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“In biology, nothing is clear, everything is too complicated, everything is a mess, and just
when you think you understand something, you peel off a layer and find deeper complications

beneath. Nature is anything but simple.”

Richard Preston-The Hot Zone



ABSTRACT

In the last few years the genetic determination of environmental variance (V) has become more
relevant for animal breeding. The direct relation of Vg with the environmental sensitivity and
the opportunity to decrease Vg by selection can allow animals to improve their capacity to cope
with changes of the environmental conditions. Results of a twelve-generation divergent
selection experiment for Vi of litter size (LS) in rabbits show that does of the low Vg line
tolerated external stressors more effectively than those of the high Vg line. However, it is not
known what genes and metabolic pathways are regulating Vg of LS in rabbits. To identify
genomic regions associated to Vi of litter size, 288 does of the high (149) and low (139) lines
at generations 11" and 12" were genotyped using the Affymetrix Axiom OrCunSNP. Vg was
calculated as the within-doe variance of litter size, after litter size pre-correction by year-season
and three levels of parity-lactation effects. Association analyses were performed using two
different methods: (a) single marked regression corrected by genotype relatedness matrix
(GRM) excluding the chromosome of the SNP tested and (b) multiple marked regression with
line as fixed effect and given a w value=0.9997. In both cases, three regions were identified in
chromosomes 1, 3 and 14. In these regions, seven genes were highlighted as candidate genes
(CAT, DOCK2, LCP2, SLIT3, ST3GAL6, LMO2, GPR15 and CD59). Functions of these genes
are mainly involved on immunological processes related to inflammatory response such as
formation of selectin ligands, activation complement system, leukocytes migration and
reduction of reactive species of oxygen. Associated regions were also identified in traits with a
likely correlated response to selection for Vi of litter size as implanted embryo (EI), LS and
embryonic (ES) and foetal survival (FS). Associated regions were identified in all traits except
for TO. ZP1 and VEGFC gene was highlighted among all genes. ZP1 is in the chromosome 1
in a genomic region associated to El an FS and its main functions are involved to ensure the
structural integrity of the zona pellucida in the oocyte. VEGFC is associated to LS and its role
is involved in angiogenesis during embryo development. Results of this research showed that
selection by Vi of LS could modify allelic frequencies of genes involved on immunological
response. Its support the assumption that animal’s sensitivity to environment by selection of Vg
of LS can be modified. Further these results also show that selection by Vg of TC might

influence genes that control the performance of reproductive traits as LS, EIl, ES and FS.

Keywords: environmental variance, environmental sensitivity, immunological process,

genomic, rabbit.



RESUMEN

En los Gltimos afios ha habido un creciente interés por estudiar el control genético de la varianza
ambiental (Vg) en el campo de la mejora genética animal. La posibilidad de reducir la Vg por
seleccién unido a su relacion con la sensibilidad ambiental permite aumentar la capacidad de
los animales para hacer frente a cambios en las condiciones ambientales. Un experimento de
seleccion divergente en conejos para Vi del tamafio de camada (TC) durante 12 generaciones
fue realizado por la Universidad Miguel Hernandez de Elche. En estas lineas se observé que las
hembras pertenecientes a la linea para baja Vi del TC toleraban de una forma mas eficiente los
factores de estrés externos, comparado con la linea para alta Vi del TC. Sin embargo, no se
conocen los genes y rutas que podrian estar regulando la Vi del TC. El objetivo de este estudio
fue identificar regiones gendmicas asociadas a Vg del TC. Para ello se procedié a genotipar
288 hembras pertenecientes a las lineas de alta (149) y baja (139) Vi del TC de las generaciones
11 y 12 usando el chip de Affymetrix Axiom OrCunSNP. La Vg se calculd, tras la pre-
correccion del tamafio de camada por los efectos afio estacion y tres niveles de parto-lactacion,
como la variacion del tamafio de camada dentro de hembra. Los andlisis de asociacion se
realizaron utilizando dos metodologias diferentes: (a) asociacion marcador por marcador
incluyendo en el modelo la matriz de relaciones de parentesco gendmicas (GRM) construida
excluyendo el cromosoma donde se encuentra el SNP a testar y (b) método de regresion con
multiples marcadores considerando la linea como efecto fijo y asumiendo un valor de 7=0.9997.
Por ambos métodos se identificaron tres regiones gendmicas localizadas en los cromosomas 1,
3 y 14. En estas regiones, siete genes fueron seleccionados como genes candidatos (CAT,
DOCK2, LCP2, SLIT3, ST3GAL6, LMO2, GPR15 y CD59). La mayoria de las funciones de
estos genes estan relacionadas con procesos inmunoldgicos involucrados en la respuesta
inflamatoria como la formacion de ligandos de selectinas, la activacion del sistema del
complemento, la induccién de la migracion leucocitaria y la reduccion de especies reactivas del
oxigeno. De igual forma, también se realizaron estudios de asociacion sobre caracteres con
respuesta correlacionada a la seleccién por Vg del TC como el tamafio de camada, el nimero de
embriones implantados (El), la tasa de ovulacion (TO) y la supervivencia embrionaria (ES) y
fetal (FS). En estos estudios se identificaron regiones genomicas asociadas en todos los
caracteres exceptuando la TO. De todos los genes identificados destacan el gen ZP1 y el gen
VEGFC, asociado al caracter EI'y ES y al TC, respectivamente. ZP1 esta relacionado con el

mantenimiento de la integridad de la zona pelucida del ovocito y VEGFC con la angiogénesis



durante el desarrollo embrionario. Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que la
seleccion por V; modificaria las frecuencias alélicas de genes involucrados en la respuesta
inmunologica. Estos resultados apoyarian la hipotesis de que se puede modificar la
susceptibilidad de los animales al ambiente a través de la seleccion de Vi del TC. Ademas, los
resultados también indicarian que la seleccion por Vg del TC puede influenciar genes que

afecten el rendimiento en caracteres reproductivos como TC, El, ES y FS.

Palabras claves: varianza ambiental, sensibilidad ambiental, procesos inmunoldgicos,

gendmica, conejo.



RESUM

En els ultims anys hi ha hagut un creixent interes per estudiar el control genétic de la variancia
ambiental (Vg) en el camp de la millora genetica animal. La possibilitat de reduir la Vg per
seleccid unit a la seva relacio amb la sensibilitat ambiental permet augmentar la capacitat dels
animals per fer front a canvis en les condicions ambientals. Un experiment de selecci6 divergent
en conills per Vg de Tamany de Camada (TC) durant 12 generacions va ser realitzat per la
Universitat Miguel Herndndez d'EIx. En aquestes linies es va observar que les femelles
pertanyents a la linia per a baixa Vg del TC toleraven d'una manera mes eficient els factors
d'estres externs, comparat amb la linia per a alta Vi del TC. No obstant aix0, no es coneixen els
gens i rutes que podrien estar regulant la Vi del TC. L'objectiu d'aquest estudi va ser identificar
regions genomiques associades a v_e del TC. Per a aix0 es va procedir a genotipar 288 femelles
pertanyents a les linies d'alta (149) i baixa (139) Vi del TC de les generacions 11 i 12 usant el
xip de Affymetrix Axiom OrCunSNP. La Vg es va calcular, després de la pre-correccio del TC
pels efectes any estacio i tres nivells de part-lactacio, com la variacié de TC dins de femella.
Les analisis d'associacio es van realitzar utilitzant dues metodologies diferents: (a) associacio
marcador per marcador incloent en el model la matriu de relacions de parentiu genomiques
(GRM) construida excloent el cromosoma on es troba el SNP a testar i (b) métode de regressio
amb multiples marcadors considerant la linia com a efecte fix i assumint un valor de = = 0,9997.
Per tots dos metodes es van identificar tres regions genomiques localitzades en els cromosomes
1, 3 i 14. En aquestes regions, set gens van ser seleccionats com a gens candidats (CAT,
DOCK?2, LCP2, SLIT3, ST3GAL6, LMO2, GPR15 i CD59). La majoria de les funcions
d'aquests gens estan relacionades amb processos immunologics involucrats en la resposta
inflamatoria com la formacio de lligands de selectinas, I'activacio del sistema del complement,
la induccid de la migracio leucocitaria i la reduccié d'especies reactives de l'oxigen. De la
mateixa manera, també es van realitzar estudis d'associacié sobre caracters amb resposta
correlacionada a la seleccio per Vg del TC com el TC, el nombre d'embrions implantats (El), la
taxa d'ovulacio6 (TO) i la supervivéncia embrionaria (ES ) i fetal (FS). En aquests estudis es van
identificar regions genomiques associades en tots els caracters exceptuant la TO. De tots els
gens identificats destaquen el gen ZP1 i el gen VEGFC, associat al caracter EI i ES i al TC,
respectivament. ZP1 esta relacionat amb el manteniment de la integritat de la zona pel-licida
de l'oocit i VEGFC amb l'angiogénesi durant el desenvolupament embrionari. Els resultats
obtinguts en aquest estudi suggereixen que la seleccio per v_e modificaria les frequéncies
al-leliques de gens involucrats en la resposta immunologica. Aquests resultats donarien suport
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a la hipotesi que es pot modificar la susceptibilitat dels animals a I'ambient a través de la
selecci6 de Videl TC. A més, els resultats també indicarien que la seleccié per Vg del TC pot

influenciar gens que afectin el rendiment en caracters reproductius com TC, El, ES i FS.

Paraules Claus: variancia ambiental, sensibilitat ambiental, processos immunologics,
genomica, conills.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

El modelo clasico para el estudio de caracteres cuantitativos asume que:

VP = VG + VE! (l)

donde Vp es la variabilidad fenotipica de los individuos, V,; es la variabilidad genética y Vy es
la variabilidad ambiental, la cual recoge todas las variaciones no genéticas que afectan al
fenotipo. Este modelo considera la ausencia de posibles interacciones y correlaciones entre el
genotipo y el ambiente y asume que aquellos individuos que comparten ambiente poseen una
varianza ambiental idéntica. Sin embargo, hay diversas situaciones donde estos supuestos no se
cumplen. Por ejemplo, una correlacion genotipo ambiente puede aparecer cuando no hay
aleatoriedad en los ambientes (Falconer and Mackay, 1996). Un ejemplo clasico, en vacuno
lechero, es el tratamiento preferencial de los ganaderos a determinadas vacas. Por otra parte, la
interaccion genotipo ambiente (GXE) aparece cuando ambientes distintos no afectan de la
misma forma el rendimiento de diferentes genotipos (Falconer and Mackay, 1996). Igualmente,
trabajos como el de Hill (1984) han mostrado que animales separados en ambientes diferentes
pueden variar tanto en media como en Vg del caracter, lo que se conoce como heterogeneidad
ambiental. Hay estudios que muestran que parte de esta heterogeneidad del ambiente puede
deberse a un control genético de la Vi (Ibafiez-Escriche et al., 2008; Ros et al., 2004; Sorensen
and Waagepetersen, 2003). Ademas, existen evidencias que sugieren que las diferencias
encontradas tanto en Vg como en la interaccién GxE estan relacionadas directamente con la
capacidad de los individuos de responder a los estimulos ambientales, es decir, con su
sensibilidad ambiental (SanCristobal-Gaudy et al., 1998; Waddington, 1942; Wu, 1997).

La sensibilidad ambiental puede definirse de dos formas diferentes, como cambios en diferentes
ambientes de la media fenotipica de un genotipo dado (sensibilidad macro-ambiental), o0 como
diferencias en la varianza residual de diferentes genotipos en el mismo ambiente (sensibilidad
micro-ambiental) (Ros et al., 2004). Cada una de estas definiciones implica la asuncion de
distintos factores ambientales afectando el fenotipo del individuo, asi como dos modelos
estadisticos diferentes. La primera definicion implica una modificacion de la respuesta del
fenotipo producida por una interaccion entre el genotipo del animal y factores macro-
ambientales (GXE) (Wakchaure et al., 2016). Estos factores macro-ambientales suelen ser
conocidos y predecibles y pueden definirse en categorias discretas o cuantificarse
(Temperatura, sistema de produccion, etc.) (Mulder et al., 2013b). Generalmente, este tipo de
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sensibilidad ambiental se suele estudiar mediante modelos de norma de reaccion o modelos
multicaracter donde cada ambiente se analiza como un caracter diferente (Falconer, 1990;
Mulder et al., 2013b; Pigliucci, 1992).

La segunda definicion de sensibilidad ambiental implica que los factores ambientales no se
pueden determinar, son desconocidos 0 no categorizados y se definen como efectos micro-
ambientales (Mulder et al., 2013b). Estos factores se representan como una suma de efectos o
combinacion de todos los factores ambientales a los que el individuo esta expuesto a lo largo
de su vida (Ros et al., 2004). La sensibilidad micro-ambiental estudia las diferencias
presentadas en Vi dados factores ambientales desconocidos e implica la modelizacion de la
varianza residual asumiendo un control genético de la Vi (Hill, 1984). En estudios de mejora
genética animal se ha observado que una baja Vg estéd relacionada con individuos menos
susceptibles a los factores del microambiente (Blasco et al., 2017; Strandberg et al., 2013;
Vandenplas et al., 2013). Ejemplos de sensibilidad al micro-ambiente son comunes en mejora
genética de plantas, donde clones de una misma planta presentan diferencias en Vg bajo las
mismas condiciones ambientales (Wu, 1997). Estas diferencias de Vi entre individuos también
se han observado en animales para caracteres como el peso al nacimiento en ratones (Formoso-
Rafferty et al., 2016) o el tamafio de camada en conejo (Blasco et al., 2017), entre otros (Hill
and Mulder, 2010).

En los dltimos afios el control genético de la sensibilidad micro-ambiental ha despertado un
gran interés, tanto en el campo de la mejora genética animal como en el campo de la genética
evolutiva. Desde una perspectiva evolutiva se considera que una variabilidad de la respuesta
entre genotipos es ventajosa ya que permite mantener una variabilidad genética en las
poblaciones (Wu, 1997). Esto se debe a que parte de la sensibilidad ambiental se considera
heredable y permite a las especies evolucionar gracias al mantenimiento de sus capacidades de
adaptacion a los cambios y fluctuaciones en el ambiente (Wolf et al., 1998). En términos de
competencia entre individuos, se podria considerar que mantener unos rangos de variabilidad
fenotipica reducida (homogeneidad) podria suponer un beneficio para el animal, ya que en
diversas situaciones se favorece a los individuos con los valores fenotipicos mas cercanos al
optimo (Zhang and Hill, 2005). Sin embargo, mantener fenotipos con rangos pequefios de
variabilidad supone un elevado coste para la fitness del animal, debido a la necesidad de afrontar
los cambios en el microambiente (Zhang and Hill, 2005). En principio se asume que existe un

equilibrio en los valores de la Vi debido a un balance de las fuerzas que aumentan (mutaciones)
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y disminuyen la variabilidad (deriva génica y seleccion) (Zhang and Hill, 2005). Sin embargo,
un conocimiento méas profundo de las fuerzas que actdan sobre la Vg es necesario para afianzar

los conocimientos sobre los mecanismos de adaptacion de las especies.

Desde el punto de vista de la mejora genética animal, el interés del estudio y caracterizacion de
la Vi se centr6 durante muchos afios en la disminucion de la variabilidad de los caracteres para
la homogeneizacion de la produccion (Ibafiez-Escriche et al., 2008; Marjanovic et al., 2016;
SanCristobal-Gaudy et al., 1998). Homogeneizar los productos ganaderos permitiria optimizar
el manejo y aumentar la eficiencia econdmica del mercado ya que se reducirian costes y se
aumentarian los beneficios para algunos caracteres (Ej. peso al sacrificio en cerdos) (Ibafiez-
Escriche et al., 2008a; Mulder et al., 2008). Ademas, la seleccion genética por baja Vi también
podria aumentar la heredabilidad del caracter (Hill and Mulder, 2010; Yi et al., 2014). No
obstante, el interés por la Vg se ha visto incrementado, en los tltimos afios, debido a la relacion
de la Vg con la resiliencia de los animales (Argente et al., 2014; Blasco et al., 2017; Garcia et
al., 2012). Laresiliencia es la capacidad que tienen los individuos de afrontar las perturbaciones
en el ambiente con un mantenimiento de su rendimiento productivo (Mulder, 2016). Recientes
estudios han demostrado que lineas seleccionadas para baja Vg presentan mejores respuestas
ante las perturbaciones ambientales que las seleccionadas para alta Vi (Argente et al., 2014;

Garcia et al., 2012) Por tanto, la Vi puede ser una medida de la resiliencia de los individuos y

podria usarse como objetivo de seleccion incrementando también el bienestar de los animales
(Broom, 2008). Asimismo, una mejor comprensién de la variabilidad genética de la V; nos
permitiria optimizar e implementar programas de seleccion con un aumento de la respuesta
genética (Blasco et al., 2017; Formoso-Rafferty et al., 2016; Garreau et al., 2008).

El beneficio aparente de considerar la Vg como un componente relevante en los programas de
mejora genética animal ha originado que numerosos estudios hayan estimado el valor aditivo
de la Vg para diversos caracteres: Sorensen y Waagepetersen (2003) para el tamafio de camada
(TC) en cerdo, Ros et al. (2005) para peso adulto en Helix Aspersa, Ibafiez-Escriche et al. (2008)
para peso al sacrificio en cerdos a los 175 dias y Vandenplas et al. (2013) para diferentes
parametros relacionados con el rendimiento lechero en ganado Holstein, entre otros (Argente
et al., 2013; Ibafiez-Escriche et al., 2008a; Marjanovic et al., 2016). En general, los resultados
de estos estudios muestran una heredabilidad baja para la Vg, entorno al 0.10, pero un

coeficiente de variacion de 0.2 o mas (Hill and Mulder, 2010). Por tanto, hay evidencias
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estadisticas que apoyan el determinismo genético de la Vg, lo que nos permitira seleccionar los
individuos en funcion de la variabilidad de un fenotipo al ambiente (Blasco et al., 2017;
Formoso-Rafferty et al.,, 2016). En todos estos estudios, el modelo utilizado para la
determinacion genética de Vi fue el modelo jerarquico con estructura genética en la varianza

residual descrito por SanCristobal-Gaudy et al. (1998):

1 2
P=u+ A, + xexp [E (log(gez) + Av.exp)] @

donde A,, es el efecto aditivo sobre la media poblacional (u) y Ay exp, €S el efecto aditivo sobre
el logaritmo natural de la escala de la varianza ambiental (Iog(c2)). y es un parametro de escala
asumido con una desviacion normal N~(0,1). El efecto aditivo se considera una normal
- - 2 2 _ - = e
bivariante para gy o3, con COV(Am, Avexp) = T404,04,,,,, Jefinida a través de la

matriz A de relaciones aditivas. Las principales razones por las que se aplica este modelo son
porque permite, gracias al log(c2), eliminar la dependencia del factor de escala y ademas de
evitar valores negativos en la varianza (SanCristobal-Gaudy et al., 1998). No obstante, este
modelo es de gran complejidad y su resolucion no es directa. De hecho, el desarrollo de
métodos que permiten la estimacion de la varianza genética de Vi es reciente. Desde un punto
de vista frecuentista se ha desarrollado un método de estimacion aproximado usando modelos
dobles jerarquicos (Marjanovic et al., 2016; Mulder et al., 2013b; Ronnegard et al., 2010) y
resuelto por REML (Lee and Nelder, 2006). La resolucién de este modelo aplicando estadistica
bayesiana es directa, pero requiere la implementacion de algoritmos de muestreo
considerablemente complejos (Waagepetersen et al., 2008). En la actualidad, hay dos software
que permiten estudiar la estructura genética de la varianza ambiental ASReml v4.1 (Gilmour et
al., 2015) y GSEVM v.2 (Ibafez-Escriche et al., 2010). Sin embargo, los modelos usados para
el estudio del control genético de Vg estan altamente parametrizados, por lo que las estimas
pueden ser muy sensibles a los efectos asumidos en el modelo (Ibafiez-Escriche et al., 2008b;
Sorensen and Waagepetersen, 2003). Ademas, Yang et al. (2011) muestran que estos modelos
pueden no ser robustos y que las estimas de los parametros genéticos como la correlacién
genética entre media y varianza son dependientes de la escala utilizada en el fenotipo. Asi
mismo, la alta complejidad e hiperparametrizacion de los modelos hace practicamente inviable
la estima de las correlaciones genéticas entre la Vg de un caracter y la de otros caracteres de
interés. No obstante, antes de implementar la seleccion por Vg es fundamental conocer la posible
respuesta correlacionada con otros caracteres. Por tanto, estudios experimentales centrados

directamente en el analisis de la Vi eran necesarios para evaluar de una forma mas precisa el
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control genético de la varianza ambiental y apoyar asi las evidencias estadisticas hasta ahora

aportadas.

La primera evidencia experimental a favor de la estructura genética de Vg fue expuesta por
Mackay y Lyman (2005) mediante un estudio llevado a cabo en Drosophila. En este estudio se
comparo la Vg del namero de pelos abdominales en lineas homocigotas y heterocigotas para el
caracter. Los resultados mostraron una sensibilidad ambiental de Vg (inducida por temperatura)
mas elevada en la linea homocigota que en la heterocigota. Asi mismo, Garreau et al. (2008)
estudié la Vg mediante la creacion de lineas divergentes para alta y baja Vg del peso al
nacimiento en conejos, usando como criterio de seleccion el logaritmo de los residuos al
cuadrado y observando una respuesta del 16% de la media tras 4 generaciones de seleccion.
Ademas, estos autores estudiaron la respuesta correlacionada para caracteres como: el peso al
destete, el nimero de nacidos vivos, el numero de nacidos vivos destetados por camadas, la
mortalidad al nacimiento y la mortalidad entre parto y destete. Los resultados mostraron que
una disminucion en la variabilidad del peso al nacimiento en conejos disminuia la mortalidad
de los gazapos tanto al nacimiento como antes del destete. Del mismo modo, Formoso-Rafferty
et al. (2016) en un experimento realizado con lineas seleccionadas divergentemente para Vg del
peso al nacimiento en raton (considerado como fenotipo de la madre) observo que las lineas de
menor Vg ambiental también mostraban una menor mortalidad antes del destete, ademas de un
mejor tamafio de camada (1.65 gazapos mas a la octava generacién). Esta seleccién fue

realizada usando como criterio de seleccion el valor genético de la Vg.

En otro experimento, llevado a cabo por Blasco et al. (2017), también se generaron lineas
divergentes para alta y baja Vg, en este caso para el TC en conejo. Este estudio uso6 directamente
como criterio de seleccion la varianza fenotipica del tamafio de camada dentro de hembra y
registré una respuesta a la seleccion con respecto a la media de 4.5% por generacion. La
seleccién por Vg del TC mostro, también, diferencias entre las lineas divergentes para caracteres
reproductivos como el TC, el numero de embriones implantados (EI) o la supervivencia
embrionaria (ES) y prenatal (PS) (Argente et al., 2017). No se observo respuesta para la tasa de
ovulacion (TO) y supervivencia fetal (FS) (Argente et al., 2017). Estudios utilizando estas
mismas lineas identificaron una relacion entre la Vg y la resiliencia del animal a través de
analisis cuantitativos de biomarcadores asociados con la “fitness” y el estado fisioldgico del

animal (Cortisol en plasma, Proteina C reactiva (CRP), Proteina amiloide sérica A (SAA) y
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recuento de linfocitos y neutréfilos) (Argente et al., 2014; Garcia et al., 2012). Todos estos
biomarcadores estan involucrados en la respuesta inflamatoria inducida por dafios en el tejido
o0 la presencia de patogenos (Goldsby et al., 2003). El inicio de esta respuesta se caracteriza por
la liberacién de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a) que inducen una respuesta a
nivel del hipotadlamo, el higado y la médula 6sea (Goldsby et al., 2003). La respuesta en el
hipotalamo se caracteriza por la sintesis de hormonas como la prostaglandina (para provocar la
fiebre) y la hormona adrenocorticotrépica (ACTH), que induce la producciéon de cortisol en la
corteza suprarrenal. Asimismo, la respuesta provocada en la médula ésea induce la produccion
de leucocitos que serén requeridos en el tejido inflamado (Goldsby et al., 2003). Los procesos
desencadenados en el higado se promueven tanto por las citocinas liberadas como por los
corticoesteroides (como el cortisol) generados por la via hipotaldmica ante la respuesta a la
inflamacion (Goldsby et al., 2003). En el higado se promueve la sintesis de proteinas de fase
aguda como la CRP y la SAA, entre otras. Estas proteinas permitiran la activacion del sistema
del complemento que facilitara el reconocimiento de los patégenos por las células fagociticas,
para proceder a su eliminacién (Goldsby et al., 2003). En dicho estudio se observo que la linea
para baja V; del TC presentaba niveles basales inferiores a la linea para alta V; del TC en
biomarcadores relacionados con la respuesta inflamatoria (Garcia et al., 2012). Ademas,
Argente et al. (2014) también determinaron que la linea para baja Vg presentaba una mejor
respuesta frente a la vacunacion con virus atenuados de enfermedades como la Mixomatosis y
la enfermedad hemorragica, ambas endémicas de conejo. Los estudios experimentales de
Vg corroboran las evidencias estadisticas de su control genético. Ademas, sus resultados
refuerzan la relacion entre la Vi vy la resiliencia. No obstante, apenas se conocen que genes y
rutas bioldgicas podrian estar interviniendo en la Vg y como pueden afectar a otros caracteres

relacionados con éste.

La publicacion de un borrador del genoma completo de los seres humanos en el 2000 marcé el
inicio de una era liderada por el andlisis de datos gendémicos a gran escala. El desarrollo
computacional y de herramientas estadisticas potentes permitié a través de la bioinformatica
hacer frente a la cantidad masiva de datos generados por las técnicas de secuenciacion de alto
rendimiento (secuenciacién masiva y genotipado). Analisis estadisticos centrados en el estudio
de la asociacién entre el codigo genético de todo el genoma de los individuos y su fenotipo
(GWAS) permitio aumentar el conocimiento sobre las bases genéticas que controlaban los
mecanismos biolégicos implicados en la diversidad de las especies y las enfermedades. En el

campo de la mejora genética animal, estos avances favorecieron la aplicacidn de evaluaciones
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genéticas por medio del estudio de la informacion aportada por la identificacion de
polimorfismos de un Unico nucledtido (SNPs), llamada seleccién gendmica. Esto ha hecho
posible generar nuevas estrategias de seleccion e incrementar la respuesta genética en las
poblaciones. Ademas, el uso de estudios GWAS ha facilitado la identificacion de regiones
genomicas asociadas a caracteres de interés (QTL) permitiendo aumentar el conocimiento sobre
los procesos que determinan las diferencias en los caracteres de interés en la produccion animal.
Un ejemplo de ello es el interés por determinar las regiones gendmicas asociadas a la Vg (VQTL)

y su relacion con la capacidad de adaptacion de los animales al ambiente.

En la actualidad existen evidencias de vQTL identificados en diferentes especies animales
(Morgante et al., 2015; Mulder et al., 2013a; Sell-Kubiak et al., 2015; Vandenplas et al., 2013;
Wijga et al., 2012). En Drosophila Melanogaster se estudié la posible segregacion de vQTLs
para la resistencia a la inanicién, al tiempo de recuperacién de un coma inducido por frio y para
la respuesta al sobresalto (Morgante et al., 2015). Se encontraron 36 genes en las regiones
asociadas a la sensibilidad micro-ambiental. La mayoria de estos genes estan relacionados con
el desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso y con el comportamiento del animal. De
todos ellos destacd el gen candidato Hsp90, responsable de la respuesta a estrés térmico
(Morgante et al., 2015). En cerdos, se han localizado vQTLs para el nimero de nacidos vivos
totales (Sell-Kubiak et al., 2015). En particular, este estudio identificdé un gen candidato
relacionado con estrés térmico, el HSPCB, también en Drosophila (Morgante et al., 2015), y el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFA) (Sell-Kubiak et al., 2015), ambos
correlacionados positivamente. En vacuno lechero se ha estudiado los vQTLs asociados a la
incidencia de mastitis. S.Wijga et al. (2012) identificd regiones gendmicas asociadas a la
desviacion estdndar del recuento del numero de células somaticas. Los resultados de este
estudio mostraron dos regiones gendémicas de 0.2 Mb alrededor de los SNPs significativos
localizados en el cromosoma 6 y 18 de vacuno. Los genes localizados en esta region se han
relacionado con procesos inmunoldgicos involucrados en la respuesta del sistema innato, como
la migracion y adhesion de los leucocitos. Asimismo, un estudio realizado por Mulder et al.
(2013) analiz6 la asociacion gendmica con la variabilidad en el recuento del numero de células
somaticas e identificd una region gendmica asociada en el cromosoma 9 de vacuno, con un SNP
que explicaba un 3.5% de la varianza genética cuando se corrige por la matriz de relaciones de

parentesco. No obstante, este estudio no realiz6 busqueda de genes candidatos.
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Ademas de en animales, en humanos también se han llevado a cabo estudios de asociacion para
identificar vQTLs relacionados con los caracteres altura e indice de masa corporal (Yang et al.,
2012). En este caso se utilizaron datos provenientes de un meta-analisis de 38 estudios, con un
total de 133 154 individuos de una poblacion Europea. Los resultados de este estudio revelaron
la importancia del gen candidato FTO en la variabilidad del indice de masa corporal entre
personas, ademas de la relacion ya conocida con la obesidad (Kilpeldinen et al., 2011). Estos
resultados concordarian con las interacciones entre el ambiente (actividad fisica y la dieta) y el
gen FTO, previamente descritas y relacionadas con la metilacion del DNA (Bell et al., 2010).
En este trabajo se indica que el estudio del control genético y caracterizacion de la Vg podria
mejorar la respuesta de los tratamientos aplicados en los pacientes por identificacion de los

factores de riesgo asociados a Vg (Yang et al., 2012).

Las identificaciones de regiones genomicas asociadas a los caracteres de variabilidad,
mencionas anteriormente, se realizaron a través de analisis de asociacion del genoma completo
(GWAS). Numerosas metodologias pueden usarse para la identificacion de QTLs que estén
segregando en las poblaciones (Gondro et al., 2013). No obstante, la mayoria explotan el
desequilibrio de ligamiento (LD) existente entre polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) y
los supuestos QTLs asociados al caracter (Bush and Moore, 2012; Vukcevic, 2009). A través
de la estadistica frecuentista y bayesiana se pueden realizar estudios de regresion de un dnico
marcador o estudios de regresion de multiples marcadores que permiten implementar estos
analisis (Vukcevic, 2009).

Los analisis de regresién sobre un unico marcador (SMR) (Gondro et al., 2013) asumen que los
QTLs son unidades independientes y con un gran efecto sobre el caracter. Los efectos de los
marcadores se consideran como efecto fijo del modelo y sélo se incluye el efecto de un Unico
marcador en cada analisis (Burton et al., 2007). Generalmente, el modelo usado (Gondro et al.,
2013) para los andlisis es:

y=Wb+Xg+e 3)

donde W es la matriz de incidencia del vector de efectos sisteméticos b, X es la matriz de disefio
de los efectos de los marcadores codificada segun el nimero de copias del alelo minoritario (0,
1,2), g es el vector con el efecto del marcador y e es el vector de los residuos, considerados
independientes y distribuidos de forma N~(0,Ic2). La asociacion estadistica se calcula

comparando el modelo causal (efecto del SNP testado) con el modelo nulo (no efecto del SNP
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testado) a traves de minimos cuadrados generalizados (MLS) por la prueba F de Fisher o por la
prueba chi-cuadrado y se obtiene el valor de significacion (p-valor) del SNP testado (Yang et
al., 2014). El valor de significancia (a) es fijado por el investigador y nos permite determinar el
umbral a partir del cual los valores del p-valor apoyan el modelo causal (p-valor < a), indicando
una asociacion estadistica relevante entre el marcador y el caracter. Clasicamente, el valor del
p-valor se fija a 0.05, pero para test multiples se realizan correcciones del a mediante ajustes
por FDR o por Bonferroni (Gondro et al., 2013). En el caso del ajuste por Bonferroni el umbral
se determina en funcion de:

a2 @

donde agz es el nuevo umbral de significacion, a = 0.05 y M es el numero total de SNPs.
considerado en el modelo. De esta manera se considera que el nimero total de SNPs testados
por el modelo son independientes entre si, lo que no es cierto ya que existen dependencias
lineales entre ellos (Wray et al., 2013). Una solucion a este problema es la estimacion del
namero de bloques de SNPs en equilibrio de ligamiento. De forma general en mejora genética

animal, el umbral de significacidn considerado para los anélisis de asociacion es ag=1e-4.

Uno de los aspectos que hay que tener en cuenta cuando se realizan GWAS con SMR es la
asociacion errénea de SNPs (error Tipo 1) debido a factores de confusion como por ejemplo la
estratificacion de la poblacién (J. Yang et al., 2011b). Una manera de solucionar este problema
es la inclusion en el modelo de la matriz de relaciones de parentesco genémica (GRM) en los
modelos SMR (J. Yang et al., 2011a), aunque puede disminuir la potencia de asociacién
(McCarthy et al., 2008). No obstante, la exclusion de la GRM del cromosoma del SNP a testar
en el andlisis permite aumentar la potencia de los analisis (Yang et al., 2014). Otro de los
elementos a considerar es que las correlaciones entre SNPs conlleva a una sobrestimacién de
los efectos de los marcadores en SMR. Esto es debido a que un marcador puede recoger también
los efectos de los SNPs que estan en desequilibrio de ligamento con él (Bush and Moore, 2012).
Una posibilidad de estimar el valor del efecto de los SNPs teniendo en cuenta las correlaciones
entre marcadores es aplicar los andlisis de regresion con mdaltiples marcadores (MMR)
(Meuwissen et al., 2001). Estos métodos se resuelven a través de algoritmos bayesianos y
asumen distribuciones para los efectos de los SNPs, considerados como variables aleatorias
(Gondro et al., 2013; Meuwissen et al., 2001). En general, los métodos MMR se han utilizado
principalmente en prediccion. No obstante, hay estudios que muestran que los MMR presentan

ventajas en la identificacion de SNPs asociados a caracteres, respecto a los métodos de
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regresion marcador por marcador (Lopez de Maturana et al., 2014). En los altimos afios, la
aplicacion de MMR para GWAS en mejora genética animal se ha incrementado (De los Campos
et al., 2013), siendo el Bayes B el modelo méas aplicado. En este modelo se asume que un
porcentaje de los SNPs tienen efecto nulo, con una probabilidad 7, mientras que el resto de
SNPs con efecto y varianza se asumen con probabilidad 1-= (Gondro et al., 2013). Aquellos
SNPs que presenten efectos elevados sobre el carécter tienen una alta probabilidad de ser
incluidos de nuevo en el modelo, a medida que se realizan nuevas iteraciones. Ademas, aunque
la correlacion entre SNPs no es asumida a priori, si que se tiene en cuenta cuando se estima sus
distribuciones posteriores. El valor de 7 sirve para calcular el nimero de SNPs incluidos en el

modelo por iteracion:

SNPpodeto = SNProtaies X (1 — 77:) (5)

Este varia entre estudios y es dependiente del nimero total de SNPs y el nimero de datos
disponibles para realizar el andlisis (L6pez de Maturana et al., 2014). Por otra parte, las
distribuciones marginales posteriores obtenidas permiten, mediante el célculo del Bayes Factor,
realizar un test de hipétesis obteniendo la relevancia estadistica de cada SNP, pudiéndose
comparar asi con las relevancias estadisticas obtenidas por SMR (Wakefield, 2009). Un valor
de BF >10 indica una asociacion fuerte, mientras que un BF > 100 indica una asociacion

decisiva de los marcadores con el QTL (Kass and Raftery, 1995).

Hay que tener en cuenta que los estudios GWAS, independientemente del método aplicado
(SMR 0 MMR), son analisis exploratorios que nos permiten visualizar si existe un posible QTL
segregando en la poblacion. Posteriores andlisis siempre son necesarios después de realizar un
GWAS para validar los resultados obtenidos (Gondro et al., 2013). Esto es debido a que la
mayoria de los caracteres cuantitativos analizados en mejora genética animal son explicados
por multiples QTLs de pequefio efecto cada uno. Ademas, para tener una precision elevada de
los efectos de los SNPs es necesario que el numero de datos a analizar sea elevado, factor
limitante en la mayoria de los estudios. Por otra parte, la mayoria de los SNPs que se determinan
como significativos no son las variantes causales, si no variantes en LD con la variante causal
(Bush and Moore, 2012; Zare et al., 2014). Generalmente esto se produce debido a que los chips
de genotipado se construyen con polimorfismos representativos en la mayor parte de la

poblacion.
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Hasta hace muy poco, los estudios GWAS estaban limitados en conejo por la ausencia de chips
de SNPs asi como de la caracterizacion del genoma completo del conejo. No obstante, la
reciente publicacion del genoma del conejo en 2014 y posteriormente la de un chip comercial
de 200K brindan la oportunidad de realizar estudios para la identificacion de QTLs asociados
a caracteres de interés en esta especie (Sosa Madrid and Santacreu, 2016). EI conejo doméstico
(Oryctolagus cuniculus) es una especie de interés tanto desde un punto de vista productivo
(producto de consumo humano) como en investigacion (organismo modelo de otras especies).
En mejora genética animal, el conejo es apreciado como modelo animal debido a que presenta
unas caracteristicas idéneas para una facil manipulacién y manejo: un tamafio mediano e
intervalo generacional corto (9 meses). Su tamafio mediano permite también minimizar errores
asociados al ambiente debido a que pueden mantenerse un nimero elevado de animales bajo un
mismo ambiente (Misma nave). Por otra parte, su corto intervalo generacional unido a su
elevado tamafio de camada (media= 8.22 y CV=0.22) (Sosa Madrid and Santacreu, 2016)
permite obtener una respuesta a la seleccién rapida y explotar de forma intensiva dicha especie.
Ademas, la creacion de lineas divergentes, extraordinariamente Utiles en experimentos de
mejora genética, son muy factibles en esta especie (Blasco et al., 2017; Garcia et al., 2016;
Garreau et al., 2008). Una de las grandes ventajas del uso de lineas divergentes (en el mismo
ambiente) es que las diferencias observadas entre ellas para un caracter seleccionado se deben
a los cambios en las frecuencias alélicas de los genes que regulan dicho caracter. En la
Universidad Miguel Hernandez de Elche se han desarrollado dos lineas de conejos
seleccionadas divergentemente durante 12 generaciones para la Vg del TC (Blasco et al., 2017).
Los resultados de este experimento, mencionado previamente, han mostrado una elevada
respuesta por generacion, asi como una relacion directa entre la Vi y la resiliencia. EI objetivo
de este estudio es la identificacion de regiones gendmicas asociadas a la Vi del TC en conejo
aprovechando este material genético excepcional junto con las nuevas herramientas
biotecnoldgicas disponibles. Asimismo, se pretende determinar si dichas regiones estan
relacionadas con genes que pudieran estar implicados en el control de la “fitness” y la

resiliencia de los animales, fenotipos de interées en la produccion animal actual.
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2. OBJETIVOS

1.

Identificar regiones gendmicas asociadas a la Vg del TC en lineas seleccionadas

divergentemente para alta y baja Vy del TC.

Determinar si las regiones gendmicas asociadas a V; del TC podrian influir en la

capacidad de los individuos para adaptase a nuevas condiciones ambientales.

Identificar regiones gendmicas asociadas a caracteres reproductivos en lineas
seleccionadas divergentemente para alta y baja V; del TC: tamafio de camada (TC), el
namero de embriones implantados (EI), la tasa de ovulacién (TO) y la supervivencia
embrionaria (ES) y fetal (FS).
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ARTICULO 1: ESTUDIO DE REGIONES GENOMICAS ASOCIADAS A LA
VARIANZA AMBIENTAL EN EL TAMANO DE CAMADA EN CONEJOS

1. INTRODUCCION

En los ultimos afios ha habido un creciente interés en el campo de la mejora genética animal
por estudiar el control genético de la varianza ambiental (Vg). Numerosos estudios han
mostrado evidencias estadisticas de la existencia de un efecto aditivo genético influenciando a
la Vg (Ibafiez-Escriche et al., 2008; Lallias et al., 2017; Ros et al., 2004; Sorensen et al., 2015),
observandose ademas una relacion con la resiliencia y la “fitness” del animal, es decir, con su
capacidad de adaptacion a nuevas condiciones ambientales (Argente et al., 2014; Garcia et al.,
2012; Mulder et al., 2013a). Una mayor resiliencia permitiria al animal mantener su rendimiento
a pesar de los factores de estrés externos, suponiendo un beneficio a nivel productivo (Blasco
et al., 2017; Mulder and Rashidi, 2017).

La Universidad Miguel Hernandez de Elche llevé a cabo un experimento de seleccion
divergente en conejos para Vg en el tamafio de camada (TC) durante doce generaciones. Los
resultados de este experimento mostraron una respuesta a la seleccion del 4.5% de la media del
carcter por generacion (Blasco et al., 2017). Estos resultados evidencian claramente la
existencia de factores genéticos regulando la Vi del TC. Ademas, un estudio sobre esta misma
poblacion de Argente et al. (2017) determind que la seleccion por variabilidad en el TC
mostraba una respuesta correlacionada negativa para caracteres reproductivos como el TC, el
namero de embriones implantados (EI) y la supervivencia embrionaria (ES), fetal (FS) y
prenatal (PS). De la misma manera, también se observé una correlacion de Vg con la respuesta
inmunoldgica en esta poblacion. La linea de baja Vg del TC tuvo una mejor respuesta
inmunoldgica que la linea de alta V; (Argente et al., 2014; Blasco et al., 2017). Este resultado
indicaria que una seleccion dirigida hacia la reduccion de la Vg podria aumentar las capacidades
de los individuos para adaptase a nuevas condiciones ambientales (Blasco et al., 2017). No
obstante, todavia no se conocen los genes ni las rutas y mecanismos implicados en la regulacion
de la Vg del TC. Por tanto, el objetivo de este estudio fue identificar regiones genémicas
asociadas a Vg en estas lineas y determinar su posible relacion con la resiliencia y la “fitness”

del animal.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material fenotipico y genotipico.

Los datos usados en este estudio pertenecen a un experimento de la Universidad Miguel
Hernandez de Elche de seleccion divergente para alta (H) y baja (L) Vg del TC durante 12
generaciones (Blasco et al., 2017). EI material genético utilizado proviene de 288 hembras de
las generaciones 11 (281) y 12 (7) que fueron genotipadas con el chip de Affymetrix Axiom
OrcunSNP para un total de 199 692 SNPs. De estas hembras, 149 eran de la linea para H Vg y
139 para L Vg y tenian registrados 1254 partos de un total de 13788 pertenecientes a 3070

hembras de todas las generaciones.

El caracter estudiado Vg se calculé como la varianza del TC (numero de nacidos totales) dentro
de hembra. Este calculo se realiz6 bajo la asuncion de que el valor genético de la hembra vy el
efecto permanente es el mismo en todos los partos de la hembra. Previamente se realizé una
pre-correccion del TC (Blasco et al., 2017) para los efectos de afio estacion (AE; 9 niveles) y
de parto lactacion (PL; 3 niveles) usando los registros de todas las generaciones. De esta manera
se eliminaron posibles efectos sistematicos que pudieran estar afectando a la varianza. El
modelo lineal aplicado fue:
TC = AE + PL + e, (6)

donde a partir de la media de la estima de los residuos (e) obtenidos con el software R (R Core
Team, 2017), se calculé Vg por hembra usando el estimador de minimo riesgo cuadréatico
(Blasco et al., 2017):

n+1

Z 7
Vg = ! Z(Xi—f)z "

Siendo x; el TC pre-corregido de una hembra en el parto i y n el nimero total de partos de la

hembra, cuyo valor puede oscilar entre 2 y 12 partos.
Ademas de los estudios de asociacion realizados sobre el caracter Vg, también se llevaron a
cabo estudios de asociacién para varios caracteres reproductivos con una posible respuesta

correlacionada con Vg: TC, tasa de ovulacion (TO), numero de embriones implantados (El),
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supervivencia embrionaria (ES) y supervivencia fetal (FS). Los datos utilizados para los
caracteres TO, EI, ES y FS se tomaron en el segundo parto de cada hembra. En la Tabla 1 se

presentan los estadisticos descriptivos de los datos analizados por linea.

En el caso del caracter TC se realiz6 una correccion con toda la base de datos, previa al analisis
de asociacion, de los datos por los factores ambientales y los efectos permanentes. Para ello se
ajusté un modelo animal con efectos permanentes utilizando el software TM (Legarra et al.,
2008). En los analisis de asociacion se utilizo la media posterior de los valores aditivos mas los

residuales como fenotipo corregido.

Tabla 1. Andlisis descriptivos de los caracteres varianza ambiental (Vg), tamafio de
camada (TC), tasa de ovulacion (TO), embriones implantados (El) y supervivencia
embrionaria (ES) y fetal (FS) para la linea de alta y baja Vg del tamafio de camada

Caracter Alta Vg Baja Vg
N@  p® M  CV@  Min® Max® N 1] Me cv Min Max
Vg 139 392 291 094 1.33e-6 19.39 130 235 206 0.83 3.82e-5 8.73
TC 643 6.51 6 0.47 1 15 593 7.71 8 0.31 1 13
TO 124 12.65 13 0.17 6 20 124 12.68 1250 0.19 7 19
El 124  9.05 10 0.34 2 15 124 10.77 11 0.24 4 16

ES 124 7194 7596 0.32 14.29 100.00 124 8524 8944 0.17 2941 100.00
PS 124 66.09 7143 0.38 10.00 100.00 124 70.79 73.03 0.30 18.18 100.00

@ Namero total de datos, ®media, ©mediana, @coeficiente de variacion y ©®maximo y @minimo del rango de los
datos

2.2. Procesado de datos.

2.2.1. Control de calidad y filtrado de muestras.

Los controles de calidad sobre las muestras genotipadas se realizaron usando la plataforma
Axiom Analysis Suite 3.1 de ThermoFisher Scientific y el software PLINK v1.9 (Chang et al.,
2015). Los criterios usados en la plataforma Axiom Analysis Suite 3.1 para excluir las muestras
con baja calidad de genotipado fueron: sefial de contraste en los locus no polimorficos
(DQC)<0.89, eficiencia del genotipado (genotipos faltantes por individuo o QC) <96%,
promedio de la eficiencia del genotipado por placa <98.5% y porcentajes de muestras que
superan DQC y QC <95%. En PLINK v1.9 (Chang et al., 2015) se fijé que el nimero de
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genotipos faltantes por individuos debia ser menor del 97%. Posteriormente se estudio la
estructura de la poblacion mediante un andlisis de componentes principales para determinar
posibles individuos “outliers ” usando el paquete “SNPRelate” del software R (R Core Team,
2017). Se generd un grafico con los componentes PC1 y PC2 y se determino los “clusters”
correspondientes al efecto de seleccion para la linea H y L (Figura S1). Aquellos individuos
asociados a una linea diferente a la asignada en la base de datos fueron excluidos para los
posteriores analisis. Finalmente, un total de 269 hembras pasaron los controles de calidad y

fueron incluidas en los analisis (130 de la linea L y 139 de la linea H).

2.2.2. Control de calidad y filtrado de SNPs.

La plataforma Axiom Analysis Suite 3.1 se utilizd para filtrar aquellos SNPs que no se
localizaran en una zona del mapa fisico o gendémico conocida en el genoma de referencia del
conejo (OryCun 2.0). El resto de los controles de calidad sobre los SNPs se realizaron con el
software PLINK v1.9 (Chang et al., 2015) excluyéndose aquellos que no cumplieran los
siguientes criterios: genotipos faltantes por SNP menor del 5% y frecuencia del alelo
minoritario (MAF) mayor del 5%. Finalmente, un total de 94 282 SNPs se tuvieron en cuenta

para los analisis.

2.2.3. Imputacién de genotipos faltantes.

La imputacion de los genotipos faltantes se realiz6 con el software Beagle v.4.1 (Browning and
Browning, 2016). En total se imputaron 10 437 genotipos faltantes de SNP. Ninguno de los
SNP imputados fue descartado en posteriores analisis debido a que la calidad de la imputacion

(R?) en todos los casos fue superior a 0.9.
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2.3. Andlisis de asociacion del genoma completo (GWAS).

El analisis de asociacion del genoma completo se realizé aplicando dos métodos diferentes:

método de regresion marcador por marcador y método de regresion de multiples marcadores.

2.3.1. Método de regresion marcador por marcador (SMR).

El andlisis de regresion marcador a marcador se realizé con el software GCTA v1.91.4beta
(Yang et al., 2011a) a partir del siguiente modelo lineal mixto (MLM):

y=Xb+zja;+Zg +e. (8)

Donde X es la matriz de incidencia del vector de efectos fijos b que incluye la media, z; es el

vector de genotipos del SNP j codificado segun el numero de copias del alelo de referencia
(0,1,2), a; es el efecto de sustitucion alélica del SNP jy Z es la matriz de incidencia de los
efectos genético g que siguen una distribucién N(0, GRMo;) donde la GRM es la matriz de
relaciones de parentesco genémica excluyendo el cromosoma del SNP j y g es reestimado en
cada célculo de la GRM. La matriz GRM fue calculada usando el método desarrollado por
Yang et al. (2010). La matriz GRM se incluyd en el modelo porque permite corregir por
posibles efectos de estratificacion de la poblacion (Yang et al., 2014). Finalmente, a partir de

este modelo el programa calcul6 la estima del efecto de los SNPs y su p-valor asociado.

El umbral de significacion (a) utilizado para determinar si un SNP estaba asociado a Vg se
ajustd con una correccion por Bonferroni teniendo en cuenta el nimero de SNPs independientes
en la poblacion. Para ello se calculé el valor del r? para el desequilibrio de ligamiento (LD)
entre pares de SNPs con el software PLINK v1.9 (Chang et al., 2015), para una distancia no
mayor a 1Mb. EIl namero de SNPs independientes se determino analizando el LD de los SNPs
con el software R (R Core Team, 2017) y asumiendo que para un r<0.5 no existe LD entre
SNPs (Carneiro et al., 2011). Finalmente, se establecio un umbral de significacion con un p-
valor < 1.025e-5 asumiendo un a inicial de 0.05 y un nimero de SNPs independientes de 4876.
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2.3.2. Método de regresion de multiples marcadores (MMR).

El andlisis de regresion de multiples marcadores se realizo con el software GenSel (Garrick and

Fernando, 2013) seguln el siguiente modelo:

k 9)
j=1
Donde X es la matriz de incidencia del vector de efectos fijos b que incluye la media y el efecto

linea, z; es la matriz de incidencia del SNP j codificado segun el alelo de referencia, a; es el
efecto del SNP j, §; es una variable de modelizacion que indica los SNP con efecto y varianza
que se incluyen en el modelo (6; = 1) y los que no (§; = 0) y e es el vector de residuos. En el
modelo bayesiano aplicado (Bayes B) se asume que los efectos de los SNPs son independientes

con una distribucion N~ (0, oﬁj) y que, con probabilidad =, hay un porcentaje de marcadores

gue no tienen efecto ni varianza, mientras que el resto de los marcadores, con probabilidad 1-

7, i que tienen efecto. La aéj para estos marcadores sigue una distribucién IG (a, 8) (Blasco,

2017).

En este analisis el valor de = se fijo en 0.9997 (Sell-Kubiak et al., 2015). En media, un total de
28 SNPs con efecto se incluyeron en el modelo cada iteracion. EI nimero total de iteraciones
se fijo en 550 000 teniendo en cuenta un “lag” de 100 y un “burn-in” en 150 000. La varianza
genotipica y ambiental a priori se fij6 en 1.69 y 7.73, respectivamente. Estos pardmetros

corresponden a los estimados con un modelo animal clasico.

La relevancia estadistica de la asociacién entre los marcadores individuales y el caréacter se
evalu6 calculando el Bayes Factor (BF) segun (Kass and Raftery, 1995):
pj X (10)
T -ppx(-m
Donde p; es la probabilidad posterior de un SNP en el locus j dada la Ho mientras que 1 — p;

BF

es la probabilidad dada H:. En el anélisis se consideré que un BF>10 determina una evidencia
fuerte a favor de la hipétesis de asociacion siendo un BF>100 una evidencia decisiva (Kass and
Raftery, 1995).
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2.4. Busqueda de genes candidatos.

La busqueda de genes candidatos en las regiones gendmicas asociadas se realizé a través de la
base de datos de Ensembl (Zerbino et al., 2018). Las regiones gendmicas estudiadas fueron las
correspondientes a las ventanas gendmicas que explicaban un mayor porcentaje de varianza
genética a través del método de RMM y que ademés se solapaban en ambos estudios de
asociacion. El genoma de referencia utilizado fue el de la especie en estudio, el conejo
domeéstico (Oryctolagus cuniculus). Se revisé la ontologia genética de cada gen localizado en
las regiones (Funcion bioldgica y molecular) y se validaron con la base de datos GeneCards
(Rappaport et al., 2017) y KEGG (Kanehisa et al., 2017)

Posteriormente, aquellos SNPs que en ambos métodos mostraron una elevada relevancia
estadistica fueron localizados en el genoma del conejo. El objetivo fue ver si se encontraban
dentro de la secuencia genética de alguno de los genes considerados como candidatos. En los
casos afirmativos se procedio al andlisis del transcripto de dichos genes para ver si la
localizacion del SNP correspondia a zonas intronicas o exonicas del gen. Para ello se uso

también la base de datos Ensembl (Zerbino et al., 2018).

2.5. Estudio de desequilibrio de ligamiento.

El estudio del desequilibrio de ligamiento se realizé a partir de la funcion LDheatmap() (Shin
et al., 2006) de R (R Core Team, 2017) con ficheros generados con PLINK v1.9 (Chang et al.,
2015). Las regiones usadas para el estudio de LD fueron las ventanas gendmicas en las que se
habia realizado una busqueda de genes candidatos. Se ignor6 comparaciones entre pares de
SNPs para distancias mayores a 1Mb.

2.6. Validaciones.

2.6.1. Test de permutacion.

El test de permutacion se realizé mediante el software PLINK v1.9 (Chang et al., 2015). El
objetivo de este estudio fue eliminar la estructura de genealogia de los datos para observar si

los resultados obtenidos en los GWAS no eran debidos a asociaciones aleatorias en la
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poblacién. Para ello, el programa generd 100 000 set de datos fenotipicos a partir del fichero
de fenotipos reales para Vg, mediante la permutacion de los fenotipos entre los individuos. De
esta manera, se elimind la relacion entre el genotipo y el fenotipo de los individuos generandose
un set de datos correspondientes a la Ho. Posteriormente, se realizd un analisis de asociacion
marcador por marcador con los resultados obtenidos segun el modelo:

y=Xb+zja;+e (11)

Donde y es el vector de datos fenotipicos permutado (modificado en cada iteracion), X es la
matriz de incidencia de los efectos sistematicos b que incluyen la media y el efecto linea, z; es
el vector de incidencia del SNP j codificado segun el nimero de copias del alelo de referencia
(0,1,2), a; es el efecto del SNP jy e es el vector de los efectos de los residuos. Test de hipétesis
son realizados para calcular la probabilidad de permutacion (Knijnenburg et al., 2009) de los

SNPs segun:

2T > xo) (12)
Pjperm - NT

Donde P,e,m €s la probabilidad de permutacion de cada SNP j, Ny es el nimero total de
iteraciones de permutaciones realizadas, x;, es el p-valor para cada SNP j para la permutacion
n (asumiendo que Hoes cierta) y x, es el p-valor de la asociacion del SNP j de los fenotipos sin
permutar. By, €S por tanto la probabilidad de que un SNP posea un valor de x, superior al
establecido por el analisis de asociacion para los datos reales (x,). Si By, €s elevada indicaria
que la probabilidad de que x, sea mayor que x, es elevada por lo que las relevancias
estadisticas observadas para los fenotipos sin permutar son generadas al azar (Knijnenburg et
al., 2009). Para considerar que x, ha sido producto de la seleccion y no del azar, el valor de

Piperm deber ser muy pequenio e inferior a 0.02.

2.6.2. GWAS dentro de linea.

Dentro de linea (L y H) se realiz6 un GWAS marcador por marcador para el caracter Vg
utilizando el mismo modelo usado para analizar los datos de las dos lineas conjuntamente
(Ecuacion 8). Los ficheros de genotipos y fenotipos para la L Vg y para H Vi se crearon por
separado y se genero un fichero con los alelos de referencia usados para el analisis de las lineas

conjuntamente. El analisis se realizo con el programa GCTA v1.91.4beta (Yang et al., 2011a)
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teniendo en cuenta el uso de los mismos alelos de referencia para cada SNP en ambas lineas.
Para cada linea se realiz6 una lista con todos los SNPs localizados en las regiones gendmicas
identificadas por el GWAS para las lineas en conjunto. Posteriormente se comprob0 si existian
diferencias en los efectos de sustitucion alélica para esos SNPs comparando los resultados
obtenidos para cada linea. Para ello se determinaron los intervalos de confianza generados para

el efecto de sustitucion alélica de esos SNPs en funcién de +2SE.

2.6.3. GWAS en otra poblacion.

Los mismos analisis de asociacion para Vg del TC fueron realizados con genotipos
pertenecientes a un experimento de seleccidn divergente por capacidad uterina (UC) durante 12
y de una linea control seleccionada por tamafio de camada al destete durante 14 generaciones
(V) (Sosa Madrid and Santacreu, 2016). La base de datos de fenotipos incluyd un total de 4654
registros de partos procedentes de 1413 hembras. Los genotipos usados para los andlisis de
asociacion pertenecen a 184 hembras pertenecientes a la linea de baja UC (85), la linea de alta
UC (66) y una poblacion control (V) con 30 animales. Los pardmetros estadisticos del caracter
Ve del TC de esta poblacion se muestran en la Tabla 2. El tamafio de camada fue pre-corregido
por los efectos fijos AE y PL. El fenotipo Ve del TC fue calculado como la varianza del TC
dentro de hembra, de la misma forma que indica el apartado “Material genotipico y fenotipico”

de esta misma seccion.

A partir de las regiones genomicas identificadas en esta poblacion se realiz6 una comparacion
con las regiones asociadas a Ve del TC. Ademas, se determiné si existian diferencias con
respecto al efecto de sustitucion alélica del SNP mas relevante identificado para Ve del TC a

partir de los intervalos de confianza generados en funcion de +2SE.

Tabla 2. Analisis descriptivos para el caracter Ve del TC de las lineas para alta capacidad
uterina (HUC), baja capacidad uterina (LUC) y una linea control (V).

Linea N®@ u® M. Ccv® Min® Max®
HUC 85 4.13 2.84 0.97 0.01 22.75
LUC 66 3.17 2.11 0.91 0.21 10.24

\Y 30 4.49 3.07 1.06 0.21 20.29

@ Numero total de datos, ®media, ©mediana, @coeficiente de variacion y ©maximo y ®minimo del rango de los

datos
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3. RESULTADOS

3.1. Analisis de asociacion del genoma completo (GWAS).

Los dos métodos de asociacion (SMR y MMR) identificaron regiones gendémicas asociadas a

Vg del TC segun los umbrales de relevancia estadistica fijados (Figura 1lay 1b).
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Figura 1. Regiones gendmicas asociadas a Vi del tamafio de camada. a) Manhattan plot de regresién marcador
por marcador (SMR) con dos umbrales de significacién estadistica fijados para un -logio(p-valor) de 4 y 5. b)
Manhattan plot por regresion de multiples marcadores (MMR) con dos umbrales de relevancia estadistica fijados
en un BF de 10 y 20. En ambos casos los recuadros rojos muestras las regiones con mayor importancia en la
asociacion (chr 3) y los recuadros verdes las asociaciones en otras regiones importantes (chr 1 y chr 14). ¢)
lHustracion de las regiones asociadas a Vi del tamafio de camada que coinciden en ambos métodos, localizadas en
los cromosomas 1, 3 y 14. Se indica tanto su localizacién en pares de bases (BP) como el porcentaje de varianza
genética explicada segin MMR.

A través del método SMR se determinaron 3 regiones genémicas con un p-valor menor de 1E-
4 (Figura 1a), valor sugerido en la bibliografia para estudios con poblaciones seleccionadas en
produccion animal. Teniendo en cuenta el umbral mas restrictivo (1.025E-5), calculado
considerando los SNPs en equilibrio de ligamiento y aplicando la correccion de mdaltiple test
de Bonferroni, se identific6 una region en el cromosoma 3 como la mas relevante
estadisticamente para nuestro caracter (Figura 1a). Esta region, localizada entre la megabase
(Mb) 50.4 y 51.2 (Figura 1c) incluye un total de 27 SNPs. Entre ellos, se encontro el SNP Affx-
151984290, el mas significativo de todos los SNPs incluidos en el analisis (94 282) con un p-
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valor de 9.46E-6. Las regiones genomicas localizadas en el cromosoma 1 y 14 (Figura 1)
incluyen 57 y 60 SNPs respectivamente.

El andlisis realizado con MMR mostré 9 regiones genomicas asociadas a Vg mas que por SMR.
Regiones con un BF>10 se identificaron en los cromosomas 1, 3, 4, 7, 14, 15, 17,19y 20 (Figura
1b). Regiones con un BF>20 sélo se encontraron en el cromosoma 1, 3 y 17 (Figura 1b).
Ademas, con el andlisis MMR se obtuvieron los porcentajes de varianza genética (Vg)
explicada por ventanas genomicas de aproximadamente 1 Mb a lo largo de todo el genoma. De
todas ellas, las regiones que mas porcentaje de Vg explicaban eran ventanas gendmicas que se
solapaban con parte de las regiones gendmicas identificadas también por SMR (Figura 1c), en
los cromosomas 1, 3 y 14. Dos ventanas genomicas consecutivas se identificaron en el
cromosoma 3 entre la Mb 50 y 52 explicando un 7.76% y un 2.74% de la V¢ (Figura 1c) e
incluyendo 62 y 47 SNPs, respectivamente. Si estas ventanas se considerasen como una Unica
region, explicaria un 10.50% de la V¢ total. Por el método MMR, el SNP con mayor relevancia
estadistica (BF=77.4) se localiz6 en la ventana genémica del cromosoma 3 que explicaba un
2.74% de la Vg total (Figura 1c). Este SNP (Affx-151984290) fue también identificado por el
método SMR como el SNP mas relevante estadisticamente. Las ventanas gendmicas
identificadas en el cromosoma 1 y 14 (dos regiones consecutivas) explicaban un 1.23% y un
3.78% con un total de 57 y 101 SNPs, respectivamente (Figura 1c). Las demds regiones
identificadas con un BF>10 poseen un porcentaje de varianza menor del 1% por lo que se
descartaron como zonas candidatas para la realizacion de posteriores analisis. Finalmente,
aquellas regiones que fueron identificadas por ambos métodos se asumieron como regiones
asociadas a Vi del TC. Por tanto, se determinaron las siguientes regiones genémicas de estudio
para la busqueda de genes candidatos: 1:173004560-173995924, 14:121010616-123019882 y
3:50019899-51891704.

En cuanto a los estudios GWAS realizados sobre los caracteres con una posible respuesta
correlacionada, no se encontraron ninguna regién gendémica coincidente con las regiones
candidatas para Vy; del TC, indicadas anteriormente. No obstante, en todos los casos se
identificaron regiones gendmicas con un p-valor <5E-4 y un BF>10 por SMR y MMR
respectivamente (Figura S2-S6). Por MMR también se identificaron ventanas genémicas que
explicaban mas de un 1% de la V¢ para todos los caracteres evaluados (TC, TO, El, ES y FS).
En el caso del TC, dos ventanas gendmicas consecutivas en el cromosoma 2 entre la Mb 54 y

56 explicaron un 7.46% de la V. Para FS, tres ventanas consecutivas en el cromosoma 13 entre
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la Mb 4 y 5 explicaron un 10.97% de V. Del mismo modo, la ventana con mayor porcentaje
de Vg explicada para ES se localizé en el cromosoma 7 entre la Mb 113 y 114 con un valor de
3.84%. Ademas, una ventana gendémica para este caracter en el cromosoma 1, que explica un
2.86% de V¢ coincidid exactamente con la ventana gendmica que mas porcentaje de Vg explicd
para El (6.72%). Esta ventana se encuentra localizada en el cromosoma 1 entre las pares de
bases 193003955 y 193977844. Un resumen de las regiones gendmicas encontradas asociadas
con los caracteres TC, TO, EI, ES y FS se muestran en la Tabla 3. Para TO, no se asigné ninguna
region gendémica como asociada. Ninguna de las regiones identificadas para este caracter
coincidi6 con los métodos SMR y MMR. Ademas, no se obtuvo ninguna ventana gendémica con
elevado porcentaje de Vg explicada. La méaxima ventana obtenida explicd un porcentaje de

1.13% y estaba localizada en el cromosoma 19.

Tabla 3. Regiones gendémicas candidatas para los caracteres de tamafio de camada (TC),
supervivencia fetal (FS), supervivencia embrionaria (ES) y embriones implantados (El)
seguin su posicion en el cromosoma (Chr) en pares de bases.

Carécter Chr Inicio Fin
TC 2 46048634 46996706
2 54020450 55998050
12 125270544 126997876
FS 4 5016033 5993707
13 4002200 6988431
14 51028460 51998323
ES 1® 193003955 193977844
7 113062175 113987079
14 39010763 40996168
El 1@ 193003955 193977844
3 99047991 99515286
15 72013791 72986567

@ Regiones solapantes para los caracteres ES y El.

3.2. Busqueda de genes candidatos.

Un total de 39 genes fueron identificados en las regiones candidatas para Vg del TC: 12 genes
localizados en el cromosoma 1, 10 en el cromosoma 3 y 17 en el cromosoma 14 (Tabla S1). De
todos ellos, aquellos que presentaron relacion con procesos inmunoldgicos fueron valorados
como posibles genes candidatos asociados a Vg del TC. Este criterio se fijo debido a que

estudios previos indicaron que los procesos inmunolégicos podian estar involucrados en la
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resiliencia y la “fitness” de los animales procedentes de las lineas utilizadas en este estudio
(Argente et al., 2014; Agustin Blasco et al., 2017; Garcia ML et al., 2012). Por tanto, en un
primer filtraje, 29 genes (Tabla 4) fueron seleccionados como posibles genes candidatos. No
obstante, se realizo un filtraje mas restrictivo y se considero estudiar aquellos genes que tanto
en la base de datos GeneCards como en KEGG fueran asignados como genes que participaran
en procesos biologicos relacionados con la inmunologia y la reduccion del estrés oxidativo en
las células, a excepcidn del gen SLIT3. Este gen se selecciono debido a su posible relacion con
procesos regulados por el cortisol, biomarcador de la respuesta a estrés utilizado en estudios
previos (Argente et al., 2014; Garcia ML et al., 2012). Finalmente, 8 genes de los representados
en la Tabla 4 se propusieron como genes asociados a Vi del TC debido a su relacion con
procesos inmunoldgicos que desencadenan la respuesta inflamatoria celular y a una relacion
directa con procesos de defensa celular frente al estrés oxidativo (Tabla S2). La respuesta
inflamatoria es la primera barrera de defensa ante la entrada de patdgenos en el organismo y
esta relacionada con algunas funciones inmunoldgicas desarrolladas por los genes identificados
como: desarrollo de las céelulas hematopoyéticas, sefializacion mediada por quimiocinas,
migracion de leucocitos, formacion de ligandos de selectina, activacion de las células
dendriticas mieloides y mastocistos, respuesta al cortisol, inhibicion del complejo de ataque a
membrana (MAC) y regulacion positiva de la fagocitosis, entre otras (Tabla S2). Por otra parte,
el estrés oxidativo desencadenado por especies reactivas del oxigeno (ROS) provoca dafios en
los &cidos nucleicos, proteinas y lipidos. Las concentraciones de ROS suelen elevarse en los
tejidos donde se desarrolla una respuesta inflamatoria ya que es el sistema de defensa que usan

los fagocitos para eliminar los patdgenos externos.

Tabla 4. Genes localizados en las regiones gendémicas asumidas como relevantes seguiin su

localizacion en el cromosoma (Chr) por pares de bases (PB) para Vg del TC.
Chr PB Genes

1 173004560-173995924 KIAA1549L, Cllorf9l, CD59% LMO2% CAPRIN1, NATI10,
ABTB2, CAT®, ELF5, EHF
3 50019899-51891704 CPNES3, CNGB3, CNBD1, SLIT3?% SPDL1, DOCK2?% FAM196B,
FOXI1, LCP2% KCNMB1, KCNIP1
14 121545568-122985548 DCBLD2, ST3GAL6? CPOX, GPR15%, CLDND1, GABRRS,
ARL6, EPHAG

2 Genes candidatos seleccionados debido a su directa relacion con procesos inmunolégicos desencadenantes de la
respuesta inflamatoria. ® Gen candidato seleccionado debido a su relacion directa con procesos involucrados en
la reduccion del estrés oxidativo en las células.
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Con relacion a los genes candidatos propuestos, es interesante destacar que el estudio de la
localizacion de los SNPs més relevantes para Vi del TC reveld que el SNP Affx-151984290 se
encontraba posicionado en una region intronica determinada por los exones 23 y 24 del gen
DOCK?2 (Figura S7). La mayoria de las funciones de este gen estan involucradas en procesos
inmunoldgicos desencadenados por la activacion de las proteinas Racl y Rac2 y relacionadas
con la dinamica del citoesqueleto de actina, procesos necesarios para hacer frente a la respuesta
inflamatoria (Chen et al., 2018).

La basqueda de genes candidatos para los caracteres TC, EIl, ES y FS se llevo a cabo en las
regiones genomicas descritas en la Tabla 3, donde se identificaron un total de 25, 39, 45 y 53
genes respectivamente (Tabla S3). Aquellos genes relacionados con el desarrollo embrionario
o0 la respuesta inmunologica se muestran en la Tabla 5. Entre algunas de sus funciones cabe
destacar que NKX3-1 y NKX2-6 son genes homeobox relacionados con el desarrollo cardiaco
del embrién y del crecimiento de las células endoteliales en los tejidos de la prostata,
respectivamente. AHI1 participa en la diferenciacion del ectodermo, al igual que ASTN1, y
FRASL en la organogénesis durante el desarrollo del embrion. En la region gendmica
coincidente del cromosoma 1 para ES y El (Tabla 3) se localizo el gen ZP1. Este gen codifica
para unas glicoproteinas que conforman la zona pelucida del ovocito, y adquiere funciones
importantes durante la fertilizacion y el desarrollo preimplantacional. Por dltimo, el gen
VEGFC localizado en una regién asociada con el TC, pertenece a la familia VEGF y esta
involucrado en la angiogénesis vascular del sistema linfatico y venoso durante la

embriogénesis.

Tabla 5. Genes candidatos identificados para los caracteres de tamafio de camada (TC),
supervivencia fetal (FS), supervivencia embrionaria (ES) y embriones implantados (El)

Caracteres Genes
TC NKX3-12, NKX2-62, DDX60°, VEGFC™, ALDH8A1¢, HBS1L", MYB®, APHI1% MAP7
FS NCOAG°, PIGU, ITCHP, RALY? NECAB3, E2F1, ASTN1? ABL2°, TOR1AIP1, CEP350,
TIPARP, PTX3P
ES MS4A1°, PTGDR2®, ZP1?, TMEM109, CD3P, FOSL1P, CDCA7, OLA1, CIR1, PLSCR4"
El MS4A1°, PTGDR2®, ZP1?, TMEM109, CD3P, FOSL1°, SEPT11°, FRAS1?, CXCL13%, CCNG2,
CNOT6L

2 Genes directamente relacionados con procesos involucrados en el desarrollo embrionario. ® Genes directamente
relacionados con procesos inmunoldgicos. ¢ Genes involucrados en procesos relacionados con el acido retinoico.
™ Gen de la misma familia que el VEGFA determinado en otro estudio como relacionado con Vi del TC (Sell-
Kubiak et al., 2015).
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3.3. Estudio del desequilibrio de ligamiento.

El estudio de desequilibrio de ligamiento (LD) en las regiones gendmicas mas relevantes para
Vg del TC mostro diferentes patrones de LD para cada region asociada. En el cromosoma 3,
entre la Mb 50 y 52 se observa un cambio en el patron de LD entre la linea de H Vg (Figura 2b)
y L Vg (Figura 2a). En la linea de H Vg el bloque de LD es mayor que en la linea de L Vg donde
se observa gue se ha producido una disminucion de las correlaciones entre SNP y diferenciado
dos bloques de LD. No obstante, el bloque de LD que contiene los 2 SNPs mas relevantes
estadisticamente de la region (Affx-151984290 y Affx-151987366) se mantiene en ambas
lineas en fuerte desequilibrio de ligamiento. En el cromosoma 14 el patrén de LD es mas claro
ya que se aprecian dos bloques con elevada correlacion entre todos los SNPs (Figura 2d). El
mayor de ellos contiene los SNPs con mayor relevancia estadistica de la region; Affx-
151948159 (BF=14.73), Affx-151855761 (BF=13.72) y Affx-151973522 (BF=13.38) (Figura
2d). Por Gltimo, en el grafico de LD del cromosoma 1 entre la Mb 173 y 174 (Figura 2c) no se
distingue ningun blogue claro de LD ya que es una zona predominante por la ausencia de LD
entre los SNPs. No obstante, podemos apreciar que los SNPs mas relevantes de dicha region,
el Affx-151911039 (BF=36.72) y el Affx-151923816 (BF=35.7) se encuentran en la misma
zona, a una distancia de aproximadamente 10 kb y en elevado LD.
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Figura 2. Desequilibrio de ligamiento (r2) para las regiones gendémicas candidatas de Vg del tamafio de
camada (TC). a) Representacion grafica del desequilibrio de ligamiento (LD) de la regién genémica comprendida
entre las megabases (Mb) 50 y 52 del cromosoma 3 del conejo para la linea de baja V del TC. b) Representacion
gréafica del LD de la region gendmica comprendida entre la Mb 50 y 52 del cromosoma 3 de la linea de baja Vj del
TC. c) LD para la region gendmica del cromosoma 1 entre la Mb 173-174 para la linea H Vg y L Vg del TC
conjuntamente. d) LD para la region gendémica del cromosoma 14 entre la Mb 122-123.1 para lalineaH Vg y L Vg
del TC conjuntamente. En todas las figuras se indican los SNP mas significativos de la region (azul) y en las
graficas a) y b) el recuadro indica la zona en LD entre ambas lineas que no modifica su patron de LD.

3.4. Validaciones.

El test de permutacion y los estudios de asociacion dentro de la linea H Vi y L Vi apoyaron las
evidencias encontradas a favor de las regiones gendmicas asociadas a Vg del TC, en los
cromosomas 1, 3y 14. Mediante el test de permutacion se observé que las regiones genémicas
con elevada relevancia estadistica no se debian a procesos determinados por azar sino a eventos
relacionados con la seleccion realizada para Vi del TC en las lineas. La mayoria de los SNPs
localizados en estas regiones mostraron una probabilidad de asociacion con la Vi del TC por
azar menor al 2% (Pperm < 0.02). En el cromosoma 3, 72 SNPs de 109 mostraron Pperm < 0.02,
al igual que 23 SNPs de los 57 identificados en el cromosoma 1 y 82 SNPs de los 101
identificados en el cromosoma 14. El valor minimo de Pperm para dichas regiones fue de 1E-5,
1.10E-4 y 1.20E-4, respectivamente. El SNP Affx-151984290, SNP mas relevante en el estudio,
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mostro un valor de Pperm de 1E-5, por lo que la relevancia estadistica observada para este SNP
es muy improbable que se deba a eventos generados por azar. No obstante, es probable que la
relacién genotipo-fenotipo no se haya perdido por completo durante el test, debido al elevado
grado de parentesco entre los individuos. Aun asi, el test de permutacién indicaria que gran

parte de las asociaciones detectadas con la Vg del TC se deben a la seleccién y no al azar.

En los andlisis de asociacion realizados dentro de cada linea se observé la direccion que seguian
los efectos de sustitucion alélica de los SNPs en las regiones candidatas. Todos los SNPs,
exceptuando algunos localizados en la region del cromosoma 14 entre las pares de bases
121545568 y 122873676 (Tabla S4), seguian la misma direccion. Los SNPs localizados en esta
region tienen efectos de sustitucion alélica contrarios entre lineas (positivo para H Vg y negativo
para L Vi) e intervalos de confianza no solapantes. Esto podria indicar un proceso de seleccién
diferente para la linea de H Vi y la linea de L Vi para esos SNPs (Tabla S4). Un ejemplo de
ello es el SNP Affx-151794850 localizado en el cromosoma 14 en la posicion 12222613 pb
cuyo intervalo para el efecto de sustitucion alélica de la linea H Vi ([0.61-2.39]) y L Vg ([-1.69-
0.15]) no se solapa (Anexo XIl). Las diferencias encontradas podrian deberse a las diferencias
de MAF entre las lineas (0.36 para H V; y 0.08 para L V). Ademas, dentro de la linea L Vg,
para estos SNPs so6lo hay 1 individuo homocigoto para el alelo de referencia seleccionado. La
mayoria de SNPs son homocigotos para el alelo alternativo (84.62%), con alguna proporcion
de heterocigotos (14.62%).

El estudio de asociacion de Vg para el TC en una poblacién seleccionada por capacidad uterina
(UC) no replicé los resultados obtenidos en nuestro estudio. Las regiones genémicas asociadas
con el caracter en esta poblacidén no fueron coincidentes con las obtenidas en la poblacion de
estudio. Las regiones genémicas identificadas en esta poblacién se localizaron en las regiones
2:95023603-95974017 y 13:90038780-90996436 (Figura S8). Ademas, también se comprobd
el efecto de sustitucion alélica del SNP Affx-151984290 para ver si en ambas poblaciones se
habia determinado el mismo sentido de seleccién. Sin embargo, se observé un cambio en la
direccién del efecto de sustitucion alélica con respecto a nuestra poblacion. El efecto de
sustitucion alélica en la poblacion de validacion fue de -1.28 con un error estandar de 0.63,

mientras que en la poblacion de estudio fue de 1.44 con un error de 0.32.
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4. DISCUSION

La creacion de lineas divergentes para Vg del TC en conejos durante 12 generaciones nos ha
permitido disponer de un material genético unico para estudiar el control genético de la Vg del
TC. Ademas, con el uso de dos metodologias estadisticas diferentes (SMR y MMR), para la
identificacion de las regiones gendmicas asociadas, hemos podido obtener resultados més
fiables por comparacion entre ambos métodos. Notese que la estima de los efectos de los SNPs
es dependiente del modelo utilizado (L6pez de Maturana et al., 2014). De esta manera, las
regiones gendmicas con mayor evidencia de asociacion a Vg del TC se identificaron en los

cromosomas 1, 3 y 14 del genoma del conejo.

Los efectos de los SNPs obtenidos con el método SMR se sobreestimaron con respecto al
modelo BayesB. Esto es normal porque al incluirse un unico SNP en cada modelo, este LD
produce una sobrestimacién del efecto del SNP ya que se captura parte de los efectos de las
variantes con los que esta correlacionado. Por otra parte, no se observé una inflacion de los
SNPs asociados con la Vg. Esto indicaria que no hubo factores de confusién. El factor de
confusion mas habitual es la estratificacion de la poblacion. No obstante, una ventaja de esta
metodologia es la utilizacion de la GRM para la correccion del modelo por posibles efectos de
estratificacion de la poblacion que aumenta el error de tipo I. Asi mismo, excluir el cromosoma
del SNP a testar de la GRM permitié aumentar la potencia del analisis para la deteccidén de mas

variantes con efectos (Yang et al., 2014).

La aplicacion del modelo BayesB (método MMR) permitié definir el grado de ajuste
“shrinkage” del modelo dependiendo de los datos disponibles. De esta manera, conforme a lo
encontrado por Lopez de Maturana et al. (2014), se aumento la potencia de deteccion de los
SNPs con efecto, respecto al método SMR. En el presente estudio se considero
aproximadamente 30 SNPs con efecto y varianza en el modelo, dado a priori un valor de
1=0.9997. Sin embargo, aunque a través de este método se permite identificar la mayor parte
de los SNPs con pequefio y gran efecto asociados al caracter, también se aumenta el numero de
falsos positivos. La asuncion de valores de 7 distintos genera resultados diferentes bajo los
mismos datos (Figura 3) debido a que se modifica el nUmero de SNP considerados con efecto
y varianza en el modelo. Por ejemplo, un valor de =0.999 (inferior a 0.9997) considera un
mayor nimero de SNPs con efecto y varianza en el modelo (aproximadamente 95 SNPs, si se

considera 199 692 SNP totales). En este estudio hemos comprobado que a medida que este
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valor de 7 disminuye, el porcentaje de Vg explicada por las ventanas gendmicas se reduce
(Figura 3). Esto puede ser debido a que se reparten los efectos de las variables entre un mayor
numero de parametros. Por tanto, el uso de un valor de © es dependiente del nimero total de
SNPs, del modelo y del numero de datos disponibles para la estima de los efectos de los SNPs.
No obstante, a pesar de que el porcentaje de Vg explicada por las ventanas gendmicas del
estudio se modificaban segiin el valor de m considerado, el ranking determinado para esas
ventanas genomicas se mantenia (Figura 3). Esto podria indicar que dichas regiones son
realmente importantes para la determinacion de las diferencias fenotipicas observadas sobre el
caracter. Cabe destacar que el porcentaje de Vg explicada por las ventanas gendmicas deberia
usarse como valor cualitativo para la comparacion entre regiones genomicas relevantes
identificadas en los estudios. El uso del porcentaje de Vg explicada como una medida
cuantitativa no aporta ninguna informacion consistente, en este caso, ya que esta condicionada
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Figura 3. Variacion del porcentaje de varianza explicada por las regiones genémicas candidatas en funcion
del valor del nimero de SNPs con efecto incluido en el modelo. Se observa como el porcentaje de varianza
explicada por las regiones gendmicas candidatas se ve reducida a medida que aumenta el nimero de SNPs con
efecto y varianza, es decir, a medida que se reduce el valor de =.

42



Los resultados mostraron que ambos métodos identificaron regiones genémicas para Vg del TC
localizadas en; 1:173004560-173995924, 3:50019899-51891704 y 14:121010616-123019882.
Analizando los gréficos de LD para estas zonas se podria asumir que las regiones localizadas
en el cromosoma 3 y 14 han sido seleccionadas mayoritariamente en ambas lineas, ya que
presentan grandes bloques de LD (Figura 2a y 2c). Esto nos indica, unido a la elevada Vg
explicada por dichas regiones (10.5% y 3.76% respectivamente), que existe una asociacion de
estas regiones gendmicas con la Vg del TC en esta poblacion. No obstante, la asociacion puede
producirse porque en estas ventanas se encuentran localizados los vQTLS causales o porque
pueden estar en LD con éstos. Para la region localizada en el cromosoma 1, la ausencia de
grandes bloques, asi como la elevada correlacion entre los dos SNPs mas significativos de la
region (Affx-151923816 y Affx-151974910) (Figura 2c), podria indicarnos que el porcentaje
de Vg explicada por toda esa ventana puede estar solo determinada por estos 2 SNPs. Sin
embargo, la existencia de una correlacion de estos SNPs con una variante fuera de esta region

es posible.

Por otra parte, los estudios realizados para validar los resultados obtenidos refuerzan la hipétesis
de la existencia de una asociacion entre las regiones gendmicas identificadas y el caréacter Vg.
No obstante, no son resultados determinantes. En el caso del test de permutacién, la elevada
relacién de parentesco entre los individuos hacia dificil la disociacion completa de la relacion
entre el genotipo y el fenotipo del animal. Ademas, el nimero de datos es bastante reducido,
por lo que, aun aumentando el nimero de iteraciones del modelo, las combinaciones de
genotipo-fenotipos permutados son mas reducidas. En el caso de los estudios de asociacion
realizados dentro de linea, el factor mas limitante fue el nimero de datos disponibles, 130 y 139
para la linea de H Vi y para la linea de L Vg, respectivamente. Ademas, la mayoria de los SNPs
con efectos de sustitucion alélica diferentes entre ambas lineas (Tabla S4) poseen un MAF
bastante bajo (0.07), que unido al elevado LD entre estos SNPs (Figura 2d) y al reducido
namero de datos, impide una correcta estima de los efectos de los SNPs a través del método
SMR. Aun asi, ambas lineas poseen valores positivos en los intervalos de confianza para el
efecto de sustitucion alélica, lo que podria indicar un mismo sentido de seleccién en ambas
lineas, aunque no se solapen los intervalos. Ademas, el bajo MAF de la linea para L Vg (0.07)
con respecto a la linea para H V¢ (0.36) para la region gendmica identificada en el cromosoma
14 podria ser un indicativo mas de que es una asociacion relevante para la regulacion del
caracter. Esta diferencia en frecuencias alélicas podria deberse a un claro efecto de la seleccion
realizada por Vg del TC sobre esta region.
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Un resultado notable para este estudio es que la busqueda de genes candidatos nos permitio
evidenciar que las regiones genomicas escogidas como asociadas a Vg del TC eran zonas
involucradas en la regulacion de procesos inmunologicos. En estas regiones se identificaron los
genes SLIT3, DOCK2, ST3GAL6, CD59, LCP2, LMO2 y GRP15, involucrados en procesos
relacionados con la respuesta inflamatoria (Figura 4). Este tipo de respuesta es desencadenada
por el sistema inmune innato y determina una de las primeras lineas de defensa ante patdgenos
externos (Goldsby et al., 2003). En una de estas regiones (cromosoma 1) también se identifico
el gen CAT (codificante para la enzima catalasa). Este gen ejecuta una accién antioxidante en
el organismo mediante la reduccion del dafio oxidativo en las células. También actla a nivel de
la respuesta inflamatoria reduciendo los niveles de perdxido de hidrégeno (H202) generados

por las células fagociticas para hacer frente a la infeccion (Wang et al., 2013).

Otros resultados interesantes se generaron a partir de la localizacion de los SNPs relevantes en
el cromosoma. EI SNP Affx-151984290 (con mayor relevancia estadistica obtenida tanto por
SMR y MMR) se encuentra dentro de la secuencia genética del gen DOCK2 en la posicion
51156151 pb. Este gen participa en procesos determinantes en la migracion de los leucocitos
hacia el lugar donde se ha iniciado la respuesta inflamatoria (Gadea and Blangy, 2014). Sin
embargo, no podemos afirmar que sea el SNP causal debido a que se encuentra localizado en
una secuencia intrénica y en una region genémica donde el LD entre los SNPs es muy elevada.
La relevancia estadistica observada puede ser debida a su elevado grado de asociacion con el
caracter o al LD con los SNPs de su regidn, de los que captura parte de su efecto. EI SNP Affx-
151923816, identificado en el cromosoma 1 en la posicion 173762846 pb, se encuentra
localizado dentro de la zona 3° UTR del gen CAT, gen con funcidn antioxidante a nivel celular.
La localizacion de este SNP en la region 3’UTR podria indicar que modula los niveles de
expresion del ARNm que codifica la enzima Catalasa, puesto que esta zona determina la
estabilidad de las moléculas de ARNm (Geissler and Grimson, 2016). Ademas, se ha visto que
este gen estd involucrado en la disminucién de la inflamacién a través de la eliminacion de
agentes oxidantes usados por las células inmunitarias para combatir las infecciones (Wang et
al., 2013).
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Figura 4. Respuesta inflamatoria inducida por dafio en el tejido y la entrada de patdgenos. En esta imagen
se observan los mecanismos principales desencadenantes de una respuesta inflamatoria. Ante un dafio en el tejido
el organismo activa 3 rutas principales: la activacién del sistema del complemento, la activacién de las células
fagociticas y la generacidn de proteinas de dafio endotelial que actuaran potenciando la respuesta inflamatoria. En
todos los casos, el objetivo es inducir la migracion de los leucocitos hacia el tejido y mitigar la infeccion (Goldsby
et al., 2003). Los genes candidatos involucrados en esta respuesta se encuentran marcados con recuadros rojos y
estan posicionado donde desarrollan su funcién.
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La relacion entre los genes candidatos identificados y la respuesta inflamatoria es de gran
relevancia para esta poblacion donde se ha observado que la linea para L Vi del TC responde
mejor ante patdgenos externos que la linea para H Vi del TC (Argente et al., 2014). La respuesta
inflamatoria se caracteriza por la estimulacion de una cascada de acontecimientos
desencadenados por la presencia de patdgenos extrafios o dafio en el tejido. Estos
acontecimientos pueden ser inducidos a través de la activacion del complemento, la activacion
de los macrofagos o la produccién de proteinas de fase aguda (como la CRP y SAA) que
potencian los dos mecanismos anteriores (Figura 4) (Goldsby et al., 2003). Por tanto, el objetivo
principal de esa respuesta es el reclutamiento de leucocitos hacia el tejido donde se ha
desarrollado la respuesta inflamatoria para poder hacer frente a la infeccion (proceso
denominado extravasacion leucocitaria). Diversos estudios han determinado que los genes
DOCK2, ST3GALG6, LCP2 y SLIT3 juegan un papel importante en el desarrollo de esta respuesta
primaria (Figura 4) (Chen et al., 2018; Geutskens et al., 2010; Jiang et al., 2018; Munro et al.,
1992). En concreto, los genes DOCK2, SLIT3 'y ST3GALG se han caracterizado como genes que
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actuan a diferentes niveles promoviendo la extravasacion leucocitaria gracias a la coordinacion
de las interacciones necesarias entre estas células y el endotelio de los vasos sanguineos (Figura
4).

La funcidn principal del gen DOCK2 (Chen et al., 2018; Gadea and Blangy, 2014) es inducir
una polarizacion de la membrana de los leucocitos, asi como una remodelacion del
citoesqueleto de actina de estos. Asi se promueve la extravasacion de los monocitos y
macrofagos. Ademas, actla a nivel de los macrdfagos ya que permite su activacion a través de
mecanismos mediados por el receptor FcyR. Todo ello se lleva a cabo mediante la activacion
de proteinas GTPasas pequefias como Racl y Rac2 que convierten el GDP en GTP (Gadea and
Blangy, 2014). Asi mismo, ST3GAL6 también promueve la extravasacién leucocitaria, aunque
este gen actta modificando los ligandos de selectina Sialil-Lewis (Munro et al., 1992) a través
de la adicion de una molécula de &cido salicilico (Natoni et al., 2016). Este proceso se induce
en respuesta a citocinas proinflamatorias como la IL-6 y el TNF-a y permite la interaccion de
los leucocitos con las células endoteliales de los vasos sanguineos, permitiendo su avance hasta
el lugar donde se desarrolla la infeccion (Goldsby et al., 2003). El gen SLIT3 también actla a
este nivel, aunque codificando una proteina de matriz extracelular en las células endoteliales
que permitira, a través de la interaccién con proteinas de tipo Robol, la extravasacion

leucocitaria a partir de la activacion de proteinas RhoA (Geutskens et al., 2010).

Por otro lado, el gen LCP2 participa en procesos relacionados con la activacién del sistema del
complemento (Jiang et al., 2018). Este sistema actla a varios niveles, aunque en términos
generales su funcién es potenciar la respuesta inflamatoria a través de la activacion de las
células mastocisticas (que producen histamina para permitir la vasodilatacion) y de la formacion
del complejo de ataque a membrana (MAC) (Goldsby et al., 2003). La formacion del MAC
induce la lisis de las células dianas mediante la formacién de poros en su membrana. De esta
manera se posibilita la eliminacion de complejos inmunes y restos de células muertas
fagocitadas (Goldsby et al., 2003). En este sentido es necesario tener un regulador que impida
la lisis de células que no deberian ser eliminadas. El gen CD59 codifica unas glicoproteinas que
se localizan en la superficie de la membrana de las células que inhiben el MAC y evitan que se
lisen las células normales (Michielsen et al., 2018). Ademas, también es necesario eliminar los
agentes oxidantes libres en las células generadas por las células fagociticas en respuesta a una
activacion inducida por la presencia de patdgenos. Las células fagociticas al activarse generan

una especie de vesiculas denominadas lisosomas que contienen especies reactivas del oxigeno
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(ROS) como el perdxido de hidrégeno y el anion superoxido, ademas de otras especies reactivas
intermediarios del nitrdgeno. Estos lisosomas se unen con las vesiculas que contienen los
patogenos fagocitados formando el fagolisosoma donde, a través de las ROS, se procedera a
digerir los agentes infecciosos (Goldsby et al., 2003). El contenido digerido por las células
fagociticas es liberado al medio, por lo que es necesario que se desarrolle una funcion
antioxidante para que estas especies no generen dafio celular. En este caso, el gen CAT
(codificante de la enzima catalasa) actia como agente antioxidante para reducir los elevados
niveles de ROS durante la respuesta inflamatoria y evitar asi el dafio celular (Wang et al., 2013).
Por altimo, tanto el gen CD59 como el LMO actdan regulando la hematopoyesis, es decir, la
proliferacion y diferenciacion de las células que componen el sistema inmunitario. Para ello,
LMO?2 actua a nivel de la fase de replicacion del ADN (Fase S) promoviendo la progresion de
la division celular (Sincennes et al., 2016). Ademas, se ha observado que una sobreexpresion
de este gen en las células T genera un fenotipo de preleucemia en pacientes (Sincennes et al.,
2016).

Los resultados encontrados en este estudio apoyarian la hipotesis de que la Vi del TC puede ser
una medida de resistencia frente a las posibles infecciones del dia a dia generadas por cambios
en el microambiente (Blasco et al., 2017). Esta hipotesis concuerda con conclusiones generadas
en estudios previos que cuantificaron las diferencias entre las lineas seleccionadas paraH Vg y
L Vg del TC para los niveles de monocitos, linfocitos y neutréfilos, asi como una serie de
biomarcadores (CRP, Cortisol y SAA) indicativos del estado fisioldgico del animal (Garcia et
al., 2012) y que son determinantes en el desarrollo de la respuesta inmunoldgica (Figura 5)
(Goldsby et al., 2003). En estos estudios se observo que la linea de L Vi presentaba unos niveles
basales de leucocitos inferiores a la linea de H Vg (Garcia et al., 2012), asi como una mejor
respuesta a la inoculacion de virus atenuados endémicos de la especie (Argente et al., 2014).
Todo esto podria indicar que la seleccion aplicada en conejos para Vg del TC afecta a
mecanismos que permiten a los animales adaptarse a las perturbaciones de las condiciones
ambientales, lo que es sindnimo de resiliencia (Mulder, 2016). No obstante, estudios
funcionales son necesarios para poder validar si realmente la asociacion encontrada entre la Vg
del TC vy la resiliencia de los animales es cierta. Asi mismo, otros estudios basados en analisis
de secuenciacion masiva y perfiles epigenéticos y de expresion también ayudarian a

comprender mejor los mecanismos detras de estas asociaciones.
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Los genes candidatos de este estudio no coinciden con genes identificados en regiones
genomicas asociadas a la Vi en otras especies (Morgante et al., 2015; Mulder et al., 2013a; Sell-
Kubiak et al., 2015; Vandenplas et al., 2013). No obstante, en estos estudios también se han
encontrado genes candidatos implicados en el sistema inmunoldgico. Tanto H.A. Mulder et al.
(2013) como Morgante et al. (2005) propusieron como gen candidato los genes HSPCB y
Hsp90 respectivamente. Estos genes pertenecen a la familia HSP que responde ante estimulos
inducidos por choques térmicos. Esta familia juega un papel importante en el desarrollo del
sistema innato en respuesta a estrés celular ya que participa regulando la activacion de los
leucocitos y protegiendo a las células frente a ROS (Zhang and Mosser, 2009). En otro estudio,
también se identificaron regiones candidatas donde se encontraron genes que también regulaban
procesos del sistema inmunitario, como la fagocitosis (Vandenplas et al., 2013). Los resultados
de este estudio y de los estudios mencionados indicarian que la seleccion por Vg favorece
predominantemente la seleccion de genes involucrados en el control de la respuesta innata del
sistema inmunitario, permitiendo a su vez aumentar las capacidades de los individuos para
afrontar los cambios en el ambiente. Las discrepancias entre las regiones genomicas
identificadas en cada caso pueden deberse a la especie utilizada o al caracter de estudio. No
obstante, también puede deberse a que el nimero de individuos utilizados en este estudio (269)
no nos permita tener la potencia suficiente para que las regiones genomicas donde se localizan

genes de la familia HSP se identifiquen como relevantes.
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Figura 5. Rutas de sefializacion activadas por el desarrollo de una respuesta inflamatoria local. La respuesta
inflamatoria activa tres rutas a partir de la libracién de citocinas que permitird amplificar la respuesta y combatir
de una forma maés efectiva la inflamacion. La amplificacion de la respuesta inflamatoria se induce a nivel de la
médula dsea, por la proliferacion de leucocitos, en el hipotalamo, mediante la generacién de hormonas, y a través
del higado y la generacidn de proteinas de fase aguda (Goldsby et al., 2003).

Finalmente, los resultados de los estudios de asociacion realizados para caracteres con una
posible respuesta correlacionada permitieron identificar regiones genomicas relevantes
asociadas a TC, FS, ES y EI (Tabla 3), aunque no eran coincidentes con las identificadas para
Vg del TC. En estas regiones se localizaron tanto genes involucrados en el desarrollo
embrionario como genes relacionados con algunos de los procesos inmunolégicos
determinados por el sistema inmune innato (Tabla 5). Entre todos los resultados obtenidos, cabe
destacar que para El y ES se observé una region solapante localizada en el cromosoma 1 en la
region comprendida entre las pares de base 193003955 y 193977844. Ademas, en ambos casos
el SNP con mayor relevancia estadistica es el mismo (Affx-151898544) y se encuentra
localizado dentro de la region gendmica coincidente (Tabla 3) en la posicion 193660523 pb.
Este SNP presentd una relevancia estadistica de un BF=197.68 y BF=331.99 para ES vy EI
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respectivamente. Estos resultados concuerdan con las respuestas observadas por Argente et al.
(2017), ya que los caracteres con mayor respuesta correlacionada con la Vi del TC (El, ES y
TC) son los que poseen asociaciones estadisticas mas relevantes (Argente et al., 2017). Esto se
debe a que una mayor divergencia entre las lineas permite una mayor potencia estadistica para

detectar asociaciones.

La busqueda de genes candidatos para los caracteres correlacionados identificaron genes
relacionados tanto con la respuesta inmunolégica como con el desarrollo embrionario. No
obstante, caben destacar el gen ZP1 y el gen VEGFC. La funcidén desarrollada por el gen ZP1
(en laregion 1:193003955-193977944) se ha relacionado con el mantenimiento de la integridad
de la zona pelucida del ovocito (Epifano et al., 1995). Mutaciones en un gen de la misma familia
(ZP3) se han relacionado con defectos en la maduracion de los ovocitos e infertilidad en las
hembras (Chen et al., 2017). El gen VEGFC (en la region 2:54020450-55998050 pb) pertenece
a la familia de los VEGF, familia implicada en el desarrollo del endotelio vascular y que se ha
visto que cumple funciones importantes en la vasculogénesis y angiogénesis del Gtero materno,
asi como en el desarrollo embrionario. Concretamente, un estudio realizado en ratones observo
que el gen VEGFC jugaba un papel importante en la etapa preimplantacional del desarrollo
embrionario (D4-D7) regulando el éxito de la implantacion de los blastocistos en el Utero
materno (Saikia et al., 2016). Tanto ZP1 como VEGFC podrian ser genes responsables de la
supervivencia, crecimiento y desarrollo del embridn, estableciendo el éxito del embarazo. En
un estudio realizado para la identificacion de vQTL para la varianza ambiental en el tamafio de
camada en cerdos se observo una asociacion del gen VEGFA, perteneciente a la misma familia
que el gen VEGFC (VEGF), el cual estd implicado en el desarrollo de las conexiones vasculares
de la placenta (Sell-Kubiak et al., 2015). Resultados expuestos por Argente et al. (2017)
muestran que las diferencias en el TC entre las lineas de H y L Vi del TC son establecidas en
la etapa preimplantacional del desarrollo embrionario, lo que concuerda con las funciones que
desarrollan los genes asociados a El, ES y TC. Ademas, un estudio de Burkus et al. (2015)
observo que la exposicion de hembras a condiciones de estrés en la etapa preimplantacional
podria ocasionar una inhibicion de la adhesion del blastocisto al endometrio debido a un retraso
del proceso de “hatching”. Este proceso se caracteriza por la rotura de la zona pellcida y la
salida del embrién, por lo que el gen ZP1 tiene un papel relevante en este proceso y su actuacion
podria verse modificada debido a cambios en las condiciones ambientales de la hembra, durante

el periodo preimplantacional.
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5. CONCLUSION

El estudio de asociacion realizado ha revelado regiones gendmicas asociadas a la varianza
ambiental del tamafio de camada. Genes como DOCK?2, CAT, SLIT3, LCP2, LMO2 y CD59
han sido localizados en las regiones asociadas a Vg del TC. Todos ellos presentan funciones
importantes durante el desarrollo de una respuesta inflamatoria en el organismo. Diferencias en
la actividad de estos genes podrian indicar diferencias en las capacidades de los animales para
hacer frente a las nuevas condiciones del ambiente. Por tanto, las diferencias de resiliencia de
las lineas utilizadas en este estudio podrian deberse a una regulacion diferente del sistema
inmunitario a nivel de la respuesta inflamatoria, primera linea de defensa frente a agentes
infecciosos. Por otro lado, se identificaron regiones genomicas asociadas a caracteres
reproductivos como el tamafio de camada, el nimero de embriones implantados y la
supervivencia embrionaria y fetal. Las regiones que mostraron mayor relevancia estadistica
fueron aquellos caracteres que presentaron mayor respuesta correlacionada con la Vi del TC.
Genes como el ZP1 y el VEGFC fueron destacados debido a su relacion con procesos
involucrados en la fase de preimplantacion del embrién, ya que podrian explicar las diferencias
en estos caracteres entre las lineas para alta y baja Vi del TC. En esta etapa se ha visto que el
animal es muy susceptible a su estado fisioldgico y a las condiciones de estrés al que este
expuesto. Los resultados mostrados en este estudio podrian indicar que la seleccién por Vi del
TC modificaria tanto la resiliencia como caracteres reproductivos de los animales a través de
un control del sistema inmunoldgico. No obstante experimentos funcionales son necesarios para

corroborarlo.
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7. GLOSARIO

CD: moléculas de la superficie de leucocitos y plaquetas que son distinguibles con anticuerpos

monoclonales y puede ser usado para diferenciar las poblaciones celulares.

CELULAS DENDRITICAS: células presentadoras de antigeno a los linfocitos T.

CITOCINAS: proteinas producidas por las células en respuesta a una gran variedad de
estimulos y que son capaces de alterar de alguna manera el comportamiento de otras células.
La naturaleza de las células sobre las que ejercen su efecto viene determinada por la presencia
de receptores especificos. Estos pueden localizarse en la superficie de las células que las
producen (efecto autocrino), de células vecinas (efecto paracrino) o en otros érganos y tejidos

(efecto semejante a las hormonas).

COMPLEJO DE ATAQUE A LA MEMBRANA: complejo formado por los factores del
complemento C5b-C9 que se insertan en las membranas celulares permitiendo la creacion de

poros e induciendo la lisis celular.

COMPLEMENTO: grupo de proteinas séricas involucradas en el control de la inflamacion,

activacion de fagocitos y del complejo de ataque a membrana.

CORTISOL: hormona corticoide que segregan las glandulas suprarrenales de muchos

mamiferos en respuesta a estrés.

ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO: moléculas pequefias derivadas del oxigeno
altamente reactivas debido a la presencia de electrones desapareados (no compensados) que

producen dafio celular.

ESTRES OXIDATIVO: estado de desequilibrio celular debido a la produccion de especies

reactivas del oxigeno y la capacidad del organismo de hacer frente a ellos.

EXTRAVASACION LEUCOCITARIA: migracion de los leucocitos al lugar donde se ha

desarrollado una respuesta inflamatoria para mitigar la infeccion.
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FAGOCITOSIS: proceso por el cual ciertas células y organismos unicelulares capturan y

digieren particulas nocivas o alimento.

GTP: molécula energética similar al ATP necesarias para el funcionamiento de ciertas enzimas

y que tras su utilizacion se convierte en GDP.

HISTAMINA: amina idazolica liberada por mastocitos y basoéfilos e involucrada en las
respuestas locales del sistema inmunitario. También regula funciones normales en el estomago

y actlla como neurotransmisor en el sistema nervioso central.

INMUNIDAD: Estado de capacidad de defensa de un individuo en principio sensible frente a

sustancias antigénicas, adquirido de forma activa o pasiva.

LEUCOCITOS: comUnmente conocidos como glébulos blancos. Son células producidas por
la médula 6sea, que son responsables de las defensas del sistema inmunoldgico contra las

agresiones externas, como las bacterias o virus infecciosos.

LINFOCITOS: Célula mdvil perteneciente a la linea linfoide con gran ndcleo y escaso
citoplasma. Realiza multiples funciones en los mecanismos de defensa inmunoldgica. Se
distinguen dos tipos: los T o timodependientes y los B dependientes de la "Bursa” o de la médula

0sea.

NEUTROFILOS: célula fagocitica circulante perteneciente a la linea mieloide. Es la primera

célula del sistema inmunitario en llegar al sitio de inflamacidn

MACROFAGO: Leucocito mononuclear que interviene en la captacion, transformacion y
presentacion del antigeno a los linfocitos inmunocompetentes y que posee capacidad fagocitica.

MASTOCISTOS: Célula presente sobre todo en el tejido conectivo que posee en su citoplasma
histamina, serotonina y heparina. Tras la fijacion de anticuerpos tipo IgE a la membrana y
subsiguiente reaccion con el antigeno especifico, liberan estas sustancias para favorecer la

migracion de leucocitos.
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MIGRACION LEUCOCITARIA: distribucion de los leucocitos del linaje mieloide
(principalmente monocitos y neutréfilos) desde su sitio de maduracion en la médula 6sea, hacia
los lugares donde hay lesion o infeccidn. Los linfocitos migran desde sus sitios de maduracion
hacia los drganos linfoides secundarios donde se diferenciaran a linfocitos efectores tras la
presentacion de antigenos. Una vez activados, migraran al sitio de inflamacion para llevar a

cabo su funcion protectora

MONOCITOS: Fagocito mononuclear circulante. Tras el inicio de una respuesta inflamatoria

migra al tejido afectado y se diferencia a macro6fago.

OPSONIZACION: Accién facilitadora de la fagocitosis por la que macrofagos y
polimorfonucleares neutrofilos presentan en su membrana receptores (CR1, CR3 vy
probablemente CR4) capaces de unir la molécula C3b y sus derivados de manera que si el C3b
esta fijado sobre la superficie de un germen, los fagocitos pueden conectar con éste mediante

sus receptores para C3b facilitindose la fagocitosis.

PROTEINA AMILOIDE SERICA A (SAA): es una proteina de fase aguda y bajo peso
molecular, unida a lipoproteinas de alta densidad (HDL) en el plasma. Es capaz de aglutinar y
de opsonizar bacterias, asi como activar el complemento por lo que se incluye dentro de los

mecanismos de defensa inespecificos.

PROTEINA C REACTIVA (CRP): b-Globulina analoga a los anticuerpos que se encuentra
en el suero de pacientes con inflamaciones agudas. Es una proteina de fase aguda. Es capaz de
aglutinar y de opsonizar bacterias, asi como activar el complemento por lo que se incluye dentro

de los mecanismos de defensa inespecificos.

PROTEINAS DE FASE AGUDA: proteinas que incrementan de forma importante su

concentracion durante una infeccion o proceso inflamatorio.

SELECTINA: glicoproteinas que se encuentran en la superficie de la mayoria de las células y
median la adhesion célula a célula o la adhesion de la célula con la matriz extracelular. Actlan
como receptores y fluctlan entre estados de alta y baja afinidad con sus respectivos ligandos,

determinandose la especificad para cada molécula de adhesion.
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8. DATOS SUPLEMENTARIOS

Figura S1: Grafico de componentes principales que muestra la estratificacion de la poblacion
a través del PC1ly el PC2.
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Figura S2: Analisis del genoma completo para el tamafio de camada por regresion marcador

a marcador y regresion con multiples marcadores.
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Figura S3: Analisis del genoma completo para el nimero de embriones implantados por

regresion marcador a marcador y regresion con maltiples marcadores.
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Figura S4: Analisis del genoma completo para la supervivencia embrionaria por regresion

marcador a marcador y regresion con multiples marcadores.
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Figura S5: Analisis del genoma completo para la supervivencia fetal por regresién marcador

a marcador y regresion con multiples marcadores.
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Figura S6: Analisis del genoma completo para la tasa de ovulacion por regresion marcador a

marcador y regresion con multiples marcadores.
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Figura S7: Representacion grafica del posicionamiento aproximado del SNP Affx-151984290
dentro del gen DOCK2.
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Figura S8: Analisis del genoma completo para la tasa de ovulacion por regresion marcador a

marcador y regresion con multiples marcadores.
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Tabla S1: Genes localizados en las regiones gendmicas asociadas a Ve del tamafio de

camada.

Regiones Genes

1:173004560-173995924 KIAA1549L, Cllorfa1, CD59, ENSOCUG00000014606,
ENSOCUG00000026650, LMO2, CAPRIN1, NAT10, ABTB2, CAT, ELFS5,

EHF

3:50019899-51891704

FOXI1, LCP2, KCNMBI, KCNIP1

14:121010616-1223019882

OR5K4, GPR15, OR5K3, ENSOCUG00000017027,
ENSOCUG00000021889, ENSOCUG00000001770, GABRB3,
ENSOCUG00000017257, RIOX2, ENSOCUG00000012878,
ENSOCUG00000006253

Tabla S2: Funciones de los genes candidatos identificados para Ve del tamafio de camada,

segun las bases de datos Ensembl, GeneCards y KEGG.

Gen

Procesos Biol6gicos

DOCK2

Establecimiento de la polaridad de las células T

Formacion de la sinapsis inmunolégica

Activacion de las células dendriticas mieloides involucradas en la respuesta inmune
Quimiotaxis

Organizacion del citoesqueleto de actina

Proliferacion y activacion de las células T

Regulacion positiva de las sefiales mediadas por GTPase pequefias
Macropinocitosis

Seleccién positiva y negativa de las células T en el timo

Fagocitosis mediada por el receptor FcyR

Sefalizacién por quimiocinas

Remodelacion del citoesqueleto de actina requerido para la migracién de los linfocitos en

respuesta a quimiocinas

LCP2

Desarrollo y activacion de las células T

Activacion de las células mastocisticas mediante la sefializacion por FceRI
Sefializacién a través del receptor de las células T

Activacion plaquetaria

Regulacion positiva de la actividad de la proteina quinasa

Citotoxicidad mediada por las células Natural Killer

LMO2

Desarrollo de las células hematopoyéticas
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SLIT3, ENSOCUG00000018975, SPDL1, DOCK2, RF00100, FAM196B,

COL8A1, ENSOCUG00000003981, DCBLD2, ST3GAL6, CPOX, CLDND1,



Respuesta celular a los estimulos
Transcripcion de MRNA promovido por la RNA polimerasa Il

Regulacion positiva de la transcripcion

SLIT3

Regulacion negativa de la proliferacion y el crecimiento celular
Morfogénesis de 6rganos animales

Regulacion negativa de la expresion génica

Respuesta celular a hormonas

Quimiotaxis negativa

Respuesta al cortisol

Procesos de apoptosis involucrados en la luteolisis

Regulacion negativa de las rutas de sefializacion mediada por quimiocinas
Guia y extension axoénica

Rutas de sefializacion mediadas por Roundabout (Robo)

ST3GALG6

Formacion de los ligandos de selectina y Sialyl Lewis X
Respuesta celular a interleucina 6
Glicosilacion de proteinas

Procesos metabolismo glicolipidico

CD59

Inhibidor del complemento del complejo de ataque a membrana (MAC)
Cascada de coagulacién y del complemento

Linaje de las células hematopoyéticas

GPR15

Migracion de las células T
Transduccidn de sefiales
Rutas de sefializacion acopladas al receptor de la proteina G

Mediador de la entrada viral en las células hospedadoras

CAT

Respuesta a especies reactivas del oxigeno

Procesos metabolicos de triglicéridos

Respuesta a estrés oxidativo

Procesos metabélicos del colesterol

Respiracién aerébica

Proteccion UV

Regulacion positiva de las rutas de sefializacion de quinasas 3-fosfatidilinositol
Procesos metabdlicos de hemoglobina

Regulacion negativa y positiva de la actividad del factor de transcripcién NF-KappaB
Procesos catabdlicos del peroxido de hidrégeno

Regulacion negativa de procesos apoptoticos

Tetramerizacion de proteinas

Homotetramerizacién de proteinas

Procesos de dxido-reduccién

Detoxificacion de oxidantes celulares
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Tabla S3: Genes localizados en las regiones gendmicas asociadas al tamafio de camada (TC),
el nimero de embriones implantados (EI) y la supervivencia embrionaria (ES) y fetal (FS).

Caracteres Genes
TC NKX2-6, NKX3-1, SLC25A37, ENTPD4, DDX60, PALLD, VEGFC,
ENSOCUG00000023661, NEIL3, ENSOCUG00000002866,
ENSOCUG00000023661, RF00001, ENSOCUG00000024301,

ENSOCUG00000025270, ENSOCUG00000022735, ALDH8A1, HBSIL, MYB,
AHIL, PDE7B, ENSOCUG00000023560, ENSOCUG00000016363,
ENSOCUG00000016373, MAP7, RF00001

ES MS4A1, MS4A12, MS4A8, MS4A15, MS4A10, CCDC86, PTGDR2, ZP1, PRPF19,
TEMEM109, SLC1543, TEMEM132A, CD6, FOSL1, Cllorf68, DRAP1, EIF1AD,
CSTe6, GAL3SR3, ENSOCUG00000012559, ENSOCUG00000015915,
ENSOCUG0000002558, ENSOCUG00000029566, ENSOCUG00000029368,
ENSOCUG00000026537, ENSOCUG00000022025, ENSOCUG00000025097,
ENSOCUG00000015722, ENSOCUG00000016490, ENSOCUG00000022795,
CDC47, SP3, OLAl, CIRl, ENSOCUG00000026850, RFO00001,
ENSOCUG00000022719,PLOD2, PLSCR4, PLSCR5, ENSOCUG00000026408,
ENSOCUG00000023944, ENSOCUG00000029550, ENSOCUG00000012892,
ENSOCUG00000024040

El MS4AL, MS4A12, MS4A8, MS4A15, MS4A10, CCDC86, PTGDR?2, ZP1, PRPF19,
TEMEM109, SLC1543, TEMEM132A, CD6, FOSL1, C11o0rf68, DRAP1, EIF1AD,
CSTB6, GAL3SR3, ENSOCUG00000012559, ENSOCUG00000015915,
ENSOCUG0000002558, ENSOCUG00000029566, ENSOCUG00000029368,
ENSOCUG00000026537, ENSOCUG00000022025, ENSOCUG00000025097,
ENSOCUG00000015722, ENSOCUG00000016490, ENSOCUG00000022795,
SEPT11, FRAS1, CXCL13, CCNG2, CCNI, CNOT6L, MRPLLI,
ENSOCUG00000021783, ENSOCUG00000001139

FS NCOA6, ENSOCUG00000009634, PIGU, ENSOCUG00000021027, ITCH,
ENSOCUG00000008592, ASIP, EIF2S2, RALY, CHMP4B, ZNF341, NECABS,
E2F1, CBFA2T2, ACTL10, ASTN1, BRINP2, SEC16B, RASAL2, TEX35,
RALGPS2, ANGPTL1, FAM20B, TOR3A, ABL2, SOAT1, AXDND1, NPHS2,
TDRD5, FAM163A, TOR1AIP1, TOR1AIP2, CEP350, TIPARP, CCNL1, VEPHI,
PTX3, ENSOCUG00000027732, RF00001, RF01210, RF00001,
ENSOCUG00000023110, ENSOCUG00000023165
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Tabla S4: SNPs con diferente efecto de sustitucion alélica entre la linea para baja (L) y alta
(H) Ve del tamafio de camada.

CHR? BP® Al° A2Y MAFH® MAFL" aH: al" ICH ICU
14 119411302 G T 0.35 0.08 145 -068 054 235 -163 0.26
14 119438702 T C 0.35 0.08 145 -068 054 235 -163 0.26
14 119481491 T C 0.35 0.08 140 -068 049 231 -163 0.26
14 119493313 T C 0.35 0.07 142 -067 052 232 -163 0.29
14 119510003 T A 0.35 0.08 145 -068 054 235 -163 0.26
14 119519332 T C 0.35 0.08 145 -068 054 235 -163 0.26
14 119528607 T G 0.35 0.08 145 -068 054 235 -163 0.26
14 119627380 G A 0.35 0.08 145 -068 054 235 -163 0.26
14 119634851 G A 0.35 0.08 145 -068 054 235 -163 0.26
14 119647325 G A 0.36 0.08 143 -068 052 234 -163 0.26
14 119653763 C T 0.35 0.08 141 -068 050 232 -163 0.26
14 119674677 C T 0.35 0.08 145 -068 054 235 -163 0.26
14 119698422 T C 0.35 0.08 145 -068 054 235 -163 0.26
14 119721590 C T 0.35 0.08 145 -052 054 235 -143 038
14 121545568 T C 0.36 0.09 141 -055 051 231 -138 0.28
14 121553471 T C 0.35 0.08 145 -072 055 235 -1.65 0.20
14 121557805 A G 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 121607394 G A 0.36 0.08 146 -068 056 235 -163 0.26
14 121709194 A G 0.36 0.08 146 -068 056 235 -163 0.26
14 121722271 C T 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 121742713 A G 0.35 0.08 148 -0.68 058 239 -163 0.26
14 121768614 T C 0.36 0.08 146 -077 056 235 -1.70 0.16
14 121775490 T C 0.36 0.08 146 -068 056 235 -163 0.26
14 121800537 A C 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 121811327 A C 0.36 0.08 147 -068 058 236 -1.63 0.26
14 121819229 T C 0.36 0.08 146 -068 056 235 -163 0.26
14 121835127 A G 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 121846466 T C 0.36 0.08 146 -068 056 235 -163 0.26
14 121853055 C T 0.37 0.08 1.54 -068 064 245 -163 0.26
14 121869256 T C 0.36 0.08 146 -068 056 235 -163 0.26
14 121890492 C T 0.36 0.08 146 -068 056 235 -163 0.26
14 121900079 G A 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 121920845 A C 0.36 0.08 146 -068 056 235 -163 0.26
14 121926782 C A 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 121939533 A G 0.36 0.08 146 -068 056 235 -163 0.26
14 122015259 A G 0.35 0.08 145 -068 055 235 -1.63 0.26
14 122025602 G A 0.36 0.08 141 -078 052 231 -170 0.15
14 122035750 C A 0.36 0.08 151 -071 060 241 -162 0.20
14 122051784 T C 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122057144 A C 0.35 0.08 146 -068 057 235 -163 0.26
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14 122067396 A G 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122081554 T C 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122100330 G A 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122105989 C A 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122116380 A G 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122122006 C A 0.36 0.08 146 -063 056 235 -156 0.29
14 122134774 T C 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122143041 A G 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122150465 C T 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122158178 G A 0.36 0.08 146 -062 056 235 -155 031
14 122197634 A G 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122205185 T C 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122226131 C A 0.36 0.08 150 -0.77 061 239 -169 0.15
14 122260566 A G 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122267612 G A 0.35 0.09 144 -064 055 234 -153 0.25
14 122273203 A G 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122285369 A G 0.36 0.08 142 -068 053 231 -163 0.26
14 122336825 T C 0.36 0.08 146 -068 056 235 -163 0.26
14 122365220 G A 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122381971 T G 0.36 0.08 146 -068 056 235 -163 0.26
14 122411378 G A 0.37 0.08 1.26 -068 039 213 -1.63 0.26
14 122432920 G A 0.36 0.08 145 -064 055 235 -155 0.26
14 122471382 A G 0.36 0.08 146 -068 056 235 -163 0.26
14 122478735 A G 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122489762 C T 0.35 0.10 149 -103 059 239 -187 -0.18
14 122534940 T C 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122544769 C T 0.35 0.08 149 -068 059 238 -163 0.26
14 122562966 T C 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122575971 C A 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122609443 T C 0.37 0.08 131 -079 044 217 -1.71 0.14
14 122616950 G A 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122633902 T C 0.36 0.08 146 -068 056 235 -163 0.26
14 122665196 T G 0.36 0.08 146 -061 056 235 -145 0.22
14 122673025 C T 0.36 0.08 147 -061 056 237 -145 0.22
14 122686546 A C 0.35 0.08 137 -069 046 229 -1.57 0.20
14 122693897 A G 0.36 0.08 146 -061 056 235 -145 0.22
14 122709049 G A 0.36 0.08 146 -061 056 235 -145 0.22
14 122720589 G A 0.36 0.08 146 -061 056 235 -145 0.22
14 122727864 T C 0.36 0.08 146 -068 056 235 -163 0.26
14 122744666 C T 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122751385 G A 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122772616 G A 0.36 0.08 146 -068 056 235 -163 0.26
14 122795884 A G 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122809573 T G 0.36 0.08 153 -068 062 244 -163 0.26
14 122819188 A G 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
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14 122851522 T C 0.36 0.08 146 -068 056 235 -1.63 0.26
14 122873676 A G 0.33 0.07 150 -058 061 239 -153 0.38
14 162957181 G A 0.28 0.25 206 000 097 315 -056 0.57
14 162965885 A G 0.28 0.25 206 000 097 315 -056 0.57
14 162972545 T C 0.28 0.25 206 000 097 315 -056 0.57
14 162977721 A G 0.28 0.25 206 000 097 315 -056 0.57
14 163015138 A G 0.28 0.25 206 000 097 315 -056 0.57
14 163021732 G A 0.28 0.25 206 000 097 315 -056 0.57
14 163039420 T C 0.28 0.25 206 000 097 315 -056 0.57
14 163104347 A G 0.28 0.26 206 008 097 315 -049 0.65
14 163137148 T C 0.28 0.25 206 009 097 315 -048 0.66

3Cromosoma, PPosicion en pares de bases, cAlelo de referencia, Alelo alternativo, *Frecuencia del alelo minoritario
para la linea de H Ve del TC, fFrecuencia del alelo minoritario para la linea de L Ve del TC, 9 Efecto de sustitucion
alélica de la linea H para Ve del TC. "Efecto de sustitucion alélica d la linea L Ve del TC, Intervalo de confianza

para la linea H Ve del TC, iIntervalo de confianza para la linea H Ve del TC.
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