 SUSI-ARABELLA controllare la data di nascita
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e NA004/98* é stato rinominato in NA004/98*CRCS poiché il carattere “*” non risulta
leggibile da software informatici in quanto “carattere dedicato”;

e E necessario annullare gli spazi superflui nella formattazione dei campi del database

Sotto riportata la struttura completa del pedigree raffigurante l'intero albero genealogico con

alcune informazioni relative ai singoli soggetti.

Il pedigree verificato risulta composto da un totale di 8133 soggetti, 1721 maschi e 6412

femmine. Risultano 1284 padri ignoti e 1291 madri ignote.

Successivamente e stato generato un file di statistiche relative al pedigree “ricodificato” che

riporta le seguenti informazioni:

= number of records in file, ovvero il numero di soggetti di cui abbiamo inizialmente fornito

la tripletta;

= number of unlisted fathers, il numero di padri che non sono riportati nella lista delle

triplette dei soggetti;
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= number of unlisted mothers, il numero delle madri che non sono riportate nella lista delle

triplette dei soggetti;

= total number of fathers, il numero totale dei padri;

= total number of mothers, il numero totale delle madri;

= maximum paternal family size, la dimensione massima della famiglia paterna;
= maximum maternal family size, la dimensione massima della famiglia materna;

= total number of individuals, il numero totale degli individui;

Number of records in file
Number of unlisted ftathers
Number of unlisted mothers
Total number of fathers
Total number of mothers
Maximum paternal family size
Maximum maternal family size
Total number of individuals

8133

1191
4955
(1%

8133

Andamento della consanguineita nel Noriker

I ricercatori del CRCS attraverso il software descritto hanno calcolato i coefficienti di

consanguineita individuale (F) (Wright, 1931). Il parametro F, definito come la probabilita che

un individuo abbia due alleli identici per discendenza, viene calcolato secondo la formula di

Meuwissen e Luo (1992) che, avvalendosi di un algoritmo di tipo tradizionale, consente di

stimare valori di inbreeding individuali attribuendo ai soggetti a genealogia ignota un valore di

consanguineita pari a 0.

Il coefficiente medio di consanguineita F della popolazione Noriker risulta essere dello 0,97%.

(+0,03% rispetto al precedente anno) Tale valore e contenuto ed in linea con quello di alcune

popolazioni Italiane come I’Anglo-Arabo Sardo dove € pari al 1,20%, e vicino al Maremmano

che registra un valore pari a 2,94%.
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Si ricorda che tale valore, dipende fortemente dalla completezza e dalla qualita del pedigree, in
quanto esiste una correlazione positiva tra i due parametri (Valera et al., 2005; Druml et al,,

2009, Giontella et. al. 2020).

FIELD # Records Mean Min Max
Inbreeding 8133 8.809664491 5] 8.39962

La consanguineita massima riscontrata é del 30,9% mentre il numero di animali inbreed e di
4521

Sotto riportato il numero totale degli individui e il tasso di consanguineita media per ciascuna

generazione

Means by tier: F per generazione
TIER  INDIVIDUALS Inbreeding

1 97 0 0,03

2 99 @

3 185 e 0,025

a 253 0.0004940712

5 387 0.0005652455

6 519 0.001309537 0,02

7 684 0.002936093

8 720 0.004528278 oots

9 793 0.006839003 /

10 830 0.01016269

11 884 0.01205918 0,01

12 841 9.0148502

13 727 0.01738406

14 584 0.01822988 0,005

15 350 0.01940046

16 224 0.02044933 0

17 36 9.02448028 1 6 11 16 21

Andamento della consanguineita per anno di nascita 1980-2022
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Andamento dei coefficienti di consanguineita medi per anno di nascita nella popolazione Noriker dal 1980
al 2022.

Indici Biometrici

L'Indice Genetico e una stima del valore genetico di un animale rispetto alla media della
popolazione per il carattere preso in esame.

| _

Individui con LG.
sopra la media

R

Individui conL.G.
softo la media

0,1%
(=
Media di
popolazione

11 68,2% della popolazione ha Indice Genetico intorno alla media

Sul fenotipo di un carattere che un animale presenta (ad esempio, I'altezza al garrese) agiscono
sia dei fattori genetici che dei fattori ambientali (come sesso, alimentazione, eta). La variabilita
dei genotipi degli animali e la variabilita dei fattori ambientali determinano la variabilita
complessiva del carattere che noi osserviamo. A seconda del carattere considerato, la variabilita

puo dipendere piu da differenze genetiche che ambientali. Poiché, diversamente dagli effetti
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ambientali, alcuni degli effetti genetici si trasmettono da genitore a figlio, & possibile, attraverso
appositi calcoli, determinare la percentuale della variabilita del carattere (varianza fenotipica)

che dipende dalla variabilita genetica: tale valore prende il nome di “ereditabilita” (h2).

Se le osservazioni vengono pre-aggiustate per gli effetti ambientali si ottengono indici di
selezione di tipo BLP (Best Linear Predictor, ovvero stimatori lineari che minimizzano la
varianza d’errore) ma, se il pre-aggiustamento non € corretto, possono essere distorti. Se
invece, accettando una maggiore complessita di calcolo, gli effetti ambientali sono calcolati
contemporaneamente alle stime dei valori genetici, si ottengono i ben noti indici BLUP (Best
cioé migliore perché minimizza la varianza d’errore, Linear perché ricavato con un modello
matematico di tipo lineare, Unbiased cioe corretto e non distorto e Prediction che e la previsione
della stima piu accurata del merito genetico dell’animale). Per poter calcolare gli Indici Genetici
BLUP, oltre ai fenotipi, alle genealogie ed agli effetti ambientali che si vogliono pre-aggiustare
o stimare, occorre conoscere anche parametri genetici quali I'ereditabilita, la ripetibilita (se il
carattere che interessa, come nel caso dei risultati agonistici in carriera di un cavallo da sella,
puo essere espresso piu volte nel corso della vita dell'animale) e, se si vuole stimare
contemporaneamente il valore genetico per piu caratteri in un "Multiple Trait" BLUP -
AM (come nel caso delle valutazioni morfologiche) e le loro correlazioni genetiche ed

ambientali.

Gli indici ricavati dal BLUP-AM consentono di dare risposta al quesito di quanto, in piu o in

meno, un soggetto si discosta dalla media della popolazione.

La precisione dell'indice Genetico BLUP-AM dipende dal numero di parenti (ascendenti,
collaterali e discendenti) di un soggetto e quindi il valore e attendibile specialmente negli
stalloni che hanno gia prodotto molta progenie. Per capire il vantaggio che un Indice Genetico
presenta rispetto alla semplice misurazione, poniamo il caso che uno stallone, potenzialmente
molto alto, sia invece andato incontro ad un ridotto sviluppo a causa di fattori di natura
ambientale: attraverso le misure di tutti i suoi parenti e conoscendo I'ereditabilita del carattere
"altezza al garrese” si riesce a capire che si tratta di uno stallone "geneticamente alto"” che,
pertanto, probabilmente, dara figli piu alti della media e anche a capire di quanto i suoi figli

saranno in media piu alti.

Gli Indici Genetici richiedono una capillare raccolta ed informatizzazione dei dati fenotipici,
un'assoluta certezza dell'identificazione degli animali, un'ottima corrispondenza fra dati
genealogici e genealogie reali ed infine una fitta rete di parentele. A regime, gli Indici Genetici
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consentono valutazioni accurate soprattutto dei riproduttori gia in attivita e, meglio ancora, dei

riproduttori i cui figli sono al contempo valutabili.

L’Associazione Nazionale Allevatori del Cavallo di Razza Haflinger Italia - ANACRHAI, ha fornito
al Centro di Ricerca sul Cavallo Sportivo - CRCS un database contenente le misurazioni per
altezza al garrese, circonferenza del torace e circonferenza dello stinco di soggetti di razza

Norico. Il database era costituito da 924 record, organizzati nei seguenti campi:

Cod_Sogget
Nome
AltGarrese
CircTorace
CircStinco
Totale
TotMedia
OIdGFSuff
OIdGFDiscr

. OldGFBuono

. OldGFMBuono

. OldGFOttimo

. CS

. CD

. CB

. CMB

. ValFin

. OldCarTipici

. OldArmonia

. OldSviluppo

. OldImpulso

. DataVval

. Specie

. Cod_lspett

. Sesso

. Tipicita

. Testa

. Collo

. TrenoAnt

. Tronco

. TrenoPost

. ArtiAnt

. ArtiPost

. Andature

. Meccanica

. Passo

. FlgRipunteggio
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Tali record sono stati processati attraverso dei software appositamente progettati che hanno

evidenziato le sotto riportate problematiche:

e soggetti con misurazioni non presenti o impossibili da ricostruire che sono stati

eliminati:

Cod_Sogget Nome AltGarrese | CircTorace | CircStinco
985120014367499 | PONTE-SARAH 0 0 0
941000011023955 | LORA-FICHTE 0 0 0
NDO005/95 SCHRABBI 100% SDDKBL 0 0 0
37 SAALHOF-NERO 0 0 0
3082 ESSL-NERO 0 0 0
1454 GRAPHIT-VULKAN 0 0 0
774 LOMBARD-VULKAN 0 0 0
2032 WALD-NERO 0 0 0
NBZ015/04 RAMS-NERO 0 0 0
NA007/08 ORDEN-LAURA 0 0 0
NA008/08 TAROCK-BELLA 0 0 0
153109707 ELEONORA 0 0 0
NA026/02 DORLI 153138602 0 0 0
NBZ011/06 FRAYA 0 0 0
040100000028832 | FEE 040005130131509 0 168 22,5
941000015413189 | NORDFEE NBZ023/14 0 205 24,5
380271006096819 | PIA 200 22
380271006023775 | BRANDON 154 0 0

380271001015853 | LUSSI 159 197 0

NA022/02 BELLA 153114602 160 196 5

968000002509629 | REHBEIN-SARAH 173049 76 172 19




e Soggetti che non e stato possibile individuare nel file di pedigree e sono stati eliminati

Cod_Sogget Nome

173048199 RAeSSEL-MADY
NA004/05 LORA-KLEA 163035805
143103901 LOTTE

379/2003 TERNO DEI MONTI
040007430036594 | GRANDIOS VULKAN XV
985100006933283

040005531566012 | FABRICE 040005531566
NA023/04 MONTANA 153189004
NA015/06 LORE 173150806
NA023/02 STIRN-SPIAG 17303610
40098100389836 |PIA

NA021/01 ANKA 163069401

e Soggetti che e stato possibile recuperare e linkare al file di pedigree

380098100625584

RUSSEL MADY 173048199

981100000012218

LORA-KLEA NA004/05 - 163035805

040098100495257

FABRICE 040005531566012

941000011026747

MONTANA NA023/04 - 153189004

e Soggetti recuperati per “refuso palese” (“7” sostituito con “1”)

941000015413204

KRISTA NBZ033/15

765

200

22

040098100360141

HANNAH

745

206

23

Tali soggetti sono stati raggruppati per classi di eta cosi costituite come reperito in bibliografia:

CLASSEETA | n°soggetti
1-2 ANNI 73
3 ANNI ADULTI 532
>4 286

37



Il database finale conteneva 891 record relativi a soggetti Norici e alle loro misurazioni
biometriche relative ad altezza al garrese, circonferenza del torace e dello stinco. Il datataset
genealogico, ricavato dal database fornito da ANACRHAI, comprendeva tutte le generazioni di

ascendenti, discendenti e collaterali disponibili per un totale complessivo di 8133 soggetti.

Per ogni carattere misurato (in cm.) vengono fornite le seguenti statistiche descrittive: MEDIA,
DEVIAZIONE STANDARD (DS), COEFFICIENTE DI VARIABILITA’ (CV), VALORE MINIMO (MIN) e
VALORE MASSIMO (MAX) rilevati.

Carattere Media | DS (0% Min Max
ALTEZZA al GARRESE 159,91 | 3,48 2,19 145,00 174,00
Carattere Media DS (0% Min Max
CIRCONFERENZA del TORACE 203,43 | 10,22 5,02 157,00 244,00
Carattere Media DS CvV Min Max
CIRCONFERENZA dello STINCO 23,13 1,02 4,39 20,00 27,50

Gli indici genetici relativi ai caratteri biometrici sono stati calcolati con un modello BLUP-AM

trivariato dove erano presenti gli effetti fissi dell’eta (classe d’eta con tre livelli) e del sesso

(maschio o femmina con 2 livelli) e gli effetti casuali del cavallo e dell'errore.

Per le stime dei parametri genetici sono stati utilizzati i programmi MTDFREML (Boldman et al,

1993) e BLUPF90 (Misztal et al.,, 2016).

Sotto sono riportate le statistiche descrittive degli EFFETTI FISSI utilizzati nel modello:

SESSO
LIVELLO | codice | N° % Media_ALT | Media_TOR | Media_STI
maschi 1 81 [9,09 |162,05 202,86 24,32
femmine | 2 810 | 90,91 | 159,70 203,48 23,01

ETA
LIVELLO codice N° % Media_ALT | Media_TOR | Media_STI
Classe_1 1 73 8,19 159,99 202,62 23,49
Classe_2 2 531 59,60 159,94 202,74 23,03
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Classe_3

287

32,21

159,84

204,91

23,21

Nella tabella successiva vengono riportati sulla diagonale i valori di ereditabilita e le correlazioni

genetiche, sopra la diagonale, relative ai caratteri oggetto di valutazione genetica della razza

Norico.

ALTEZZA CIRC. del CIRC. dello
GARRESE TORACE STINCO
ALTEZZA 0,64 £ 0.08 0,71+0.7 0,58 £0.29
GARRESE
CIRC. del 0,21 £0.07 0,67 £0.7
TORACE
CIRC. dello 0,20+0.08
STINCO

Il Multiple Trait € un modello con piu caratteri che tiene conto del legame esistente tra i tre

parametri stimati. Cio significa che, ad esempio, nel calcolo dell'indice ALTEZZA GARRESE si e

tenuto conto delle informazioni disponibili per la CIRC. del TORACE e per la CIRC. dello STINCO,

questo costituisce un vantaggio per due motivi principali: gli indici genetici sono piu accurati e

possono essere aggregati tra loro in un unico indice genetico finale, dove ciascun carattere

contribuira nella selezione secondo le necessita stabilite dall’Associazione di razza.

Valore genetico medio dei soggetti raggruppati per anno e loro consistenza per i tre caratteri

considerati
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ALTEZZA y=+76,5 + 0,0384x

ANND

TORACE y=+8,26 + 0,00425x

STINCO y=-9,65 + 0,00483x
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Come si evince dai grafici, l'altezza al garrese, piu ereditabile (0,64) mostra un maggiore
progresso genetico mentre TORACE e STINCO con ereditabilita piu basse (0,21 e 0,24
rispettivamente) mostrano un trend genetico quasi nullo che fa presagire quindi che la esclusiva
selezione massale per i caratteri a bassa ereditabilita rende inefficace qualsiasi piano selettivo
basato esclusivamente sul fenotipo. Pertanto, per il futuro, vista la buona quantita e qualita dei
dati a disposizione e la completezza e correttezza del pedigree si consiglia fortemente il ricorso
ad un indice genetico BLUP AM MT per garantire al piano selettivo un progresso genetico piu

veloce.

INDICI GENETICI BIOMETRICI - INDICI DI PEDIGREE

Utilizzando le parentele esistenti fra tutti i 8133 soggetti compresi nell'albero genealogico della
razza, € stato possibile calcolare l'ereditabilita dell'altezza al garrese (64%), della
circonferenza toracica (21%), della circonferenza dello stinco (20%) e un Indice genetico
biometrico, attraverso la metodologia BLUP- AM.

I Centro di Ricerca sul Cavallo Sportivo ha preparato un tabulato (ALLEGATO 1), che potra
essere aggiornato annualmente, con gli Indici Genetici biometrici per altezza al garrese,
circonferenza del torace e circonferenza dello stinco, I'accuratezza della stima (rm )e relativo
coefficiente di consanguneita (F) per ogni animale.

Conoscendo la media per ciascun carattere, che rispetto ai dati forniti corrisponde a:

- 159,914 cm per 'altezza al garrese
. 203,428 cm per la circonferenza del torace

. 23,126 cm per la circonferenza dello stinco

e disponendo di Indici Genetici biometrici dello stallone e fattrice, & possibile prevedere il
valore medio di questi caratteri nei figli generati dal loro accoppiamento tenendo conto anche
del sesso del nascituro.

Infatti una volta calcolato I'indice Genetico di pedigree del prodotto (che e la media degli Indici
genetici biometrici dei genitori) e sommatogli il valore medio della popolazione, si ricava il
dato biometrico atteso per un figlio maschio mentre per ottenere i valori di una figlia femmina

occorre sottrarre i fattori di correzione (ricavati sulla base degli effetti ambientali) che sono:

. 2,331 per I'altezza al garrese

. 0,665 per la circonferenza del torace
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. 1,03 per la circonferenza dello stinco

Si supponga di accoppiare lo stallone NERO con la fattrice PELLA 040006730014418

ID_seq Cod_soggetto nome Anno nascita sesso consanguineita
7614 |380271006110050 | NERO 2019 M 0,02
6271 |040006730014418 | PELLA 040006730014418 2018 F 0,02

Con i seguenti indici genetici biometrici e rispettive accuratezze:

ID_seq nome Ind_ALT | ACCALT | Ind_TOR | ACC_TOR | Ind_STI | ACC_STI
7614 NERO 1,124 0,9 -0,012 0,77 -1,408 0,78
6271 PELLA 040006730014418 5,357 09 3,333 0,76 -2,785 0,77

questi sono i valori attesi per un figlio maschio: ((IND_STALLONE + IND_FATTRICE)/2 ) +

MEDIA CARATTERE
1,124 + 5,357
ALTEZZA al GARRESE ——————+159,914 = 163,155 cm
—-0,012 + 3,333
CIRCONFERENZA del TORACE ———5———+203,428 = 205,088 cm
—1,408 + (—2,785)
CIRCONFERENZA dello STINCO > + 23,126 = 21,201 cm

questi quelli per una figlia femmina: VAL_ATT_FIGLIO MASCHIO - FATTORE CORREZIONE

ALTEZZA al GARRESE 163,155 - 2,331 = 160,823 cm

CIRCONFERENZA del TORACE 205,088 — 0.665 = 204,423 cm

CIRCONFERENZA dello STINCO 21,201 - 1,03 = 20,171 cm

N. B. l’'accuratezza della stima sara notevolmente inferiore.




Analisi DNA Mitocondriale NORICO

Nei mammiferi esistono due unici sistemi genetici non ricombinanti: il DNA mitocondriale (mtDNA),
genoma extranucleare trasmesso solo per via materna, e la regione maschio-specifica del cromosoma Y
(MSY). I marcatori uniparentali sono sistemi genetici ereditati senza andare incontro a fenomeni di
ricombinazione, per questo motivo le variazioni nella sequenza mitocondriale e del cromosoma Y derivano
soltanto dall'accumulo sequenziale di nuove mutazioni lungo linee di discendenza esclusivamente

femminili (per I'mtDNA) o maschili (per I'MSY).

Nel tempo questo processo di differenziamento molecolare ha dato origine ad unita monofiletiche,
chiamate cladi, o aplogruppi (HG), cioe gruppi di mtDNA o MSY che condividono una simile combinazione
di mutazioni (aplotipo, HT) derivata per discesa da un antenato comune femminile o maschile,
rispettivamente. Mappando queste linee genetiche nel tempo e nello spazio (approccio "filogeografico") e
possibile ricostruire la storia demografica delle diverse popolazioni, definendone origine, espansione e
modelli di dispersione. Nel caso degli animali domestici & possibile identificare sia le aree e le modalita di
domesticazione, che i processi di formazione e diffusione delle attuali razze. Nell'ultimo decennio ¢ stata
definita la filogenesi mitocondriale del cavallo che ha permesso di individuare i maggiori aplogruppi che
ebbero un ruolo nel processo di domesticazione (Achilli et al. 2012). In particolare, alcuni studi si sono
concentrati sull’analisi della variabilita del DNA mitocondriale e del cromosoma Y (ChrY) di razze locali
Italiane (Cardinali et al. 2016; Giontella et al. 2020; Lancioni et al. 2020), evidenziando importanti
peculiarita che sembrano non aver subito I'influenza delle razze utilizzate per il miglioramento genetico

nel corso della storia.

Il DNA mitocondriale equino e lungo 16,660 bp (paia di basi), di cui il 68% é codificante per proteine; la

regione MSY equina invece € di circa 15Mb (Fig. 1).

g Genoma nucleare Equino: ~3000Mb 15Mb
ECAY: ~45-50Mb /
ecay CHONC

Euchromatic region of horse Y chromosome

Male Specific Region of Y (MSY)

mtDNA: ~17kb

Figura 1. Rappresentazione schematica del genoma nucleare e mitocondriale del cavallo.

Il DNA di 65 esemplari Norici € stato raccolto ed estratto presso il Dipartimento di Medicina Veterinaria

dell’Universita di Perugia (Centro di Ricerca sul Cavallo Sportivo). Le analisi del DNA mitocondriale sono
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state

svolte presso il laboratorio di Genetica di Popolazione ed Evoluzione Molecolare (Dipartimento di

Chimica, Biologia e Biotecnologie dell’'Universita di Perugia) di cui fanno parte la Prof. Hovirag Lancioni

(responsabile dell’'unita di ricerca) e la Dott.ssa Irene Cardinali.

Lo studio ha previsto le seguenti fasi:

1.
2.

Estrazione del DNA da sangue.

Amplificazione PCR della regione di controllo del DNA mitocondriale (D-loop), che si estende dalla
posizione nucleotidica 15469 alla 16660 e di 3 loci del ChrY.

Sequenziamento Sanger di circa 600bp del D-loop e di circa 1000bp della regione MSY.
Annotazione delle mutazioni rispetto ad una sequenza di riferimento e classificazione dei vari

aplotipi in aplogruppi sulla base delle mutazioni condivise.

Come si evince dalla tabella 1, tra i 65 campioni analizzati sono stati individuati ben 36 aplotipi differenti

(HT01-HT36).I campioni sono poi stati raggruppati in aplogruppi e, facendo riferimento alla nomenclatura

pubblicata da Achilli et al. 2012, é stato possibile classificare i 65 Norici in 11 aplogruppi (A, B, C,E, G, |, L,

M, N,

0'P, Q).

Tabella 1. Classificazione in aplotipi e aplogruppi mitocondriali dei 65 cavalli Norici.
id Campione NOME Sesso Codice Aplotipo Aplogruppo
1 NKO1 BELLA F HTO1 L
2 NKO2 ELEONORA F HTO02 I
3  NKO3 ERIKA F HTO3 L
4 NKO4 HEIDI 040005531674510 F HTO4 A
5 NKO5 HENRY-VULKAN XVIII NBZ019/17 M HTO04 A
6 NKO6 ORCHIDE 040012830036313 F HTO5 G
7  NKO7 LOTTI-LISA NBZ006/15 F HTO06 L
8 NKO08 HUMMEL 50% SDKBL F HTO7 M
9 NKO09 NORA-LEA NBz024/13 F HTO8 B
10 NK10 NORA 173018508 F HTO09 M
11 NK11 ORCHIDE F HT10 L
12 NK12 PLAIN-LAVENDEL 040006730091116 F HT11 C
13 NK13 RAMONA 040006730026112 F HT12 I
14 NK14 REBELL-VULKAN NBZ008/07 M HT13 G
15 NK15 RONNY-VULKAN XVII NBZ028/10 M HTO06 L
16 NK16 RUDI-NERO XIll NBZ026/14 M HT14 o'p
17 NK17 SELMA 56,25% SDKBL F HT15 L
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

NK18
NK19
NK20
NK21
NK22
NK23
NK24
NK25
NK26
NK27
NK28
NK29
NK30
NK31
NK32
NK33
NK34
NK35
NK36
NK37
NK38
NK39
NK40
NK41
NK42
NK43
NK44
NK45
NK46
NK47
NK48
NK49
NK50
NK51
NK52
NK53
NK54
NK55
NK56
NK57

SISI

SISSI

TANJA NBZ019/07
TEDDV-VULKAN XVIII

LORI NBZO25/17
ELISA-TUFF NBZ024/17
SOPHIE 040006730004016
NESSI NBZ009/17

ERIKA 380271001020894
JENNY 040005531712517
ROXY NBz012/17

KOBRA NBz014/16

POLLY NBZ011/17

PATTY NBz010/17
CLARINA NBZ008/17
JASMIENE 040005531624517
NINA NBZ026/17

LUNA NBz021/17

FLORI 380271006037772
FANNY 941000015022697
ROMINA NBZ004/18

LUTZE NBZ010/18

ROXY NBZ041/18

PELLA 040006730014418
FANI NBZ022/18

FRIDA NBZ019/18

FIONA NBZ011/18

DARLING NBZ043/18
DANIELA NBZ044/18
MELLA NBZ026/18
FRITZ-ELMAR XIV NBZ011/10
SOLIST-VULKAN XVII 040006730081817
MELISSA 040006730003421
NELLY NBZ002/21

FURIA NBz041/21

MILVA NBzZ047/21

FINNI 040006733006920
ZORA NBZz002/20
STELLANBZ013/19

FIONA NBZ016/19

HT15
HT16
HT17
HT17
HT18
HTO02
HT19
HT20
HTO3
HT21
HT22
HT23
HT19
HT19
HT17
HTO3
HT13
HT24
HT10
HT25
HT26
HT27
HT26
HT28
HT22
HT29
HT19
HT10
HT10
HTO6
HT30
HT31
HT25
HT11
HT11
HT17
HT32
HT25
HTO3
HT29
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58
59
60
61
62
63
64
65

NK58
NK59
NK60
NK61
NK70
NK71
NK72
NK73

BELLA-DONNA 040008630025017
FALKE NBZ034/14

SOREIA 040007430307516
FRANZISKA 040005532606015
SABRINA NBZ030/15

ELENA-ELSA 040006730018716
HANNI NBZ023/16

MADAME NBZ023/16

HT33
HT19
HT34
HTO3
HT35
HT36
HT35
HT11

b e e A A e o N o A |

Il confronto delle sequenze ottenute in questo lavoro con quelle precedentemente pubblicate per le razze

[taliane ha portato all'identificazione di 9 aplotipi unici (HT11, HT22, HT23, HT26, HT27, HT31, HT32,

HT34, HT36), che non sono mai stati riscontrati nelle altre razze locali.

Trai65 Norici su cui é stata condotta I'analisi dell’'mtDNA, gli aplogruppi piu rappresentati risultano essere
L (33,85%) e M (13,85%) (Fig. 2).

13,8

3,08% 4,62%
6,15%

5%

33,85%

A =B sC "E uG sl sL =sM sN s0P 5Q

Figura 2. Frequenze degli aplogruppi mitocondriali in 65 cavalli Norici.

6,15%
7,69%

1,54%

7,69%

9,23%

La network ottenuta dall’analisi degli aplotipi mostra le relazioni filogenetiche esistenti tra gli mtDNA dei

65 campioni (Fig. 3). I cerchietti colorati in giallo rappresentano gli aplotipi corrispondenti ai campioni

analizzati, la cui dimensione aumenta con il numero dei campioni che presentano lo stesso aplotipo. I nomi
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degli aplogruppi sono riportati in nero vicino al ramo corrispondente. L’asterisco indica la sequenza di

riferimento utilizzata per I'annotazione degli aplotipi.

O
o)
O
O
o

o G y |

Figura 3. Analisi delle relazioni filogenetiche (Network) tra i 65 cavalli Norici.

L’analisi del DNA mitocondriale in 65 cavalli Norici ha evidenziato un totale di 36 aplotipi differenti,
raggruppati in 11 aplogruppi, tra cui 9 aplotipi unici mai riscontrati nelle altre razze locali Italiane
precedentemente analizzate. I dati ottenuti da una piccola porzione (D-loop) rappresentano uno step
preliminare che permette di effettuare una prima analisi della variabilita genetica mitocondriale e quindi
la selezione dei campioni su cui fare l'analisi dell'intero mitogenoma, al fine di conoscere la sequenza

completa e, in particolare, caratterizzare gli aplotipi unici al massimo livello di risoluzione per 'mtDNA.
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CARATTERIZZAZIONE GENETICA DEL MANTELLO NORICO

Il Norico e sicuramente la razza equina italiana con la maggior variabilita per quello che riguarda
il colore del mantello.

La piu recente stesura delle norme tecniche del programma genetico del cavallo di razza Noriker
(Norico) riporta i seguenti mantelli:

morello,
baio,
sauro,
grigio,
maculato
roano

Nel terzo step del Progetto EQUINBIO 2- PSNR 2020-2023, sottomisura 10 sono stati identificati
fenotipicamente tutti i possibili mantelli presenti nei Norici.

Le valutazioni molecolari effettuate per I'accurata e precisa identificazione dei mantelli hanno
effettivamente evidenziato questa estrema variabilita del mantello di questa razza, permettendo
una migliore identificazione fenotipica dei mantelli riportati nelle norme tecniche

Una descrizione del colore del mantello secondo la classificazione comunemente utilizzata a
livello internazionale si rende ancora piu indispensabile.

Le denominazioni proposte per i mantelli dei Norici potrebbero quindi essere:

morello,

baio,

sauro,

grigio, 1

leopard complex,
roano

tobiano

Una corretta conoscenza del genotipo del mantello potra quindi da oggi essere utilizzata dagli
allevatori nella programmazione degli accoppiamenti non solo per mantenere le linee con

particolari mantelli ma anche per produrre soggetti con il mantello piu richiesto.
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ANALISI STATISTICA DEI DATI RILEVATI
PRSN EQUINBIO.2 - NORIKER

Di seguito si riportano grafici statistici, riguardanti i rilevamenti biometrici dell’anno 2022. Inoltre sono
riportati grafici concernenti le valutazioni dei soggetti presentati DAL 2020 AL 2022.

Nei grafici dei dati biometri possiamo apprezzare quanto i soggetti maschi abbiano misure maggiori
rispetto alle femmine, tranne per la circonferenza toracica. Tale dato e leggermente superiore nei soggetti
di sesso femminile poiché alcuni soggetti vengono presentati in rassegna per la valutazione in stato di
gravidanza. Questo altera leggermente il dato, che normalmente seguirebbe gli altri, ponendo i soggetti

maschi con dati biometrici superiori nei diametri e nelle altezza.

ALTEZZA AL GARRESE NORIKER PSRN EQUINBIO.2

- 163,22

160,83

159 159,5 160 160,5 161 161,5 162 162,5 163 1635

FEMMINE = MASCHI mTOTALE

CIRCONFERENZA STINCO NORIKER PSRN EQUINBIO.2

~ 24,72

22 22,5 23 235 24 245 25

FEMMINE = MASCHI BTOTALE

CIRCONFERENZA TORACE NORIKER PSRN EQUINBIO.2
- 206,18
206,11

206,2
206

2058 205,33

2056

2064

2062

205

50

TORACE

ETOTALE = MASCHI = FEMMINE



Le statistiche relative alla qualita dei soggetti, ci presenta un quadro confortante nelle qualita strutturali e

di tipicita di razza, ma che evidenzia problematiche relative agli arti e al movimento. La nostra attenzione

dovra necessariamente focalizzarsi su tali carenze, che si ripercuotono in maniera importante sul

benessere dell’animale e sulla sua longevita. Sara nostra cura e dovere mettere in campo degli strumenti

che migliorino la correttezza degli appiombi ed il movimento del cavallo Noriker in Italia.
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MEDIA DELLE VALUTAZIONI PARZIALI DEL CAVALLO NORIKER
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MATERIALE DIVULGATIVO - SITO WEB
DATABASE ON-LINE CAVALLO NORIKER

E’ stato prodotto il nuovo depliant informativo del Cavallo Noriker e del progetto Equinbio.2 che &
stato distribuito in occasione di Raduni, Rassegne e Manifestazioni. Le evidenze della partecipazione
sono verificabili sul sito www.haflinger.it. Il sito internet & stato aggiornato sia da un punto di
vista grafico che a livello di contenuti e database. Sono stati aggiornati anche tutti i regolamenti ed &
stato attivato per gli allevatori il programma WEB-HAFLINGER/NORIKER dove sono stati inseriti tutti i
database dei soggetti Noriker consultabili dall’allevatori sul nostro sito web.

IL CAVALLO NORIKER:
PATRIMONIO ITALIANO DI
BIODIVESITA'

Per noi ¢ importante proteggere, salvaguardare e
diffondere la Razza Noriker, per la sua storia, per il
suo valore zootecnico, per la sua versatilita, per il suo
benessere e infine per la sua bellezza. Il Cavallo
Noriker, rappresenta un valore genetico ma
soprattutto culturale per il nostro Paese ricco di
Biodiversita. Salvaguardare, ripristinare e migliorare
la BIODIVERSITA’ delle razze equine italiane, come
il Noriker, vuol dire tutelare la nostra cultura e il

nostro territorio.

Per questo ANACRHAI partecipa al PROGETTO
EQUINBIO.2, nato dalla collaborazione delle
Associazioni Nazionali Allevatori razze equine,
ANACRHAI, ANAREAI, ANAM e ANACAITPR che
insieme hanno presentato un progetto per la
salvaguardia, il ripristino e il miglioramento della
Biodiversita delle razze autoctone equine ed asinine
italiane, nell'ambito dei Piani di Sviluppo Rurale
Nazionale - PSRN 2020-2023 Sottomisura 10.2 -
pubblicato dal MIPAAF e finanziato dai fondi FEASR
della Comunita Europea. Progetto EQUINBIO.

]
mipaaf
ministero delle

politiche agricole
alimentari e forestal

FEASR

FONDO EUROPEO AGRICOLO PER LO SVILUPPO RURALE
L'Europa investe nelle zone rurali
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E stato aggiornato tutto il sito web relativo al Cavallo Noriker (https://Igequidi.haflinger.it/ ) con
I'inserimento di una pagina con tutte le news, la storia del cavallo Noriker, la pagina web della
modaulistica e una pagina inerente le manifestazioni e mostre di Libro Genealogico con tutti gli eventi.

WebNoriker — lI'nuovo servizio di ANACRHAI

Pubblicatt da anacrhai il 10 Génnaio 2023

= Qo0
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ANALISI MOLECOLARI NORIKER E HAFLINGER 3° STEP EQUINBIO.2

Come da obiettivo per il terzo step del 2022 del progetto PSRN-Biodiversita - sottomisura 10.2 progetto
EQUINBIO 2, proponente ANACRHAI, sono state prese in esame le ultime geotipizzazioni per la razza Avelignese
e per la razza Noriker.

Nella fattispecie, 40 soggetti Noriker e 56 riproduttori Haflinger.

Tutti i soggetti sono stati genotipizzati con il GGP Equine 65K GeneSeek che contiene 65157 varianti bialleliche
(SNP, Single Nucleotide Polymorphism).

Le genotipizzazioni sono state analizzate attraverso il monitoraggio approfondito di molteplici parametri
di genetica di popolazione (He, Ho, MDS plots, Inbreeding ROH) con pacchetti software dedicati.

Al fine di valutare correttamente questi soggetti, sono stati creati tre dataset comprendenti le
genotipizzazioni del terzo step, le genotipizzazioni gia disponibili per le suddette razze, e un dataset
omnicomprensivo.

Prima delle analisi i dataset sono stati sottoposti a procedure di quality control attraverso i seguenti
parametri:

e Solo marcatori autosomici

e Tolleranza dati mancanti per individuo, 20%

e Tolleranza dati mancanti per marcatore 1%

e Minor Allele Frequency 5%.

e Tolleranza per deviazione equilibrio Hardy-Weinberg 1e-10

producendo i dataset in tabella.
Al fine di rendere le analisi pit confrontabili possibile, tutti i dataset sono stati uniformati in termini di
rappresentativita di marcatori.

Razza Dataset Dataset Dataset Numero
Terzo step Gia disponibile Completo Varianti
Noriker ‘ 40 40 80
50887
Haflinger ‘ 56 235 291

Una prima valutazione delle popolazioni & stata fatta producendo dei Multi Dimensional Scaling che —
brevemente — rappresentano la variabilita genetica riducendo le informazioni delle genotipizzazioni in
variabili componenti piu semplici e non correlate che possono servire per la visualizzazione su un piano. In
entrambe le razze sembra che le popolazioni siano omogenee e ben gestite con suddivisione in
sottopopolazioni molto limitata.
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MultiDimensional Scaling
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Figura 1 Multi Dimensional Scaling per la razza Haflinger. E chiaro come la popolazione (cerchio rosso) sia ben sovrapponibile alla distribuzione
degli stalloni campionati in questa fase (triangolo blu).
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MultiDimensional Scaling
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Figura 2 Multi Dimensional Scaling per la razza Noriker. Anche in questo caso, sebbene in misura minore data anche la consistenza ridotta
rispetto ad Haflinger, i precedenti campionamenti (cerchio rosso) sono quasi sovrapponibili ai campionamenti del terzo step (triangolo blu).
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Sono state calcolate anche eterozigosi attesa e osservata (He , Ho) nelle singole razze per avere un quadro seppur
indiretto dell’inbreeding che & stato invece calcolato attraverso ROH (Runs of Homozygosis).

Tabella 2. Eterozigosi osservata (HO), Attesa (HE).

Razza Dataset Dataset Dataset
Terzo step Gia disponibile Completo
Noriker
HE 0.286 0.287 0.289
HO 0.293 0.292 0.292
Haflinger
HE 0.285 0.290 0.285
HO 0.286 0.284 0.286

Le differenze tra i dataset appaiono molto modeste ed anche la differenza tra eterozigosi attesa e osservata
sembra essere molto bassa, con un lieve spostamento a favore dell’eterozigosi osservata, segno buon controllo
dell’inbreeding.

Per quanto riguarda l'inbreeding, calcolato attraverso ROH, si possono fare le considerazioni precedenti, ovvero
che le popolazioni godono di “buona salute” da un punto di vista genetico e gestionale con un livello basso di
consanguineita.

FROH Dataset completo FROH Dataset terzo step

B
[

Figura 3 Violin plot dell'inbreeding calcolato per la razza Haflinger (rosso) e Noriker (verde) nel dataset completo e in quello del terzo step.
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