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ABSTRACT

Litter size is an economically important trait in rabbits. Maternal lines are usually selected
for litter size and they are used in a three-way crossover to produce rabbit meat. Low response
obtained after selection for litter size in closed populations led to the search for alternative
methods of selection for improving more efficiently litter size. Selection for main components
of litter size (ovulation rate and prenatal survival) has been proposed as a way to improve

litter size.

An experiment of divergent selection for uterine capacity was carried out in the Animal
Breeding Unit of Polytechnic University of Valencia. Uterine capacity was defined as the
maximum number of foetuses that a female is able to support up to birth when ovulation rate
is not a limiting factor. Two divergent lines, one to increase uterine capacity (High Line) and
one to decrease (Low Line) were selected during ten generations. Uterine capacity was
assessed as litter size in unilaterally ovariectomized (ULO) does. After 10 generations,
selection was relaxed for six generations. At the beginning of divergent selection process,
embryos were vitrified from base population (Line V). In the generation 10, embryos were
thawed and a contemporary reference population was established. In the 11th and 12t
generations, blood samples were frozen from 90, 70 and 30 intact females from High, Low and
reference line, respectively. Nowadays, the first SNPchip for genotyping in rabbits, 200K
Affymetrix Axiom OrcunSNP Array, is available. Thus, main objective was to detect genomic
areas associated with litter size in rabbits by GWAS and selection footprints in a divergent
selection experiment for uterine capacity (Article 2). In addition, another objective was to
study different scenarios of genetic structure for uterine capacity in order to detect positive

associations by simulation. The drift genetic effect was also studied (Article 1).

Results using 160 animals of divergent lines had advantages over using the same number of
animals from only one line. A genetic structure of 10,010 QTN would have a greater positive
predictive value. Genetic drift represented up to 14.52% of the selection response, but it was
responsible that up to 50% QTNs fix. GWAS analysis showed four genomic regions associated
with litter size (LS). One, five and four associated regions were found for ovulation rate (OR),
implanted embryos (IE) and number born alive (NBA), respectively. These genomics regions
were considered as putative QTLs. Putative QTLs were not detected for embryo, fetal and
prenatal survival (ES, ES and SP, respectively) and number born dead (NBD). The regions of

chromosome 17 explained 20.62% of the genomic variance of LS, being themselves the most

viii



relevant genomic region. The ERO1A gene, reported on expression analyses in these rabbit
divergent lines, was found within the QTL on chromosome 17. In addition, new genomic areas
were found. Their biological functions are related to the activity of prostanoid receptors,
cytoplasmic components and to a negative regulation of cell proliferation. Main genes were
BMP4, PTGDR ANKH and CDKNS3. On the other hand, Fst were not found between the
divergent lines, but six clusters were found between the low line of uterine capacity and the
line V. Thus, our findings provide a new starting point for further genomic studies, in order
to unravel the genetic basis of litter size and its components in rabbits. These could also
provide useful information for future research on other selection strategies or the application

of genomic selection in rabbit commercial populations.

Keywords: Error Type I, statistical power, simulation, uterine capacity, GWAS, litter size,

F'st, selection footprints, divergence.



RESUMEN

El tamarfio de camada es un cardcter econémicamente importante en conejo y es el objetivo de
seleccién en las lineas maternas que se utilizan en un cruce a tres vias para producir el gazapo
de carne. Sin embargo, la respuesta a la seleccién por tamafo de camada ha sido baja. Se han
propuesto alternativas para mejorar el tamafo de camada de forma mas eficaz y una de ellas

es la mejora de los componentes del tamafio de camada.

En la Unidad de Mejora Genética de la Universidad Politécnica de Valencia se llevé a cabo un
experimento de seleccién divergente por capacidad uterina. La capacidad uterina, que es la
supervivencia prenatal que depende de la hembra cuando el cuerno uterino esta atestado de
6vulos, es uno de los principales componentes del tamafio de camada. Durante diez
generaciones se seleccionaron dos lineas, una para aumentar la capacidad uterina (Linea Alta)
y otra para disminuirla (Linea Baja). La capacidad uterina se estimé como el nimero de nacidos
totales (LS) en hembra unilateralmente ovariectomizadas. Después de 10 generaciones, se
relajé la seleccién durante seis generaciones. Al principio del proceso de selecciéon divergente,
se vitrificaron embriones de la linea de la que procedian los animales de la poblacién base, la
linea V. En la generacién 10 de capacidad uterina, se desvitrificaron los embriones y se
constituy6 una poblacién de referencia coetdnea con las generaciones 11y 12 del experimento
de seleccién de capacidad uterina. En las generaciones 11 y 12 se congelaron muestras de
sangre de 90 hembras intactas de la linea Alta, 70 de la Linea Baja y 30 de la linea de referencia.
Actualmente se dispone del primer SNP-chip para genotipado en conejo, 200K Aftymetrix
Axiom OrcunSNP Array. Por consiguiente, el objetivo principal del trabajo fue detectar areas
gendmicas asociadas al tamafio de camada en conejo mediante un GWAS y las huellas de la
selecciéon a partir de las muestras de sangre del experimento de seleccién divergente por
capacidad uterina (articulo 2). Ademads, otro objetivo de la investigaciéon fue estudiar como
afectaban diferentes escenarios de estructura genética del cardcter a la deteccién de
asociaciones positivas mediante la simulacién de este experimento de seleccién divergente.

También se estudié el efecto de la deriva mediante simulacién (articulo 1).

Los hallazgos del estudio de simulacién muestran que utilizar 160 animales de las lineas
divergentes presenta ventajas sobre utilizar sélo una linea y que una estructura genética de
10,010 QTNs tendrfa un mayor valor predictivo positivo respecto a estructuras genéticas con
menor numero de QTNs (1,010 y 110). La deriva génica representa hasta un 14.52% de la

respuesta de la seleccién, pero es responsable hasta del 50% de los QTNs fijados. En el GWAS
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se encontraron 4 regiones gendémicas asociadas al cardcter tamafio de camada (LS). Para la
tasa de ovulacién (OR), el nimero de embriones implantados (IE) y el nimero de nacidos vivos
(NBA) se encontraron 1, 5 y 4 regiones asociadas, respectivamente. Estas regiones genémicas
tueron consideradas como QTLs putativos. En el caso de las supervivencias, embrionaria, fetal
y prenatal (ES, IS, PS, respectivamente) y el nimero de nacidos muertos (NBD) no se detecté
ningtn QTL putativo. Las regiones del cromosoma 17 representan el 20.62 % de la varianza
genética de LS, siendo la regién genémica mas relevante. El gen ERO1A, reportado en un
analisis de expresién en estas lineas divergentes de conejo, se encontré dentro de un QTL del
cromosoma 17. Ademds, se encontraron nuevas dreas genémicas asociadas, cuyas funciones
biolégicas tienen que ver con la actividad de receptores de prostanoides, los componentes
asociados al citoplasma y la regulacién negativa de la proliferacién celular. Entre estas
tenemos: BMP4, PTGDR, ANKH y CDRKNS3. Por otro lado, no se encontré ningtn “claster”
de Fst entre las lineas divergentes, sin embargo se encontraron seis “clister” entre la linea
baja y la linea V. Estos hallazgos ofrecen un nuevo punto de partida para estudios genémicos
posteriores, a fin de desentranar la base genética del tamafio de camada y sus componentes en
el conejo. Ademas, podrian proveer informacién util para futuras investigaciones sobre otras
estrategias de selecciéon o la aplicacién de seleccién genémica en poblaciones comerciales de

conejo.

Palabras Claves: Error Tipo I, analisis de potencia, simulacién, capacidad uterina, GWAS,

tamafio de camada, F'st, huellas de seleccién, divergencia.
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RESUM

La grandaria de ventrada és un caracter economicament important en conill i és I'objectiu de
selecci6 en les linies maternes que s'utilitzen en un encreuament a tres vies per produir el
llorigé de carn. No obstant aixo, la resposta a la seleccié per grandaria de ventrada ha estat
baixa. S'han proposat alternatives per millorar la grandaria de ventrada de forma més eficag i

una d'elles és la millora dels components de la grandaria de ventrada.

En la Unitat de Millora Genetica de la Universitat Politécnica de Valéncia es va dur a terme
un experiment de seleccié divergent per capacitat uterina. La capacitat uterina, que és la
superviveéncia prenatal que depen de la femella quan la banya uterina aquesta atestat d'ovuls,
és un dels principals components de la grandaria de ventrada. Durant deu generacions es van
seleccionar dues linies, una per augmentar la capacitat uterina (Linia Alta) i una altra per
disminuir-la (Linia Baixa). La capacitat uterina es va estimar com el nombre de nascuts totals
(LS) en femelles unilateralment ovariectomizadas. Després de 10 generacions, es va relaxar la
seleccié durant sis generacions. Al principi del procés de seleccié divergent, es vitrificaron
embrions de la linia de la qual procedien els animals de la poblacié basi, la linia V. En la
generaci6 10 de capacitat uterina, es desvitrificaron els embrions i es va constituir una poblacié
de referéncia coetania amb les generacions 11 i 12 de l'experiment de seleccié de capacitat
uterina. En les generacions 111 12 es van congelar mostres de sang de 90 femelles intactes de
la linia Alta, 70 de la Linia Baixa i 30 de la linia de referéncia. Actualment es disposa del primer
SNP-xip per genotipado en conill, 200K Affymetrix Axiom OrcunSNP Array. Per tant,
l'objectiu principal del treball va ser detectar arees genomiques associades a la grandaria de
ventrada en conill mitjancant un GWAS i les petjades de la seleccié a partir de les mostres de
sang de 'experiment de selecci6é divergent per capacitat uterina (article 2). A més, un altre
objectiu de la recerca va ser estudiar com afectaven diferents escenaris d'estructura genetica
del caracter a la detecci6 d'associacions positives mitjangant la simulacié d'aquest experiment

de selecci6 divergent. També es va estudiar 'efecte de la deriva mitjangant simulacié (article

1).

Les troballes de l'estudi de simulacié mostren que utilitzar 160 animals de les linies divergents
presenta avantatges sobre utilitzar només una linia 1 que una estructura genética de 10,010
QTN tindria un major valor predictiu positiu. La deriva génica representa fins a un 14.52%
de la resposta de la seleccid, pero és responsable fins al 50% de QTN fixats. En el GWAS es

van trobar 4 regions genomiques associades al caracter grandaria de ventrada (LS). Per a la
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taxa d'ovulacié (OR), el nombre d'embrions implantats (IE) i el nombre de nascuts vius (NBA)
es van trobar 1, 5 1 4 regions associades, respectivament. Aquestes regions genomiques van
ser considerades com QTLs putatius. En el cas de les supervivencies, embrionaria, fetal i
prenatal (ES, IS, PS, respectivament) i el nombre de nascuts morts (NBD) no es va detectar
cap QTL putatiu. Les regions del cromosoma 17 representen el 20.62 % de la variancia
genetica de LS, sent la regié genomica més rellevant. El gen ERO1A reportat en analisi
d'expressi6 en aquestes linies divergents de conill es va trobar dins d'un QTL del cromosoma
17. A més, es van trobar noves arees genomiques associades, les funcions biologiques de les
quals té a veure amb l'activitat de receptors de prostanoides, components associats al
citoplasma 1 la regulacié negativa de la proliferacié cel-lular. Entre aquestes tenim: BMP4,
PTGDR, ANKH 1 CDKNS3. D'altra banda, no es van trobar “clister” de Fst entre les linies
divergents, pero sis “clister” van ser trobats entre la linia baixa ila lfnia. Per tant, les nostres
troballes ofereixen un nou punt de partida per a estudis genomics posteriors, a fi de
desentranyar la base genética de la grandaria de ventrada i els seus components en el conill.
A més, podrien proveir d'informacié (til per a futures recerques sobre altres estrategia de

selecci6 o 'aplicacié de seleccié genomica en poblacions comercials de conill.

Paraules Claus: Error Tipus I, analisi de potencia, simulacid, capacitat uterina, GWAS,

grandaria de ventrada, F'st, petjades de seleccié, divergencia.
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INTRODUCCION

La incorporacién de la genémica a la investigacién ha producido nuevas fuentes de
conocimiento sobre enfermedades hereditarias, rutas metabdlicas y sistemas biolégicos. En los
programas de mejora genética en especies de interés productivo, el uso de la genémica ha
ayudado a una mejor prediccién del valor genético de un animal en el ganado vacuno (Pryce y
Daetwyler, 2012). Sin embargo, la utilizacién de las herramientas genémicas en especies
prolificas (cerdo, pollo y conejo) ha sido limitada, porque la principal ventaja obtenida por la
gendémica en las especies no prolificas (reducir el alto intervalo generacional) no puede ser

utilizada con el mismo impacto econémico (Blasco y Toro, 2014).

El conejo doméstico (Oryctolagus cuniculus) ha sido un animal utilizado tanto para la produccién
como para la experimentacién como modelo animal en humanos y otras especies. Para
aumentar la produccién de carne, las poblaciones de conejos han sido sometidas a seleccién
artificial para caracteres reproductivos y de crecimiento. En la actualidad existen herramientas
genémicas disponibles para mejorar los programas de seleccién en conejos y para ayudar a
comprender la estructura genética de los caracteres de interés econémico. Ademas, el estudio
con estas herramientas genémicas en conejo podria servir de modelo para otras especies

prolificas de interés productivo.

1. Importancia econémica del tamafo de camada en conejo.

Los principales ingresos de las granjas comerciales de conejo son las ventas de animales para
matadero. Asf pues, el objetivo principal de la granja comercial serd producir el mayor ntimero

de conejos comerciales con el menor coste posible.

El tamafio de camada es el cardcter reproductivo con mayor peso econdmico en conejos
(Cartuche et al., 2014). Al aumentar el tamafio de camada, los costes fijos, que son mas
importantes que en otras especies, se dividen por més individuos y por lo tanto los costes de
conejo por kilo vendido disminuyen. El criterio de seleccién més utilizado para mejorar el
tamafio de camada es el nimero de gazapos destetados que recoge tanto la capacidad de la
hembra para parir un ntmero elevado de gazapos como la capacidad de cuidarlos hasta el

momento del destete (Baselga y Blasco, 1989).



Habitualmente, el esquema de seleccién en conejos se basa en un cruce a tres vias donde las
dos lineas maternas habitualmente son seleccionadas por tamafio de camada al destete y la
linea paterna es seleccionada por velocidad de crecimiento entre el destete y el sacrificio.

(Baselga y Blasco, 1989).

2. Tamaio de camada y sus componentes

2.1. Tamano de camada

El tamaro de camada al nacimiento es un caracter complejo desde el punto de vista biolégico
ya que es el resultado de una secuencia de sucesos: ovulacién, fecundacién y viabilidad de los
embriones hasta el momento del parto (Santacreu, 2006). Las medidas mas comunes del
tamafio de camada son en el parto, al destete y al sacrificio que es cuando alcanzan el peso

comercial (63 dfas para el conejo en Espania).

En la Tabla 1 se muestran la media y la desviacién tipica del tamafio de camada al nacimiento
de algunos trabajos publicados, observidndose diferencias notables entre las medias y una
oscilacién entre 1.24 y 3.35 de desviacién estandar. Estas diferencias entre poblaciones se
pueden deber principalmente a diferencias genéticas (razas o lineas que se estdn estudiando) o
a diferencias ambientales como la estacién del afo, la edad, el orden de parto, el fotoperiodo
durante la gestacién, el estado fisiolégico reproductivo en el momento de la cubricién y el

intervalo parto-cubricién. (Fayeye y Ayorinde, 2010; Poujardieu y Théau-Clément, 1995)

En cuanto a los pardmetros genéticos, la heredabilidad del tamafio de camada es baja entre
0.03 20.19 (Blasco et al., 1995) de acuerdo con lo que ocurre en conejo, porcino y ratén (Clutter
etal,, 1990; Egena et al,, 2012; Ferraz y Eler, 1994; Johnson et al., 1999). Conforme nos
alejamos mas del momento del parto la heredabilidad del tamano de camada es mas pequena,
ya que la mortalidad de los gazapos esta influida en mayor medida por los factores ambientales
y en menor medida por los efectos genéticos de la hembra. Las estimas de heredabilidad para
el tamafo de camada al destete se encuentran entre 0.01 a 0.12 y se aproximan a cero en el

momento del sacrificio (Baselga y Blasco, 1989; Garcia y Baselga, 2002a).

La respuesta a la seleccién por tamaiio de camada ha sido baja, alrededor de 0.01 gazapos por

generacién en diferentes experimentos (Khalil y Al-Saef, 2008). Por este motivo, se han



propuesto diferentes alternativas para mejorar estos resultados. Una de las alternativas
propuesta para mejorar la respuesta en el tamario de camada ha sido la seleccién indirecta del
tamafno de camada seleccionando por sus componentes. Los principales componentes del
tamario de camada son la tasa de ovulacién y la supervivencia prenatal. Se ha estudiado el papel
de la madre y el embrién sobre la supervivencia prenatal y se ha visto que la supervivencia

prenatal estd principalmente determinada por la madre (Mocé et al., 2004).

Tabla 1. Tamano de camada al nacimiento en diversas razas/lineas con varios partos

Desviacién Cocficiente
Raza /Linea Media , de Variacién Referencias
Estandar o
(%)

Conejo Gabali 5.74 1.24 21.51 (Iraqi et al., 2007)
Lineas Conjuntas (A, V 11.03 3.85 — (Ragab et al.,, 2014)
y LP)
Linea Botucatu 6.66 3.14 47.10 (Moura et al. 2001)
Linea A* 8.60 2.90 — (Piles et al., 2006)
Linea Prat* 10.70 2.70 — (Piles et al., 2006)
Linea V* 10.40 3.10 — (Piles et al., 2006)
Linea Pannon Ka 9.19 3.11 -— (Nagy et al., 2014)
Neozelandesa Blanca 8.33 2.50 -— (EImaghraby y

Elkholya, 2010)
Neozelandesa Blanca 7.10 2.30 29.00 (Khalil, 1993)
Linea Bauscat 6.48 2.13 32.86 (Khalil et al.1987)
Linea Giza 6.36 2.01 30.96 (Khalil et al. 1987)
Californiana 6.70 2.30 33.00 (Khalil, 1993)
Conejo Danés Blanco 9.53 2.18 -— (Sorensen et al., 2001)

*Datos provenientes de experimentos con mas de dos partos



2.2. Tasa de ovulacidon

Es uno de los principales caracteres que determinan el caracter tamaifio de camada. La tasa de
ovulacién es el nimero de ovocitos liberados por los ovarios en la ovulacién y representa el
nimero maximo de crias que puede tener una hembra en cada camada (Argente, 1996). La tasa
de ovulacién puede ser estimada post-mortem de diversas maneras: contando el nimero de
ovocitos recuperados mediante la perfusion de los oviductos, o contando el niimero de cuerpos
lateos presentes en ambos ovarios en un momento dado de la gestacién (Lambert et al., 1991;
Torres et al., 1987). No obstante, la técnica de laparoscopia permite una buena estima in vivo
de la tasa de ovulacién sin repercusiones adversas sobre el tamafo de camada. En efecto, en
un estudio se encontré una correlacién del 0.99 entre el nimero de cuerpos liteos observados
por laparoscopia y los puntos de ovulacién contados post-mortem por enucleaciéon (Santacreu

et al., 1990).

La ovulacién de la coneja es inducida por el estimulo de la monta, lo que es una ventaja de
manejo en el sistema de produccién. Sin embargo, el rechazo o aceptacién a la monta por parte
de la hembra, parece estar relacionada al nimero de foliculos preovulatorios (Garcfa-Ximénez

y Vicente, 1992).

La tasa de ovulacién también se ve afectada por factores ambientales a pesar de ser inducida
por la monta. Entre estos factores estdan la estacién del afo (primavera-verano, otofio-
invierno), el nimero de partos, la raza o linea, el peso de la hembra (alimentacién) y estado

fisiolégico (Castellini et al., 2010; Garcia et al., 1984; Garcia y Perez, 1989).

La tasa de ovulacién tiene estimas de heredabilidad entre 0.16 a 0.21 en la coneja (Blasco et al.,
2005; Bolet y Theau-Clément, 1994; Laborda et al., 2012a), de 0.05 a 0.48 en porcino (Bidanel
et al., 1996a; Johnson et al., 1999; Lamberson et al., 1991; Ruiz-Flores y Johnson, 2001) y en
ratones de 0.10 a 0.33 (Bradford 1969; Clutter et al. 1990). Aunque la estima depende del
estudio, la conclusién principal es que la tasa de ovulacién tiene una heredabilidad més alta
que el tamario de camada y que la correlacién con el tamarno de camada es baja, por lo tanto no
se esperarfa una repuesta correlacionada alta en un programa de seleccién (Laborda et al.,

2012b).



2.3. Supervivencia prenatal

La tasa de fecundaciéon generalmente es elevada en conejo (Bolet y Theau-Clément, 1994
Santacreu et al., 1996). Sin restriccién de la fecundacion, la supervivencia durante la gestacion
juega un papel fundamental en la magnitud del tamafio de la camada al nacimiento. La
supervivencia prenatal se estima como el cociente entre el tamafio de camada y la tasa de
ovulacién (Santacreu, et al. 1990). En término general, la supervivencia prenatal es
aproximadamente de un 70% de los 6vulos liberados por el ovario tanto en el conejo como en
otras especies prolificas (Santacreu, 2006). Por especie, los valores oscilan entre el 87% y 70%
en conejo, entre 80% y 60% en porcino y entre el 95% y 60% en ratén (Blasco et al., 1993;

Hernandez, 2011; Wilmut et al., 1986).

En conejo, la supervivencia prenatal a lo largo de toda la gestacién puede dividirse en dos
periodos. A la comprendida entre la fecundacién y la implantacién se le denomina
supervivencia embrionaria y a la comprendida entre la implantacién y el parto es conocida
como supervivencia fetal (Santacreu, 2006). Las pérdidas estimadas en el periodo embrionario
son entre el 10 al 14% y la mortalidad fetal de un 20 a 22% (Garcfa y Baselga, 2002b; Santacreu,
1992; Santacreu et al., 2005). Se ha propuesto que los genes que controlan la supervivencia
embrionaria y fetal podrian ser diferentes, al igual que en otros componentes del tamaiio de

camada (Onteru et al., 2011a; Schneider et al., 2012; Spotter y Distl, 2006).

Ademds de los factores genéticos, la supervivencia prenatal en todas las especies prolificas
productivas estd determinada por factores ambientales. Los factores ambientales mas
importantes son: la estacién en la que transcurre la gestacién, la edad (asociada también al
nimero de partos) y el estado fisiolégico de la hembra (Wilmut etal, 1986). Las
investigaciones son contradictorias, lo cual indica que dependiendo de las condiciones del
estudio los resultados pueden ser diversos (Baena et al., 2006; Fortun et al., 1994; Foxcroft y

Hasnain, 1973; Smitd et al., 1968).

En conejo, las estimaciones de heredabilidad de la supervivencia prenatal estdn entre 0.08 a
0.23, dependiendo del modelo utilizado para la estimacién y la precisiéon (Bolet et al., 1994
Santacreu, 1992). En cerdo, la estimacién de supervivencia prenatal estdn entre 0.10 a 0.14
(Hernandez, 2011; Rosendo et al., 2007) y en ratén se tienen datos de supervivencia a los 17

dfas de gestacién de 0.15 (Gion et al., 1990). En sintesis, una elevada supervivencia prenatal



conduce a un mayor tamafio de camada al nacimiento y consecuentemente a mayores beneficios

econémicos debido a la relativa alta correlacién entre estos dos caracteres (Santacreu, 2006).

2.4. Capacidad uterina

La capacidad uterina puede definirse de varias formas. La primera definicién fue propuesta en
porcino por Christenson et al. (1987), como el maximo ntimero de fetos que una hembra puede
llevar al término de la gestacién cuando no hay una limitacién por el nimero de évulos
producidos. La capacidad uterina se ha relacionado en el periodo fetal con los aspectos fisicos
medibles en el dtero, como su longitud y su volumen o con los factores intrauterinos que
permiten una adecuada superficie de intercambio de los nutrientes entre la circulacién materna
y la fetal (Argente et al., 2003a; Bazer et al., 1969). Una visién més amplia del concepto de
capacidad uterina serfa la que tendria en cuenta también todos los factores bioquimicos,
proteinas y hormonas del ambiente materno del oviducto o del ttero que intervienen a lo largo

de la gestacién en la supervivencia embrionaria y fetal (Freking et al., 2007; Vallet et al., 2002).

Las técnicas que podrian emplearse para conseguir las condiciones de atestamiento uterino
para que se pueda expresar la capacidad uterina son: la superovulacién, la transferencia de
embriones o la ovariectomizacién unilateral. Las dos primeras técnicas presentan
inconvenientes relacionados con la disminucién de la supervivencia embrionaria y el tamaiio

de camada (Badawy et al., 2013; Maertens, 1998; Viudes de Castro et al., 2009).

La ovariectomizacién unilateral consiste en la extirpacién de uno de los ovarios. Al extirpar
un ovario se produce un fenémeno de compensacién ovarica en el tinico ovario presente (Blasco
et al., 1994; Christenson et al., 1987; Nielsen et al., 1995). Esto significa que el ovario que
queda en las conejas ovarioectomizadas unilateralmente (hembras ULO) es capaz de ovular la
misma cantidad de 6vulos que la media de los dos ovarios de una hembra intacta (Blasco et al.,
1994). Asi, el cuerno uterino adyacente a ese ovario recibe por término medio el doble de
embriones que el cuerno uterino de una hembra intacta, debido a que la coneja presenta un
ttero duplex y no hay transmingracién de embriones entre los dos cuernos uterinos (McNitt
et al.,, 2013). Las conejas ovariectomizadas unilateralmente gestan por término medio el doble
de embriones en un mismo cuerno uterino y tienen un elevado tamaro de camada, llegando a
un 77 % y 89% respecto al tamafio de camada en las hembras intactas (Argente, 1996; Blasco
et al., 1994, 2005). Para estimar la capacidad uterina en porcino, ademas de quitar un ovario

hay que eliminar y ligar el cuerno ipsolateral para evitar la transmigracién uterina. La técnica



ha sido ampliamente utilizada en especies prolificas porque solo debe realizarse una vez y se
obtienen datos de todos los partos que tenga la hembra (Clutter et al.,1990; en ratén; Bolet y

Theau-Clément, 1994; Santacreu et al., 1996; en conejo; Christenson et al., 1987; en porcino).

La capacidad uterina tiene estimas de heredabilidad de 0.11 a 0.16 en el conejo (Argente et al.,
1997; Blasco et al., 2005), de 0.06 a 0.10 en ratones (Ribeiro et al., 1997) y de 0.15 a 0.20 en
cerdo, estas tltimas estimadas por modelos de simulacién (Bennett y Leymaster, 1990). Por lo
tanto, una mejora de la capacidad uterina puede suponer una mejora en el nimero de
embriones implantados y en la supervivencia fetal debido a la correlacién entre estos

caracteres (Argente et al., 1997; Blasco et al., 2005).

Hasta el momento, podemos decir que el tamafo de camada es un cardcter complejo
determinado por otros caracteres. Los experimentos de seleccién que se han llevado a cabo
por los caracteres componentes del tamafio de camada son escasos. Asi, la determinacién
genética de los caracteres componentes del tamafio de camada es poco conocida, como también

las relaciones entre ellos y con el tamafio de camada.

3. Experimentos de seleccién para mejorar el tamaiio de camada

En conejo, como se ha comentado anteriormente, el criterio de seleccién més utilizado ha sido
el nimero de gazapos al destete, alrededor de 30 dfas. La respuesta obtenida en lineas
comerciales de conejo después de muchas generaciones de selecciéon ha sido alrededor de 0.1
gazapos por generacion, la cual es menor a la esperada (Baselga, 2001; Khalil y Al-Saet, 2008).
Este resultado es similar al encontrado en los experimentos de seleccién por el nimero de
nacidos vivos al parto en porcino (Blasco etal., 1993). La seleccién por los principales
componentes del tamafio de camada surge como una alternativa para intentar buscar una
forma mas eficaz de mejorar el tamafio de camada en las especies prolificas de interés
productivo. Algunos resultados del progreso genético en tamafio de camada y sus
componentes en diferentes especies con distintas estrategias de seleccién (directa o por sus

componentes) pueden observarse en la Tabla 2.



Tabla 2. Respuesta a la seleccién en tamaro de camada en diversas especies prolificas

Caracter Criterio : Respuesta a la N°de :
., Sentido ., . Referencia
de Seleccién Selecciéon! Generaciones
CONEJO
Capacidad Uterina A Favor- 0.10 12 (Santacreu et al,
En Contra 2005)
Tamarfo de Camada al A Favor 011 + 0.03 91 (Garcia y Baselga,
Destete 2002a)
Tasa de Ovulacién A Favor ~ -0.02 10 (Laborda et al.,
2011)
Varianza Residual de A Favor- 015 : (MartineZ—A/lvaro,
Tamano de Camada En Contra ’ 2013)
RATON
Indice (Tasa de . .
Ovulacién + A Favor 0.10 £ 0.012 21 (Klrbyl ggl;helsen,
Supervivencia Prenatal) )
Capacidad Uterina A Favor 0.08 £ 0.012 21 (Klrbyl ggI;I)lelsen,
Tamafio de Camada al A Favor 0.10 + 0.014 91 (Kirby y Nielsen,
Nacimiento 1993)
PORCINO
Tasa de Ovulacién A Favor 0.09 £ 0.06 9 (Lamb;eg;olr)l etal,
Indice(Eficiencia AFavor- ) 0+ 0.02 4 (Mesa et al., 2005)
Placentaria) En Contra
[ndice (Ovulacién + Johnson et al
Supervivencia A Favor 0.22 £ 0.08 2 11 ( 1999 v
Embrionaria) )
Capacidad Uterina A Favor 0.15 2 11 (Freking etal,
2016)
Supervivencia Prenatal A Favor 0.07"° 4 (Bldanel‘et al,
1996b)

' Respuesta a la seleccién correlacionada de tamafio de camada. La respuesta fue ajustada y
calculada por generacién por un solo sentido.

a Respuesta estimada como la diferencia entre la poblacién seleccionada y la poblacién
control en una generacién determinada.
b Respuesta correlacionada obtenida a través de un modelo con BLUP y una linea control.



Las respuestas correlacionadas en tamafio de camada cuando se ha seleccionado por tasa de
ovulacién han sido muy pequefias e irrelevantes, tanto en conejo como en cerdo y ratén

(Bradford, 1969; Laborda et al., 2012a; Lamberson et al., 1991; respectivamente).

Los resultados de selecciéon por supervivencia prenatal en cerdos demuestran que no hay una
respuesta relevante en la supervivencia y en el tamafio de camada (Bidanel et al., 1996b). En
conejo no se ha realizado ningtin experimento de seleccién por supervivencia prenatal, pero
en ratén se han encontrado resultados positivos después de once generaciones de seleccion.
En este experimento se obtuvo un aumento de 0.80 a 0.90 de supervivencia prenatal a los 17

dfas (Bradford, 1979) pero la respuesta correlacionada en tamafo de camada no fue relevante.

Cuando se ha seleccionado por indices de seleccién para tasa de ovulacién y supervivencia
prenatal, la respuesta estimada también ha sido baja y no diferente a la obtenida en los
experimentos de seleccién directa por tamaiio de camada, tanto en porcino (Johnson et al.1999)
como en ratén (Gion et al. 1990). No se ha llevado a cabo ningtin experimento de seleccién

por indices en conejo.

La seleccién por capacidad uterina tampoco ha tenido mas éxito en la mejora del tamariio de
camada que la seleccién directa en conejo (Blasco et al., 2005; Bolet et al., 1994; Mocé et al.,
2005; Santacreu et al., 2005) , porcino (Freking et al., 2016; Leymaster y Christenson, 2000) y

ratén (Clutter et al., 19945 Kirby y Nielsen, 1993).

En conejo, se han realizado dos experimentos de seleccién divergente por capacidad uterina
con dos criterios de seleccién diferentes. El criterio de seleccién en el INRA de Francia fue
incrementar y disminuir el nimero de fetos muertos desde la implantacién hasta el parto
durante la segunda gestacién en las hembras ULO. Este criterio solo consideraba la capacidad
uterina en el periodo fetal. Después de tres generaciones de seleccién, no hubo respuesta a la
seleccion para el niimero de fetos muertos, ni tampoco para la capacidad uterina (Bolet et al.,
1994). En la Universidad Politécnica de Valencia en 1991 se inici6 una seleccién divergente
para capacidad uterina y el criterio de seleccién fue el tamafio de camada de las hembras ULO.
Después de diez generaciones de seleccién, la diferencia entre las lineas de alta y baja capacidad
uterina fue de 1.5 gazapos para la capacidad uterina en hembras ULO y de 2.35 gazapos para
la respuesta correlacionada para el tamafio de camada en hembras intactas, aunque ambas
lineas mostraban una tasa de ovulacién similar (Blasco et al., 2005; Santacreu et al., 2005). La

diferencia entre las lineas alta y baja en tamafio de camada se debi6 a una mayor respuesta en



la linea baja. La respuesta estimada con una poblacién control fue asimétrica. La disminucién
de tamario de camada en la linea baja se debi6 a un descenso de la supervivencia embrionaria
y de la fetal. Asf, la linea seleccionada para aumentar la capacidad uterina, e indirectamente la
supervivencia prenatal, no tuvo més éxito que la selecciéon directa por tamafo de camada
(Santacreu et al., 2005). Gran parte de las diferencias entre las lineas de alta y baja capacidad
uterina, mas del 50%, se produjeron en las dos primeras generaciones (Blasco et al., 2005) y
los resultados de un andlisis de segregacién sugirieron la existencia de un QTL segregando
en la poblacién base para la capacidad uterina y el niimero de embriones implantados (Argente

et al., 2003b).

4. Genomica de los caracteres reproductivos

Con el avance de la biologfa molecular y la genémica ha sido posible identificar las secuencias
del DNA que explican una proporcién significativa de la varianza de un carécter. Para los
caracteres de produccién de alta heredabilidad e importancia econémica significé la validacién
de las genealogfas (pruebas de paternidad) y la mejor prediccién y progreso genético en los
esquemas de seleccién. Por ejemplo, en el cerdo el descubrimiento de genes como el gen del
halotano y QTLs de calidad de carne generé progresos importantes en la industria porcina

(Oliver et al., 1993).

En el caso de los caracteres de naturaleza poligénica, como es el caso de los caracteres
reproductivos, se requiere de herramientas genémicas muy potentes para poder identificar la
estructura genética detrds de cada cardcter. Para hacer uso de esa informacién es necesario
conocer marcadores genéticos y mapas genémicos para la especie de interés. El tamafo de
camada de una hembra, a lo largo de su vida reproductiva, es un caracter de una gran
complejidad debido a que es el resultado de una sucesién de fenémenos que van desde el
momento en que la hembra alcanza la pubertad hasta la consecucién de varias gestaciones a lo
largo de su vida (Vallet et al., 2010). Los genes influirfan de forma secuencial en los resultados,
en la medida en que si los primeros genes expresados tienen una actuacién pobre o negativa,
esto provocaria que la expresién de los posteriores genes en el desarrollo de la gestacién pueda
ser practicamente indetectable, lo cual exige una correcta recoleccién de los datos fenotipicos
(Stram, 2014; Vallet et al., 2010). Por el otro lado, el “conceptus” contribuye a la implantacion,
el desarrollo placentario, la supervivencia fetal durante la prefiez, la supervivencia perinatal y
el crecimiento desde el nacimiento al destete. Esto nos indica, que dentro de este sistema, los

genes y la expresién de dos genomas (madre e hijo) podrian interactuar (Mocé et al., 2004,
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Vallet et al., 2010). No obstante, la mayorfa de los andlisis de asociacién genémica se realizan
sobre las diferencias entre las hembras y se ignora la influencia de los genes de la cria, porque

cada cria hereda la mitad de los genes de su madre (Vallet et al., 2010).

Por tal motivo, es necesario utilizar las ciencias genémicas y sus herramientas, en conjunto
con herramientas estadisticas para encontrar resultados coherentes y validos de asociacién

entre el genoma de la especie y su expresiéon fenotipica (caracter productivo).

4.1. Frecuencia Alélica y Deriva Génica

Los alelos de un gen cuya frecuencia sea mayor del 1% en un genoma de referencia y en toda
una poblacién, se denominan polimorfismos. Estos polimorfismos pueden ser por tamarno
(microsatélites) o por sustitucién de variantes (SNP) (Stram, 2014). En el genoma una
variaciéon en una posicién nucleotidica se conoce como SNV (Variante de Nucledtido Simple),
cuando esta variante se presenta con una frecuencia mayor al 1% se denomina SNP
(Polimortfismo de Nucleétido Simple). La distincién entre SNV y SNP es arbitraria ya que la

frecuencia del SNV es generalmente dependiente de la poblacién de referencia (Cockett, 2010).

Los SNPs son los polimorfismos més utilizados actualmente porque representan la variante
més pequena en una cadena del DNA, tienen naturaleza bivariante (porque generalmente solo
admiten dos alelos en el mismo lugar) y pueden relacionarse con la varianza genética de un
cardcter. No obstante, se debe tener en cuenta que la mayoria de estos SNPs a lo largo del
genoma tiene un efecto neutral sobre la expresién de los genes (Stram, 2014). Asf pues, es

necesario que nuestras poblaciones presenten polimorfismo para nuestro caracter de interés.

En poblaciones silvestres, las frecuencias alélicas de estos polimorfismos permanecen
constantes por el equilibrio de Hardy-Weinberg cuando las fuerzas de la evolucién
permanecen constantes (Hedrick, 2011). En los programas de mejora genética se busca
modificar este equilibrio a través de la seleccién con el fin de incrementar un rasgo deseado
(més carne, mas crias o més lana). Esta seleccién artificial modifica las frecuencias alélicas,
tavoreciendo aquellas que influyan en la presencia del caracter. No obstante, la mayoria de las
poblaciones de seleccién artificial son de tamafio relativamente pequenas, por lo cual la deriva

génica puede tener un papel importante como disruptivo o ruido en los programas de mejora.
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Por otro lado, uno de los principios fundamentales de la genética de poblaciones aplicable a
todos los estudios de asociacién genémica, es que por lo menos todos los portadores de una
variante genética heredable dada provienen del mas reciente ancestro comin tnico (MRCA)
(Hedrick, 2011; Stram, 2014; Wakeley, 2009). Utilizando el concepto de MRCA, el cambio de
las frecuencias génicas puede ser modelizado utilizando la teorfa de la coalescencia. La
coalescencia simula los procesos de recombinacién en una poblacién para cada generacién y
permite modelar la historia de una poblacién del presente al pasado. Para ello se asume que la
probabilidad de coalescencia (P) entre dos lineas o poblaciones en la anterior generacién es
uno dividido dos veces el tamafio de la muestra (1/2N) (Wakeley, 2009). Por lo tanto la

probabilidad de coalescencia en la generacién (t) seria:

P)= (1=P)EDxp ~ PxrePrt

En donde t es el nimero de generaciones y e es la constante de Napier. La férmula se acerca
a una distribucién exponencial si P es pequefia y t es grande; en donde el tiempo se calcula

COmo:

2N

1
E® = 5

La historia de una muestra de tamafio n individuos comprende n - 1 eventos de coalescencia.
Se parte desde el presente cuando la muestra es n y decrece el nimero de linajes de forma
factorial, hasta que finalmente se llega a uno. El resultado serd un arbol geneal6gico de lineas
hasta el ancestro comtn (Figura 1). Por otra parte, los métodos “gen-dropping” permiten
modelar la historia de una poblacién del presente al futuro a partir de unas frecuencias génicas

iniciales y una estructura de pedigri determinada (Hickey y Gorjanc, 2013; Wakeley, 2009).

12



MHCA

T . Te SR o

Figura 1. Arbol de una Coalescencia de una muestra de n= 5 unidades

La teoria de la coalescencia y los métodos gen-dropping son ampliamente utilizados en los
programas de simulacién de poblaciones para simular procesos de seleccién genémica. Se
puede modelar el desequilibrio de ligamiento, diferentes estructuras genéticas y diferentes
procesos que modifican las frecuencias génicas, como por ejemplo la deriva génica (Hickey y

Gorjanc, 2013).

La deriva génica tradicionalmente se ha medido a través del tamafio efectivo de la poblacién
(Ne), que se define como la cantidad de individuos de una poblacién que tiene la capacidad de
reproducirse y dejar descendientes. Cuanto menor sea el tamafio efectivo de la poblacién
mayor probabilidad de influencia de la deriva (Falconer y Mackay, 1996). La cuestién esté en
que Ne solo es un indicador pero no una medida precisa de los efectos de la deriva. Al ser la
deriva un proceso estocastico, se ha propuesto otra aproximacién, como es por ejemplo
determinar el tiempo en que un alelo podria fijarse en la poblacién, a través de la ecuacién de

Kimura y Ohta (1971):

4Ne (1 —q)In(1—q)
q

T(q) = -
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En donde T es el tiempo, q la frecuencia alélica de un alelo y Ne el tamario efectivo de la
poblacién. La media del tiempo hasta la fijacién es una funcién lineal del tamafio de la poblacién
y decrece cuando la frecuencia alélica inicial es grande, llegando a ser cercano a cero (Hedrick,

2011).

Si se quiere estimar el efecto de la deriva en las poblaciones simuladas hay que tener en cuenta
que el resultado de la simulacién serd dependiente de la informacién a priori de la distribucién
de frecuencias alélicas iniciales (Hickey y Gorjanc, 2013; Stram, 2014). Cuando se utilizan
marcadores de un panel de SNPs y poblaciones simuladas es posible probar la hipétesis sobre
si el efecto del cambio de las frecuencias alélicas se debe solo a la deriva génica, o a una
conjuncion de la selecciéon y la deriva en un proceso de seleccién artificial. Asi por ejemplo, en
un experimento de gallinas ponedoras seleccionadas divergentemente por comportamiento
agresivo de picotazos, se pudo concluir que la seleccién tuvo mayor influencia que la deriva en

el cambio de frecuencias génicas (Grams et al.,, 2015).

Todo esto nos ayudarfa a resolver la pregunta sobre si la deriva génica estd influyendo en
poblaciones seleccionadas por tamaiio de camada. Para esto tendriamos que realizar
simulaciones con un gran nimero de SNP afectando al caracter, como seria para un caracter
en el modelo infinitesimal. Esto servirfa de modelo para el tamafio de camada en el conejo, de
modo que las frecuencias alélicas dentro del genoma mostrardn polimorfismo o variabilidad
para el progreso genético. Sin embargo, el conejo presenta pérdidas de variabilidad genética
estimadas en promedio del 37.1% basado en el parametro m y del 53.8% basado en el parametro
0, comparado entre la especie silvestre y la doméstica. Estas variables son estimadores de la
variabilidad nucleotidica (Carneiro etal., 2011). Los estudios sugieren que el conejo
comparado con otras especies ha perdido una gran diversidad genética durante el periodo de
domesticacién. La diferencia nucleotidica entre especies de conejos domésticos es de 0.188% a
nivel autosomal y 0.205% de loci ligados al cromosoma X. Esto indica que hay poca
variabilidad en las especies domesticas del conejo, lo cual es basado en la hipétesis de dos

cuellos de botella (Carneiro et al., 2011, 2014a).

Si en el conejo se quisiera asociar su genoma con un caracter productivo es necesario tener
polimorfismos y frecuencias alélicas no fijadas, pero se necesita ademas un estrategia o técnica
con poder suficiente para identificar la localizacién de estos en el genoma. Con respecto a esto,
todas las técnicas utilizadas intentan aprovechar la dependencia estadistica entre los loci del

genoma, término conocido como el desequilibrio de ligamiento (LLD). Dos de estas técnicas se
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tratardn en las dos secciones siguientes: genes candidatos y el barrido genémico o andlisis de

asociacién de genoma completo (GWAS).

4.2. Genes candidatos para capacidad uterina en conejo

El método de genes candidatos requiere del conocimiento previo de la existencia del gen y su
tuncionalidad biolégica. Los genes candidatos se eligen por su implicacién fisiolégica, pero del
conjunto de genes candidatos unos genes contribuirdn mas que otros en la expresién del
caracter. El interés se encuentra en detectar el gen o los genes que por pleiotropia tengan
efectos sobre varios caracteres de la reproducciéon (Vallet et al. 2010; Cockett 2010). No
obstante, la técnica comparada con otras técnicas (GWAS) tiene menor probabilidad de
deteccién de genes que expliquen una parte importante de la variacién genética de los
caracteres reproductivos. Esto es debido a que se conoce poco acerca de los genes que
intervienen en estos caracteres y el nimero de genes implicados en las diferentes rutas
metabdlicas (Vallet et al. 2010). No obstante, con esta metodologfa se han investigado algunos
genes de interés en los caracteres reproductivos, como son por ejemplo, el receptor del
estréogeno que estd asociado en algunas poblaciones con el tamafo de camada en porcino
(Rothschild et al., 1996), el gen de la hormona foliculo estimulante beta (FSHB) y el gen de la
osteopontina (OPN) (Spotter y Distl, 2006). Pero los efectos de estos genes dependen de la

poblacién animal estudiada.

En el pasado, los polimorfismos en un gen candidato se detectaban con el método de PCR-
RFLP (Reaccién de Cadena de la Polimerasa — Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de
Restriccién) (Cockett, 2010). Esta metodologfa permite encontrar regiones del genoma de
varios cientos de Kilobases (aproximadamente 20 cM), asociados con el caracter, a los cuales
se les denomina loci de cardcter cuantitativo (QTL). Los métodos de deteccién de QTLs
presentan limitaciones, como por ejemplo, los grandes intervalos de confianza de los QTLs
cuando los estudios presentaban bajo ntmero de marcadores. Ademads, los tamarfios
poblacionales utilizados en especies animales de interés econémico son relativamente bajos, lo
cual limita la potencia de estos estudios de deteccién de QTLs (Ledur et al., 2010). Todo ello
justifica que sélo en algunos casos se haya alcanzado identificar la mutacién causal asociada a
la segregaciéon del QTL, que ademas tiene que ser validada genética y funcionalmente
(Rothschild et al., 1996). Actualmente, el uso de esta técnica estd disminuyendo por el uso de
la técnica de barrido genémico, que puede utilizarse en el genoma entero siempre y cuando se

tenga un genoma de referencia y un panel de SNPs.
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Con respecto al conejo, se han realizado estudios de asociacién en las lineas divergentes del
experimento de seleccién por capacidad uterina de la UPV, descrito anteriormente. Con un
andlisis de muestra de una cruzamiento F2, se pudo concluir que la uteroglobina no presentaba
asociacion, pero el gen receptor de la progesterona y la oviductina presentaba alguna evidencia
(Merchan et al., 2004). La expresién del gen glicoproteina oviductal 1 (OVGP1) presentd
efectos positivos sobre el nimero total de gazapos, numero de nacidos vivos, nimero de
embriones implantados y supervivencia embrionaria y fetal. Sin embargo, falta la validacién
genética y funcional en otras poblaciones, porque el polimorfismo estudiado puede estar en

desequilibrio de ligamiento con la mutacién causal (Garcia et al., 2010; Merchén et al., 2009).

También, por andlisis de expresién usando las técnicas de “hibridacién sustractiva supresora”
(SSH) y PCR cuantitativa con retrotrasncriptasa (RT-qPCR) se identificaron que los
transcritos de los genes PGR, HSD17B4 y EROL estaban sobre expresados en tejido de
oviducto recuperado a las 62 horas después del apareamiento en la linea baja (Ballester et al.,

2013)

En otro experimento con animales de la séptima generacién relajada, posterior a las diez
generaciones de seleccién por capacidad uterina, se realizaron otros estudios por genes
candidatos (IGF1 mRNA, el gen SGB1A1 y el gen “tejido inhibidor de la metaloproteinasa 1”
- TIMP1). Ninguno de estos genes tuvo relevancia para el tamafo de camada. Sin embargo,

TIMP1 mostro cierta asociacién con la supervivencia embrionaria (Argente et al., 2010)

En cuanto al gen del receptor de la progesterona se encontré un SNP en la regién promotora
(g.2464G>A). El alelo G fue encontrado en un 75% de la linea alta y 29% en la linea baja. El
genotipo GG present6 efectos de 0.5 gazapos y 0.5 embriones implantados mas que el genotipo
AA alas 72 horas. GG presenté 0.36 embriones mas que AA e igualmente més avanzado el
estado de desarrollo embrionario, mostrando un porcentaje mas alto de mérula compactada.
Entre el heterocigoto y el homocigoto GG se encontraron diferencias para tamafio de camada
y numero de nacidos vivos (Peiré et al., 2008). Un anélisis posterior por “Western Blot”,
demostré diferentes concentraciones de las isomortfas del receptor de la progesterona entre las

lineas alta y baja, atribuidas al genotipo mas frecuente (GG) (Peiro et al., 2010).

Los indicios de ciertos genes con efectos de pleiotropia que mostraron supuestas asociaciones

causales, asf como la alta respuesta a la seleccion en las dos primeras generaciones de capacidad
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uterina en conejo, fomenta el interés de analizar estos resultados a través de técnicas mas

potentes como los barridos genémicos a lo largo de todo el genoma.

4.3. Estudio de asociacién del genoma completo (GWAS)

El GWAS se basa en la presuncién de que un alelo con efecto moderadamente grande ha
segregado de uno o pocos individuos ancestrales y que los haplotipos con este alelo han pasado
a las sigulentes generaciones por seleccién natural o artificial, proceso conocido como barrido
selectivo (“selective sweep”) (Stram, 2014). EI haplotipo relacionado con el caracter en la
poblacién actual serfa identificado facilmente si se contara con todos los haplotipos salvajes.
Esta herramienta estadistica se apoya en una técnica de PCR alelo-especifica usando
oligonucleétido alelo-especificos (ASOs). Los SNP Arrays (SNPchips) son extensiones de los
métodos ASOs dentro de una membrana o “bead”, por la cual multiples alelos o marcadores

genéticos pueden ser analizados en una simple ejecuciéon y de manera conjunta (Cockett, 2010).

Previo al andlisis de GWAS, un paso indispensable para el éxito del andlisis es el desarrollo
de los procesos de control de calidad de los datos genémicos (Turner etal., 2011). El
procedimiento consiste en eliminar muestras de DNA (con respuestas dudosas por calidad de
DNA o de procesamiento) y en la eliminacién de marcadores del experimento con frecuencias
demasiadas extremas para un locus (menor de 1%). Su objetivo principal es evitar errores tipo
I (falsos positivos) y errores tipo II (falsos negativos) generados por los datos (Anderson et al.,
2010; Turner etal, 2011). Entre los métodos de control de calidad existen postulados
importantes como: (a) quitar un marcador genético es potencialmente de mayor impacto que
quitar un individuo. (b) Un éptimo control de calidad debe quitar un pequefio porcentaje de
muestras y SNPs sin disminuir la potencia total del estudio de asociacién (Anderson et al.,
2010) (c) y el umbral para eliminar por la menor frecuencia alélica (MAF) depende de la
cantidad de muestras disponibles. Para pequefias cantidades de muestras es necesario quitar
SNPs con una frecuencia menor a 0.01, en cambio para gran cantidad de muestras estos SNPs
raros seran necesarios para el experimento porque estaran a frecuencias muy bajas (Turner

etal.,, 2011)
Para el GWAS se utilizan mapas gendmicos o fisicos, gran cantidad de muestras para la

abundante cantidad de parametros a estimar (efectos de SNPs) y es necesario un modelo

estadistico apropiado a fin de explicar los efectos aditivos, dominantes y epistaticos (Ball, 2013;
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Cockett, 2010; Stram, 2014). La técnica se basa en localizar SNPs asociados a la variante causal
(polimorfismo) dentro de bloques de desequilibrio de ligamiento. Este desequilibrio de
ligamiento (LD) puede medirse calculando las frecuencias observadas y esperadas de los
haplotipos, para entonces calcular los pardmetros estadisticos D’ (estandarizacién del LD) y

r? (coeficiente de correlacién de Pearson) (Du et al. 2007):

’ _ D;;

P1P24919>2

En donde

min [piq;, (1 — p)(1—q;)] if D;j <0
min|p; (1 - q;),(1 —p)q;] if Dy >0

Dmax

Los pardmetros D’ y r? oscilan entre 0 y 1. Los subindices “1” —“ ] ” representan los dos sitios,
loci o haplotipos comparados; y “p ” - “ q ” las respectivas frecuencias alélicas dentro de ellos.
De este modo, se puede descubrir los potenciales polimorfismos causales de la varianza del
fenotipo. Empero para caracteres cuantitativos complejos se requieren mas estudios en las

regiones donde se haya encontrado asociacién (Ball, 2013; Cockett, 2010).

Para el andlisis de asociacién genémica no se requiere que los individuos muestrales estén
emparentados y tampoco se necesitan genealogfas, propiedad indispensable en los anélisis por

ligamiento. Sin embargo, la genealogia puede ser utilizada para el control de calidad. El
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objetivo es examinar de forma independiente la asociacién de cada polimorfismo nucleotidico
con el fenotipo, asumiendo siempre como verdadera la asociacién entre el caracter y el
marcador SNP por el desequilibrio de ligamiento (Bush y Moore, 2012). Para caracteres
cuantitativos, se analiza la asociaciéon de cada SNP con el fenotipo mediante modelos
estadisticos de regresién lineal o métodos bayesianos, mientras que para fenotipos categéricos

se utilizan tablas de contingencia, regresion logfstica o test de Chi cuadrado (Hayes, 2013).

En paneles de alta densidad es necesario una gran potencia de deteccién del estadistico para
que tenga suficiente robustez para detectar los efectos genémicos y no generar asociaciones
espurias. Pueden utilizarse métodos frecuentistas, cuyo procedimiento para tomar una decisién
no es correcto porque asume independencia entre cada SNP, y ademés estan basados en el
calculo del p-valor del experimento, el cual no es una medida de la incertidumbre porque
cambiarfa su valor cada vez que se repitiera el experimento. Como alternativa se pueden
utilizar métodos bayesianos, que permiten calcular la probabilidad de la muestra para el estado
de asociacion, pero esta utiliza una informacién subjetiva de la distribucién de los SNPs que
puede tener relevancia en los resultados (Hayes, 2013). Para garantizar que la respuesta no es
al azar, en los enfoques bayesianos para la genémica se utilizan fuertes evidencias o factores
de Bayes altos para obtener mayor probabilidad de diferencias estadisticas. Por lo tanto, antes
de comenzar a analizar datos, previamente se debe tomar en cuenta los factores que afectan la
potencia del estadistico para detectar las asociaciones con los caracteres cuantitativos. Entre
estos factores tenemos: las frecuencias alélicas del marcador y el QTL, la magnitud del
desequilibrio de ligamiento, la heredabilidad del QTL, una prueba del poder de deteccién y el
modelo genético (dominante, recesivo o aditivo) (Ball, 2013). No obstante, los antecedentes de

posibles QTLs del caracter tamafio camada son escasos en el caso del conejo.

Por otro lado, para un GWAS de regresién lineal simple de SNPs, el escoger un nivel de
significacién es dificil porque se predispone a la presencia de falsos positivos. Por lo cual, la
Gnica evidencia de que un asociacién detectada por GWAS es real es la validaciéon en un
poblacién independiente. Para un andlisis frecuentista en que la probabilidad de hallazgo
tendria un error de P < 0.05 se tendrfa un falso positivo por cada 20 evaluados, presentandose
el problema de los test de comparacién multiple (Vallet et al., 2010). Un modelo clasico para

GWAS simple serfa:
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y= Wb+ Xg +e

En donde la ¥ representa un vector de valores fenotipicos, W' es la matriz de incidencias de
los efectos fijos, b es un vector de los efectos fijos, X es la matriz con el nimero de alelos del

alelo de referencia del SNP (genotipado), g es el efecto del SNP y € es un vector con los

efectos residuales (Hayes, 2013; Stram, 2014).

Los modelos de métodos bayesianos de miltiple regresion tienen la ventaja que la potencia de
deteccién no esta inversamente relacionada con el nimero de marcadores (como en los
métodos frecuentistas). Para calcular la estimas del efecto de los SNPs en los métodos
bayesianos pueden utilizarse el Bayes A, B, Lasso, C o Crt (Fernando y Garrick, 2013). A pesar
que con estos métodos podria garantizarse una potencia alta, esto no parece resolver el
problema principal del GWAS. El principal problema asociado a los resultados del GWAS es
que la varianza genémica de los efectos de los SNPs no explica la totalidad de la varianza
genética aditiva de los caracteres complejos, término denominado “heredabilidad pérdida”.
Para resolver este problema se ha sugerido la utilizacién de poblaciones muestrales con
tamafios suficientemente grandes, que superen el nimero de parametros estimados, para poder
tener mayor potencia y as{ poder obtener mejores estimaciones de la variacién genética de los
SNPs (Manolio et al., 2009). Esta situacién podria ayudar en materia de estudios humanos,

pero esta estrategia estarfa limitada en las poblaciones de animales.

Ademds de los andlisis de asociacién entre SNP y el fenotipo, también es posible identificar
areas genémicas seleccionadas a través de fndices de diferenciacién genética (Fst) (Johansson
et al., 2010). Por ejemplo, cuanto mayor sea el nimero de generaciones de seleccién divergente
que se lleven a cabo para un mismo carécter, mayor posibilidad se tendra de identificar alguna
regién gendémica, utilizando un nimero reducido de individuos de las dos poblaciones
divergentes. En el caso de un experimento en lineas divergentes seleccionadas por
comportamiento agresivo de picotazos en gallinas ponedoras, se encontraron regiones
gendmicas con grandes Fst. Este caracter presentaba baja heredabilidad en la linea alta (0.15)
y también en la linea la baja (0.01) (Grams et al., 2015). Con respecto al conejo, los niveles de
diferenciacién genética (Fst) son de 17.9% entre la especie silvestre y las razas cunicolas

domesticadas (Carneiro et al., 2011).
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Hoy en dfa se cuenta con diversas bases de datos con la informacién resultante de todos los
analisis de deteccién de polimorfismos genémicos asociados con fenotipos de interés. En el

ratébn se cuenta con: Mouse QTL Data (http://www.informatics.jax.org/mgihome/

projects/overview.shtml), mientras que para el cerdo se tiene: Pig QTL Data

(http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/SS/index). En el caso del conejo, que

es la especie de nuestro interés, sélo se cuenta con algunos QTLs de produccién y calidad de

carne no agrupados en una base de datos comun (Sternstein et al., 2015).

Con informacién de estas y otras bases de datos de QTLs podemos mencionar el éxito de la
técnica del GWAS en especies productivas para caracteres reproductivos. Por ejemplo: en
ovino, Demars et al. (2013) identificaron dos mutaciones en el gen BMP15, en una regién muy
conservada del cromosoma X, vinculadas a una alta prolificidad. En cerdas se ha realizado
estudios a través de aproximaciones bayesianas donde se ha descubierto QTLs para caracteres
como lechones nacidos muertos y el intervalo entre partos. Estos estudios presentaron genes
candidatos que estdn afectando a los dos caracteres: como el gen ADAMTS9 y el gen
COL19A1. Ellos también encontraron genes que s6lo estaban asociados al intervalo entre
partos, como el gen TBC1D1 y el gen SEMA4C. Ademds, presentaron otros genes candidatos
que estdn afectando solamente a los nacidos muertos NUBPL, LOC100518697 y DPP10
(Schneider et al., 2015). Para la tasa de ovulacién en porcino, algunos investigadores
encontraron un gran nimero de QTLs asociados al cardcter. Del total de QTLs 22 de ellos
explicaban el 71.10% de la varianza genética de la tasa de ovulacién, incluyendo en estas
regiones los genes del Receptor del Estrégeno 1, del Factor de Diferenciaciéon de Crecimiento
9, y de la Inhibina BA. Esta informacién podria ser utilizada en los esquemas de mejora
genética de cerdo y en la poblaciones comerciales de cerdos (Schneider et al., 2014). Ademas,
otros investigadores han detectado varias regiones genémicas asociadas con caracteres de
longevidad reproductiva en porcino, lo que indicaba la presencia de una naturaleza poligénica

con un gran nimero de QTLs presentes (Onteru et al., 2011b).

Estos resultados de asociaciéon en especies domésticas son debido a los bloques de desequilibrio
de ligamiento en las poblaciones estudiadas. En conejo, los bloques de desequilibrio de
ligamiento entre razas son de menor tamafio que dentro de razas. La extensién de estos
bloques dentro de razas puede llegar de 0.40 a 3.20 Mb con r? mayores de 0.2. Esto valores
indican una estructura de bloques de desequilibrio de ligamiento grande, lo cual representaria
un beneficio para la reduccién del intervalo de asociaciones en futuros estudios de mapeo

genético. En otras palabras, una escala mas precisa para asignar las posiciones de algunos
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SNPs y la determinacién de extensiones de LD dentro de razas, ya que estructuras definidas
en bloque sobre el genoma implicarfan mejor potencia de detecciéon de caracteres complejos,
utilizando poblaciones divergentes seleccionadas para experimentos con cruzamientos

(Carneiro et al., 2011).

Actualmente se cuenta con una base de datos del genoma de referencia del conejo denominado
OryCun2.0 desarrollado por Secuenciacién con Sanger, un “Conting” N50 de 64.7 Kb y un
“scaffold” N50 de 35.9 Mb de tamaiio, realizando un tamario de ensamblaje total de 2.55 Gb.
Ademds se ha puesto a disposicién de la investigaciéon el primer SNP-Array para conejos
(Carneiro et al., 2014b). Por consiguiente, la disponibilidad de esta herramienta genémica y de
muestras Unicas de individuos proveniente de una seleccién divergente por capacidad uterina,
presenta la opcién de realizar una investigacién para buscar genes asociados al tamano de
camada, teniendo una mayor posibilidad de encontrar asociaciones relevantes porque el

objetivo de la seleccién fue por un tnico caracter (la capacidad uterina).
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OBJETIVOS

La estructura genética de los caracteres reproductivos del conejo de produccién de carne es
desconocida. El objetivo es elucidar algunos conocimientos sobre este tema a partir de datos
de un experimento de seleccién divergente por capacidad uterina durante diez generaciones y

una poblacién de referencia en conejo, mediante:

A. Estudio de simulacién del experimento de seleccién divergente por capacidad uterina

para:

e [Evaluar la capacidad del GWAS para detectar asociaciones entre SNPs y 4reas

gendémicas causales en diferentes escenarios de estructura genética.

e [Estimar el efecto de la deriva génica en la seleccion divergente de capacidad

uterina.

B. Andlisis por GWAS y huellas de seleccién a partir de muestras de DNA de las lineas

divergentes y una poblacién de referencia para:

e Determinar la presencia de dreas genémicas asociadas al tamafo de camada y sus

componentes.

e Determinar los efectos de la seleccién por capacidad uterina sobre el genoma en

las lineas divergentes y la poblacién de referencia.

e Identificar posibles genes candidatos por posicién debido a la seleccién.
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ARTICULO 1: ESTRUCTURA GENETICA DE DOS LINEAS
DIVERGENTES SELECCIONADAS PARA CAPACIDAD UTERINA EN
CONEJO.

Resumen

Antecedentes: En los caracteres complejos la naturaleza genética es desconocida. Para
evaluar los disefios experimentales de estudios de asociaciéon del genoma completo (GWAS)
se hace necesario analizar diferentes escenarios donde el nimero de regiones gendémicas
causales disponga de resultados similares a las poblaciones reales. El objetivo fue determinar
el disefio 6ptimo de estructura genética para la deteccién de asociaciones positivas en
poblaciones simuladas, utilizando informacién genealégica de dos lineas de un experimento de
seleccion divergente por el caracter capacidad uterina en conejas que previamente habfa sido
seleccionada por tamaro de camada al destete.

Métodos: Se evaluaron dos estrategias con el mismo ntimero total de animales, una en la que
solo se disponfa de una linea Unica seleccionada por capacidad uterina y otra en la que se
disponfa de dos lineas divergentes seleccionadas por capacidad uterina. Tres grupos con
distintos niimeros de QTNs (10010, 1010 y 110) se simularon para una poblacién que primero
se seleccion6 a favor de tamafio de camada al destete por 12 generaciones, para luego
seleccionarse divergentemente por capacidad uterina durante 10 generaciones. Se evaluaron
bajo un método de regresién simple por marcador (SMR), clasificando como asociacién
verdadera de SNP, aquellos a una distancia < 1 Mb y un r? > 0.5 con respecto al QTN mas
cercano. Se utilizé un umbral calculado por una correccién de test multiple por Bonferroni
para determinar las asociaciones positivas o negativas. Con las asociaciones clasificadas se
analizaron el error tipo I (T'1E), la potencia de deteccién y el valor predictivo positivo (PPV).
Ademas, se evalud el efecto de la deriva utilizando la respuesta a la seleccién y el porcentaje
de QTN fijados.

Resultados: La simulacién mostré que utilizando 160 animales de la linea tnica, la regresién
simple por marcador (SMR) no fue capaz de determinar alguna asociacién positiva por encima
del umbral. En cambio, utilizando individuos de las lineas divergentes se encontraron
asociaciones positivas. El porcentaje de error tipo I fue elevado (37, 48, 36%) y el andlisis de
potencia fue alto para todos los grupos (93, 97, 83%). Por lo tanto, no hubo diferencias
relevantes en estas pruebas, no obstante, el valor predictivo positivo fue mejor para el grupo

con 10,010 QTN (57%) frente a 1,010 (29%) y 110 QTN (8%). Con respecto a la deriva, su
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efecto en la selecciéon llegé a ser del 35 al 50% de los QTNs fijados, y de 10.2 a 14.5% de la
respuesta a la seleccién por capacidad uterina.

Conclusiones: Para estudios de asociaciéon del genoma completo (GWAS), la ventaja de poseer
lineas divergentes aumenta la posibilidad de encontrar asociaciones positivas. El grupo de
10,010 QTN tiene un mayor valor predictivo positivo, pero un alto valor de error tipo I. Con
esta estructura se obtendria mayor cantidad de asociaciones reales e implicarfa un modelo
infinitesimal por la cantidad de efectos pequefios que afectan a la capacidad uterina. No
obstante, un analisis con datos reales bajo esta estructura y con lineas divergentes supondria
la aparicién de abundantes asociaciones a lo largo del genoma, pero produciendo poca
discriminacién entre los verdaderos y los falsos positivos. Ademas, se infiere que la deriva
génica present6 poco efecto sobre la respuesta a la seleccién.

Palabras Claves: GWAS, error tipo I, andlisis de potencia, valor predictivo positivo,

capacidad uterina, deriva génica.

Introduccion

En la actualidad las tecnologfas emergentes de la genémica hacen factible realizar estudios de
asociacién del genoma completo. Estos estudios identifican regiones genémicas que afectan
tenotipos complejos de interés econémico (Stram, 2014). No obstante, el desconocimiento de
la estructura genética de estos caracteres conlleva una incertidumbre sobre el disefio de los
experimentos y los métodos adecuados para ser mas eficientes en la identificacién de regiones
genémicas de interés. Una alternativa para ayudar a entender cémo proceder en estas
investigaciones son las simulaciones para comprobar la potencia de deteccién de areas
gendémicas asociadas a determinados caracteres cuantitativos (Chen et al., 2009; Purcell et al.,

2003).

En el Departamento de Ciencia Animal de la Universidad Politécnica de Valencia se cuenta
con muestras de sangre de animales de dos lineas divergentes seleccionadas por capacidad
uterina durante 10 generaciones. La capacidad uterina estd relacionada con el tamafo de
camada, que es uno de los caracteres econémicamente més importantes en el conejo. Con el
advenimiento del SNPchip de Aftymetrix en conejo, surge el interés por detectar areas
gendmicas asociadas con este cardcter reproductivo. La deteccién de QTL con plataformas de
genotipado para caracteres reproductivos de baja heredabilidad, se ha logrado con éxito tanto

en ovino como en porcino (Demars et al., 2013; Onteru et al., 2011; Schneider et al., 2014).

25



El objetivo de nuestro estudio es estimar la deteccién de asociaciones positivas en diferentes
grupos de estructura genética y para ello se realizan simulaciones, utilizando la informacién
genealégica de las lineas implicadas en la seleccién. Ademds, otro objetivo es inferir el efecto

de la deriva en la seleccién de capacidad uterina.

Material y Métodos

Estudio de Simulacién

Esta investigacion pretende simular poblaciones provenientes de dos procesos de seleccion.
Primero se simulé 10 generaciones de apareamiento al azar previo al inicio de la seleccién para
imitar la fundacién de una linea denominada linea V. Después, el primer proceso de seleccién
imité una seleccién por tamano de camada (NW) por doce generaciones de la linea V. A
continuacion, se inici6é un proceso de seleccién divergente por capacidad uterina (UC) durante
diez generaciones. A la linea seleccionada a favor de la capacidad uterina fue denominada linea
alta de UC y la linea seleccionada en contra de la capacidad uterina fue denominada linea baja
de UC. La descripcién de la seleccion de la linea V y la seleccién divergente de capacidad

uterina se encuentra detallada en Estany et al. 1989 y Blasco et al. 2005, respectivamente.

Para la simulacién se utilizé el programa AlphaSim 1.04 que combina los métodos de
coalescencia y métodos “Gene Drop” (Hickey y Gorjanc, 2013). AlphaSim es un programa
formado por un conjunto de programas. La simulacién del programa consta de dos periodos.
El primer periodo se realiza con el programa MaCS (“Markovian Coalescent Simulator”) para
crear una poblacién con el desequilibrio de ligamiento (LD). En este periodo, la asociacién
entre bases de la secuencia de los genomas es debida a la accién de la deriva y asume que los
procesos de recombinacién se ejecutan independientemente para lo que se utiliza una cadena
de Markov (Chen et al., 2009). Para el segundo periodo de apareamiento al azar (burn-in) y
seleccién, el programa AlphaSim se apoya en un conjunto de programas (AlphaMate,
AlphaBayes, AlphaFormatter, AlphaAGH), de modo que puede ejecutar los apareamientos, las
evaluaciones genéticas y la creacion de datos genémicos y fenotipicos, entre otros procesos.
Con el programa AlphaSim se consigue generar multiples datos de genotipos y fenotipos con
flexibilidad de acuerdo al establecimiento de estructuras de poblacién (parentescos), la
distribucién de los efectos de nucledtidos asociados a un carédcter cuantitativo (QTNs) y el

panel de SNPs desde baja a alta densidad (Hickey y Gorjanc, 2013).
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El programa MaCS simula muestras de haplotipos con la informacién de la secuencia para
cada cromosoma de acuerdo a una poblacién ancestral especifica y tasas de recombinacién y
mutacion fijadas por el usuario. El programa considera una tasa de recombinacién de uno por
cada 100 centimorgan (cM). Después de crear la poblacién con desequilibrio de ligamiento son
escogidos los SNPs que formaran parte del panel de SNPs, utilizando los genomas de los
individuos de la tltima generaciéon. De los sitios segregantes en el genoma que superen un
valor minimo de frecuencia son escogidos al azar los SNPs del panel. Los QTNs de los
caracteres son escogidos del conjunto de todos los SNPs, los cuales pueden coincidir o no con
los SNPs del panel. El programa permite definir valores minimos y maximo de menor
frecuencia alélica (MAF) de los QTNs en un rango de 0 a 0.05. Ademas el programa simula

los efectos de los QT'Ns con una distribucién normal o gamma.

El fenotipo de los animales para un caracter se genera por el modelo genético aditivo, definido
como la suma del aporte genético mis un residuo. La varianza residual permanece
proporcional a la varianza de los valores mejorantes de los animales en la generacién base del

pedigri, para asegurarse que la heredabilidad permanezca constante (Hickey y Gorjanc, 2013).

Estructura del Conjunto de Datos Simulados

La simulacién se estructuré en tres grupos de estructura genética en funcién al ntimero de
QTNs que determinan la parte heredable del cardcter. EI nimero de QTNs por cromosoma
tue de 1000, 100 y 10 para los grupos A, B y C, respectivamente (Tabla 1). Ademads, se asigné
un QTN por mutacién para cada cromosoma con una heredabilidad de 0.0001, de este modo
se disena el efecto de la posible aparicién de mutaciones durante la historia de la poblacién.
Los QTNs no estian presentes en el panel de SNP y sus efectos son asignados con una

distribucién normal sin restriccién para el rango de frecuencias de los QTNis.

Tabla 1. Nimero de QTNs por grupo de estructura genética.

QTN / Cromosoma QTN / Genoma
Grupo Sitios y Sitios ) Total QTN
Mutaciéon Mutacion
Segregantes Segregantes
A 1,000 1 10,000 10 10,010
B 100 1 1,000 10 1,010
C 10 1 100 10 110

QTN: Nucleétido asociado a un caracter cuantitativo
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Para cada grupo se hicieron 31 réplicas, haciendo un total de 93 simulaciones. Para crear el
desequilibrio de ligamiento se utilizaron 2,000 haplotipos; diez cromosomas con un tamaro
genémico de 10% pares de base por cromosoma, asumiendo una distancia genética de 100
centiMorgan (cM) y un tamafio de genoma de tres Gigabases, con una tasa de recombinacién
de 3.83 * 10 - y una tasa de mutacién de 2.5 * 10-%. El tamario efectivo de la poblacién inicial
(Ne) fue de 100,000 animales y después de 1,000,000 generaciones la poblacién se redujo a 500
animales. La tasa promedio de reduccién de la poblacién fue de 0.09994 animales por
generacién, con un incremento de la poblacién en la tltima generacién. Estos valores fueron
asignados por razones de simplicidad y cémputo, pero de manera concordante y proporcional

con el genoma del conejo y su domesticacién (Carneiro et al., 2011).

Por cada replica de simulacién se generaron 10 generaciones de apareamiento al azar (burn-
in), 12 generaciones de la linea V seleccionada por el caracter tamaiio de camada al destete
(NW) y diez generaciones de las dos lineas del experimento de seleccién divergente por el
caracter capacidad uterina (UC). Como se tienen registros geneal6égicos de todas las lineas, el
ntimero de la poblacién total y de animales seleccionados por generacién son variables,
imitando a las poblaciones reales (Figura 1). La linea V presenté un Ne aproximado de 65 y
las lineas alta y baja de UC presentaron 36 y 34, respectivamente. (Estos valores fueron
calculados como una aproximacién por la férmula de Ne para ntimeros diferentes de padres y

madres) (IFalconer y Mackay, 1996).

Por otro lado, los SNPs fueron definidos como sitios segregantes con un MAF de 0.05 en la
poblacién base de la linea V. La poblacién base de la linea V es la tltima generacién de la
poblacién creada por el programa MaCS. Ademads, se confeccioné un SNP-Chip de 57,000 SNP
(clasificado dentro del grupo de mediana densidad a razén de 5,700 SNP por cromosoma); de
una manera aproximada y proporcional al nimero y tamafo promedio de cromosomas del

conejo para el actual panel de Affymetrix de 200k SNP.

La seleccién se basé en un BLUP con informacién genealégica y sélo se utilizé el fenotipo de
las hembras en todas las generaciones. La heredabilidad utilizada fue de 0.047 y 0.11, para NW
y UC, respectivamente (Blasco et al., 2005; Garcfa y Baselga, 2002). La correlacién genética y
residual entre los dos caracteres fue de 0.739 y 0, respectivamente. El programa no permite
seleccionar en contra de un caracter. Por lo tanto, para simular la linea baja de capacidad
uterina se cred un caracter adicional con los mismos pardmetros de la capacidad uterina, pero

con una correlacion entre ellos de -0.999. Para todos los caracteres, la varianza genética aditiva
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utilizada antes del apareamiento al azar fue de 2 y una varianza residual proporcional a 20 y 8
veces la varianza genética aditiva para tamafio de camada al destete y capacidad uterina,

respectivamente.

Apareamientos Seleccion por Seleccion Divergente

Generacion de LD

LineaV

E E al Azar i Tamafio de Camada i por Capacidad Uterina
i | i al Destete i N,=36

E i i i h?=0.11

i i i i Linea Alta de UC

i Poblacion Histrica i Fundacion de i Linea V i

|
|

10 generaciones

1,000,000 generaciones 10 generaciones 12 generaciones
N = 100,000 | ng,, =500
| Minicial 1 final Ne =65 , '
h2 = 0.047 Linea Baja de UC

N, =34
h2=0.11

Figura 1. Esquema de simulacién de la seleccién divergente de capacidad uterina.

Comparacién de Grupos de Estructura Genética

Para la dltima generacién del experimento de seleccién divergente por capacidad uterina
(generacién 10) se seleccionaron 22 hembras en linea alta y 30 hembras en linea baja. Estas
hembras produjeron 440 y 530 crias en la linea alta y baja, respectivamente. Después de este
periodo, la seleccion fue relajada. Por lo tanto, para constituir la siguiente generacién fueron
elegidos los reproductores por un muestreo al azar. En total, los animales con fenotipo y

genotipo fueron 90 y 70 animales de la linea alta y baja, respectivamente.
Para estudiar las ventajas de utilizar lineas divergentes versus sélo una linea seleccionada se

evaluaron dos estrategias: (1) utilizando 160 animales de la linea alta (estrategia 1). Esta linea

en este contexto se denominard como linea tnica. (2) Una estrategia utilizando 90 y 70
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animales de lineas divergentes de la generacién relajada (estrategia 2). Todos los pasos

indicados en los siguientes parrafos fueron realizados en ambas estrategias.

Las pruebas de control de calidad se basaron en escoger SNPs cuyo MAF fuera mayor de 0.05.
Ademds se determinaron los QTNs que estaban segregando en las poblaciones y se eliminé

aquellos QTN fijados como se hace habitualmente.

Para lleva a cabo un estudio de asociacién del genoma completo (GWAS) se utiliz6é un método
de regresién simple para cada marcador (SMR), a fin de determinar las magnitudes de los p-
valores de los alelos de cada SNP. Se calculé un umbral para cada simulacién, utilizando un
nivel de significacién de P<0.05 ajustado al ntimero de regresiones realizadas (test de
Bonferroni) (Sham y Purcell, 2014). A continuacién se muestra el modelo utilizado para el

GWAS, que se ajusta independientemente para cada SNP:

y = xb;+e

En donde y es un vector de dimensiones 160 x 1 con los valores fenotipicos de cada individuo
y X es un vector de dimensiones 160 x 1 con valores de 2, 0, 6 1 correspondientes al nimero
de veces que aparece el alelo de referencia del SNP i en cada individuo. Esto significa que si el
alelo A es el alelo de referencia, entonces el homocigoto AA = 2, el heterocigoto Aa =1 y el
homocigoto aa = 0, para todos los elementos del vector x. El término b; es el efecto del alelo
de referencia del SNP iy e es un vector de dimensiones 160 x 1 con los valores residuos de
cada individuo. Los p-valores se calcularon con una prueba de X*. Con los p-valores y el umbral
de cada simulacién se clasifican los valores predichos en: asociacién positiva, si el valor de p-
valor esta por debajo del umbral, y asociacién negativa, si el valor de p-valor estd por encima
del umbral (Figura 2a). Para considerar una asociacién positiva como verdadera se
consideraron dos condiciones utilizadas comtnmente: (a) Una distancia igual o inferior de una
megabase entre el SNP y el QTN segregando mas cercano (£ 1 Mb), (b) Una medida de
desequilibrio de ligamiento ( r? ) igual o mayor de 0.5. Aunque la asociacién entre un marcador
genético y un gen causal no depende proporcionalmente de la distancia fisica, se asume que el
desequilibrio de ligamiento (LD) disminuye conforme aumenta la distancia fisica por la accién
de los eventos de recombinacién en la historia de la poblacién. Para el conejo en las razas
domésticas se han encontrado bloques de desequilibrio de ligamiento (LD) desde 0.40 a 3.20

Mb con r? > 0.2 (Carneiro et al., 2011); por consiguiente se establecié un condicién minima y
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muy conservadora de r? > 0.5 para que un SNP sea considerado como una asociacién

verdadera con el QTN.

Con estos criterios se determina la clasificacién de los SNP, como se muestra en la Tabla 2.
Las clases son: verdadero positivo ('TP), falso positivo (FP), verdadero negativo (TN) y falso
negativo (FFN). Cuando estos valores son ordenados en una matriz de 2 x 2 se le denomina

matriz de confusién (Figura 2b).

Tabla 2. Clasificacién de SNP de acuerdo con la asociacion

Tipode SNP  Abrev.! Descripcién
Verdadero TP Distancia entre SNP y QTN mas cercano < 1 Mb y r? > 0.5
Positivo p-valor < umbral®
Falso FP Una distancia entre SNP y QTN mas cercano > 1Mb 6 1? < 0.5
Positivo p-valor < umbral®
Verdadero TN Una distancia entre SNP y QTN mas cercano > 1Mb 6 r?2< 0.5
Negativo p-valor > umbral?
Falso Distancia entre SNP y QTN més cercano < 1 Mbyr? > 0.5
. FN )
Negativo p-valor > umbral?

! Abreviatura. 2 Umbral ajustado por el test de Bonferroni.

La evaluacién de las dos estrategias (1 y 2) para los grupos de diferente niimero de QTNss, fue
realizada a través del calculo de tres pardmetros (Balding, 2006; De Maturana et al., 2014

Purcell et al., 2003):

a) Error Tipo I (T1E): es el cociente entre el nimero de falsos positivos y la suma de
falsos positivos mas verdaderos negativos, también llamado el ratio de falsas

asociaciones positivas.

FP

TlE = —/————
(FP + TN)

b) Andélisis de Potencia: es el cociente entre el nimero de verdaderos positivos y la suma
de verdaderos positivos més falsos negativos, también llamado el ratio de verdaderos

positivos o razén de éxitos.
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TP

Potencia = —————
otencia (TP n FN)

c) Valor Predictivo Positivo (PPV): es el cociente entre el nimero de verdaderos positivos

y el total de positivos.

TP

PPV = ———
(TP + FP)

Ademds, se realiz6 un grifico ROC (acrénimo en inglés de “Receiver Operating
Characteristic”) para evaluar la coherencia de la regresién simple por marcador entre los tres
grupos. Un gréfico ROC es una representacién gréfica de la potencia frente al error tipo I para
cada uno de los grupos evaluados. El punto en el gréfico es llamado un espacio ROC. En la
Figura 2c se muestra un ejemplo de los espacios ROC donde la matriz de confusién puede

cambiar sus valores de acuerdo al umbral utilizado (Fawcett, 2006).
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(a) (b) Clasificacién Real

Umbral .y
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Potencia ’
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Figura 2. Ejemplo de creacién de una matriz de confusién y un gréafico ROC. Para representar
un grético ROC se siguen los siguientes pasos: (a) Determinacién del umbral y la estimacién
de los p-valores de las asociaciones. (b) Creacién de la matriz de confusién a partir de los p-
valores y las condiciones para determinar si las asociaciones son reales o no. Estas condiciones
son una distancia entre SNP y QTN maés cercano < 1 Mb y un desequilibrio de ligamiento (r?)
> 0.5. Las filas corresponden a los valores predichos o estimados por la regresién como
positivo o negativo a partir de si los p-valores son mayores o menores que el umbral
establecido mediante el test de Bonferroni. (c) Creacién del grafico ROC que relaciona la
potencia de deteccién y el error tipo I (T'1E). Un punto representa un espacio ROC. Si el punto
estd por arriba de la diagonal indica una mejor prediccién, por abajo una peor prediccién y
exactamente en la diagonal equivale a un evento al azar.

Efecto de Deriva Génica

Por otro lado, para determinar si el efecto de la deriva tuvo una gran influencia en la seleccién,
se generaron con el grupo de 10,010 QTNs tres escenarios. En todos los escenarios se
simularon las diez generaciones de apareamiento al azar antes de comenzar el proceso. Estos
escenarios son: (A) escenario 1: 22 generaciones de apareamientos al azar, (B) escenario 2: 12
generaciones de seleccién en linea V mds 10 generaciones de apareamientos al azar, y (C)
escenario 3: 12 generaciones de seleccién en linea V mds 10 generaciones de seleccién

divergente de la linea UC. Para cada escenario se simularon 35 réplicas, haciendo un total de
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105 simulaciones para el anélisis. En los escenarios de deriva génica (escenario 1 y 2) para
mantener el mismo nimero de tamafio efectivo de la poblacién (N¢) se utiliz6 en cada
generaciéon la misma proporcién de hijos y apareamientos por progenitores, que la utilizada en

el escenario de seleccién por UC (escenario 3).

Resultados

El objetivo principal de este trabajo fue evaluar en qué medida se pueden detectar asociaciones
entre los SNPs y la capacidad uterina, utilizando el mismo ntimero de individuos de las lineas
divergentes por capacidad uterina. Para ello se utiliz6 un modelo muy sensible al sesgo como
la regresién simple por marcador (SMR) y ademads, una correccién conservadora de test-

multiple (test de Bonferroni) para la determinacién del umbral.

Para evaluar los resultados de la seleccién de las poblaciones simuladas se observaron los
valores de la varianza genética aditiva inicial y la respuesta a la seleccién de la capacidad
uterina. Esto se evalué6 debido a que el proceso de selecciéon por tamaro de camada al destete
modificé la varianza genética de la capacidad uterina. La respuesta a la seleccién es la suma de
las respuestas obtenidas en las lineas alta y baja de capacidad uterina. Esta respuesta depende
de la intensidad de seleccién, el intervalo generacional, la precisiéon de los valores mejorantes
y la varianza aditiva inicial. Se esperarfa que la respuesta fuera directamente proporcional a
las diferentes magnitudes de la varianza aditiva inicial, ya que los primeros tres parametros
permanecen constantes en cada simulacién. No obstante, en la Figura 3 se muestra como la
respuesta final de la seleccién no tiene una alta correlacién con la varianza aditiva inicial. Esto
indica que procesos estocdsticos (la deriva génica) podrian haber intervenido durante la

seleccion. Este fenémeno serd analizado posteriormente.
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Figura 3. Relacién entre la respuesta a la seleccién versus la varianza aditiva inicial. Cada
punto en la grafica corresponde a una poblacién simulada. Las lineas continuas son las
regresiones dentro de cada grupo. La seccién sombreada corresponde a un intervalo de
confianza de 95% para la regresién de cada grupo.

Andlisis por la Fijacion de QTNs

Para el célculo de asociaciones en cada grupo se determiné el ntimero y porcentaje de QTN
fijados tanto en la estrategia 1, como los fijados en la estrategia 2. En la Figura 4 se muestra
los valores de QTNs fijados para cada uno de los tres grupos de QTNs. Las diferencias de
OQTNs entre la estrategia 1 y la estrategia 2 son sustancialmente importantes en términos de
cantidad para el grupo de 10010 (Tabla 8). De acuerdo a los datos de la Tabla 3, la diferencia
de QTNs entre utilizar la estrategia 1 o estrategia 2 estuvo alrededor de un 10% mas de QTN

fijados en la linea tnica, para todos los grupos.

Una revisién més profunda de los valores de QTNs demostré que entre el 43 al 76% de los
QTNs fijados en la estrategia 1 y no cuando se consider6 la estrategia 2, tenfan una magnitud
de efecto superior al tltimo cuartil de la distribucién de efectos de QTNs. Por lo cual, se deduce

que las 12 generaciones de seleccién por tamarfio de camada, las posteriores 10 generacién por
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alta capacidad uterina y la alta correlacién entre los caracteres, contribuy6 a la fijacién de estos
QTNs en la linea alta de capacidad uterina. Cuando nosotros analizamos las frecuencias de las
lineas divergentes (alta y baja) por separado de la estrategia 2, encontramos que estos QT Ns
fijados en la linea alta, presentaban en su mayoria frecuencias intermedias en la linea baja.
Ademds, cuando se utiliz6 la estrategia 1, menos del 10% de los QTNs no fijados presentaban
un alto MAF (mayor de 0.35), en contraste con la estrategia 2, en donde més del 70% de QTN
no fijados presentaban altos MAF (mayor de 0.35). Cuando la menor frecuencia alélica (MAF)
es alta se incrementa la probabilidad de deteccién de un QTN; por consiguiente, en la

estrategia 2 podrfan detectarse mas QT'Ns.

Tabla 3. Datos descriptivos de QTN-Fijados.

Estrategia 1 Estrategia 2 o
Grupo " Media . P2 Media . P? [%qu Cv
(SDY) Mediana (%) (SDY) Mediana (%) Q
A ?9?38; 8,584  85.3 fo 52"77) 7,606 748 855 0.26
B (2‘2274)‘ 862 85.3 (1%613) 763 75.5 91 0.28
C (957.66; 97 882 (TS 87 79.1 9 0.38

' SD: desviacién estandar; 2 P: porcentaje de QTN-Fijados; * Dif. QTN: diferencias de QTN
entre estrategia 1 y estrategia 2, calculada como la mediana de las diferencias de cada
simulacién dentro de grupo; * C.V.: coeficiente de variacion de las diferencias de QTN entre la
estrategia 1 y estrategia 2. La estrategia 1 es la utilizacién de una linea tnica y la estrategia 2
es la utilizacién de las dos lineas divergentes de capacidad uterina.

Por lo tanto el analisis de respuesta a la seleccién versus varianza aditiva inicial y las

diferencias de QTNs fijados utilizando la linea tnica y lineas divergentes, demuestra que

ocurrié un proceso de divergencia como resultado de la selecciéon y la deriva.
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Figura 4. Ntimero de QTNss fijados por cada grupo y estrategia. Los puntos rojos indican los
valores para la estrategia 1 y los puntos verdes indican los valores para la estrategia 2. La
estrategia 1 es la utilizacién de una linea Unica y la estrategia 2 es la utilizacién de las dos
lineas divergentes de capacidad uterina.

Comparacién de Grupos de Estructura Genética

En cuanto a los andlisis de la regresiéon simple por marcador (SMR) utilizando solo la
estrategia 1, se encontré que en ninguno de los grupos de QTNs, la regresién pudo encontrar
una asociacién positiva en la linea tnica (estrategia 1), a pesar que existen SNPs que
concordaban con los criterios de distancia < 1 Mb y de desequilibrio de ligamiento r? > 0.5

entre un SNP y un QTN.

En el caso de utilizar la estrategia 2 de lineas divergentes, la regresién sf encontré asociaciones
positivas con la capacidad uterina. El resultado del ntimero de QTNs segregando en la
poblacién, el nimero de SNP con un MAF mayor o igual a 0.05 y la matriz de confusién para
cada grupo, se muestran en la Tabla 4. Estos resultados se calcularon como el promedio de los

valores obtenidos de las simulaciones en cada grupo.
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Tabla 4. Resumen de los resultados promedios por grupo utilizando la estrategia 2.

Numero Numero de QTN Numero ) .,
Grupo de QTN Segregando de SNP Matriz de Confusién

4,324 ('TP) 3,694 (FP)

A 10,010 14,612
240 (FN) 6,324 (TN)
2,352 (TP) 6,288 (FP)

B 1,010 15,489
63 (FN)  6,786(TN)
392 (TP) 5,228 (FP)

C 110 15,382
48 (FN) 9,714 (TN)

TP: verdadero positivo, I'P: falso positivo, TN: verdadero negativo, FN: falso negativo.

En la Tabla 4 se muestra que el nimero de QTN segregando en la poblacién es proporcional

al nimero de QTN. Ademas, el nimero de SNP que superan un MAF de 0.05 es independiente

del nimero de QTN. En la matriz de confusién se muestra que la cantidad de falsos positivos

es menor en el grupo A comparando con el grupo B y C. En cambio, el nimero de verdaderos

positivos si parece ser proporcional al nimero de QTNss.

El analisis del error tipo I (ratio de falsos positivos) muestra pocas diferencias entre las medias

de los tres grupos de QTN estudiados (Tabla 5). Ademds, se muestra que el coeficiente de

variacion es mayor en el grupo C, y que la simulacién que generé el maximo valor del error

tipo I también pertenece al grupo C.

Tabla 5. Pardmetros descriptivos del error tipo I (T1E) usando la estrategia 2 (lineas

divergentes)
Grupo dNeug;I;; SD! : Rango Cv#+
Min? Max?
A 10,010 16.5 0.2 62.1 0.45
B 1,010 14.1 11.9 68.8 0.29
C 110 20.0 0.0 73.0 0.56

1SD: Desviacién Estiandar, 2 Min: Minimo; 2 Max: Maximo; * CV: Coeficiente de Variacién

La Tabla 6 muestra los resultados descriptivos del analisis de la potencia de deteccién de SNP

usando lineas divergentes. Los grupos presentan medias y medianas similares, sin embargo el

38



grupo C presenta un coeficiente de variacién més elevado al igual que ocurrfa para el error

tipo .

Tabla 6. Pardmetros descriptivos de la potencia de deteccién de asociacién de SNP usando la
estrategia 2 (lineas divergentes)

Grupo dNeug,;I;; Media  Mediana SD! : cRango Cvs
Min? Max?

A 10,010 93.4 98.4 17.5 4.6 100.0 0.19

B 1,010 97.2 100.0 6.2 71.0 100.0 0.06

C 110 83.2 100.0 31.5 0.0 100.0 0.38

1SD: Desviacién Estiandar, 2 Min: Minimo; 2 Max: Maximo; * CV: Coeficiente de Variacién

En la Tabla 7 se puede observar que las medias del valor predictivo positivo (PPV) son
diferentes entre los grupos. Los resultados nos indican que podria predecirse mejor las
asociaciones positivas verdaderas en un grupo con un mayor nimero de QTNs cuando se

utiliza una regresién simple por marcador (SMR).

Tabla 7 Parametros descriptivos del valor predictivo positivo usando la estrategia 2 (lineas

divergentes)
Grupo dNeug?;)I Media  Mediana SD! : Rango CVv+
Min? Max?
A 10,010 57.1 53.4 12.0 374 92.5 0.21
B 1,010 28.9 28.0 7.8 16.2 50.5 0.27
C 110 8.2 6.8 7.5 0.0 45.9 0.92

1SD: Desviacién Estandar, 2 Min: Minimo; ¢ Max: Maximo; * CV: Coeficiente de Variaciéon

Los resultados se resumen graficamente en la Figura 5 mediante un “Violin-plot”™. En este
gréafico se observa que no existen diferencias entre las densidades de los grupos para los
parametros del error tipo I y de la potencia de deteccién. En cambio, para el valor predictivo

positivo si se observan diferencias en la densidad de probabilidad entre los grupos.

El conjunto de estos resultados indican que se obtiene el mismo error tipo I y la misma
potencia de deteccién si el cardcter de interés estd determinado por un ntimero de QTNs

dentro del rango estudiado, entre 110 y 10010. Estos dos pardmetros no parecen depender del
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ntmero de QTNs que determinan el caracter, sin embargo si que se encontré una relacién
positiva entre el valor predictivo positivo y el nimero de QTNs estudiados. De los tres
pardametros estudiados, la prueba del error tipo I es la més importante. Esto se debe a que un
valor alto de error tipo I conlleva una alta proporcién de falsos positivos, lo cual no permite
discriminar cuales son las asociaciones verdaderas entre el total de las asociaciones positivas.
Asi por ejemplo, en una de las simulaciones del grupo de 10,010 QTN se encontraron las
siguientes asociaciones: 3,883 TP, 1,988 FFP, 5,724 TN y 271 FN. El error tipo I calculado a
partir de estos datos es de un 26% y la potencia de deteccién es del 93%. De las 5,871
asoclaciones positivas, que suponen el 93 % de todas las asociaciones en el genoma, es dificil
determinar cudles son las asociaciones verdaderas porque el 26% de los SNP no asociados se

estdn presentando como asociaciones positivas.
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Figura 5. Violin-Plot. (a) error tipo I, (b) potencia de deteccién, (c) valor predictivo positivo.
El signo de suma en color negro indica la media.
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Por otro lado, en la Figura 6 se presenta el grafico ROC con 93 espacios ROC que
corresponden a las 93 simulaciones que se han llevado a cabo para la estrategia 2 (lineas
divergentes). Como la mayoria de los espacios ROC estédn situados por encima de la diagonal
y generalmente agrupados se puede concluir que la regresién simple por marcador es un
método adecuado para estimar los pardmetros de evaluaciéon de la estructura genética. En
términos generales, las simulaciones presentaron un rendimiento moderado en la

discriminacién entre falsos positivos y verdaderos positivos.
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Figura 6. Grafico ROC utilizando resultados predictivos de la matriz de
confusioén para calcular la potencia y el error Tipo I.

Deriva Génica y Seleccion

El efecto de la deriva solo fue estudiado para la estrategia 2. La evaluacién del efecto de la
deriva en el estudio de simulacién del experimento de seleccién divergente por capacidad
uterina se abordé estudiando: (a) la varianza de la respuesta a la seleccién entre grupos, y (b)

la respuesta a la seleccién y la mediana del nimero de QTN fijados en tres escenarios.

El efecto de la deriva génica se midi6 como la varianza entre las réplicas dentro de cada grupo.
La varianza de la repuesta a la seleccién en los tres grupos de estructura genética (10010, 1010
y 110) fue de 0.52, 0.36 y 0.37, respectivamente. En el grupo de 10,010 QTN, la deriva génica

fue 1.43 veces mayor que en el grupo con menor varianza (grupo B). Esto sugiere que en
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poblaciones finitas, la deriva génica tendrfa mayor influencia en caracteres determinados por

un mayor ndmero de genes.

Para estudiar qué parte de la respuesta se debe a la seleccién y qué parte a la deriva se llevé a
cabo una simulacién donde se compararon tres escenarios de seleccién o apareamiento al azar
durante 22 generaciones. En todos los escenarios se asumi6 un nimero de 10,010 QTN. Los
escenarios son: (A) escenario 1: 22 generaciones de apareamientos al azar, (B) escenario 2: 12
generaciones de seleccién por tamario de camada al destete en linea V més 10 generaciones de
apareamientos al azar, y (C) escenario 8: 12 generaciones de seleccién por tamafio de camada
al destete en linea V mas 10 generaciones de seleccion divergente por capacidad uterina. Este
escenario se corresponde con el experimento de seleccién divergente objeto de este estudio.
Antes de comenzar a simular los tres escenarios, se simularon 10 generaciones de
apareamiento al azar para simular la fundacién de la linea V. Asi, en total se simularon 32
generaciones. Se realizaron un total de 105 réplicas de simulacién, 35 para cada escenario. En

la Tabla 8 se presentan los resultados de los diferentes escenarios:

Tabla 8. Pardmetros de estimacion del efecto de la deriva génica en los tres escenarios para las
lineas divergentes.

Varianzade  Ntmero de QTN-Fijados

Linea Escenario Gen! Respuesta de
Seleccién Mediana Cv
(1) Apareamiento al Azar 22 0.0389 3,473 0.03
(2) Seleccion NW 2y 12
. 0.0178 21 0.06
Alta Apareamiento al Azar 10 ! 7217
(3) Seleccion NW 2 y 12
. 221 4 .
Selecciéon UC # 10 02218 8,640 003
(1) Apareamiento al Azar 22 0.0857 38,5622 0.04
. (2) Seleccion NW 2y 12
. 0264 231 .
Baja Apareamiento al Azar 10 0.026 7,25 007
(3) Seleccion NW 2 y 12 0.5298 8405 .04
Selecciéon UC 3 10 ' ’ '

Gen': nimero de generaciones; NW 2: tamano de camada al destete; UC 3: capacidad uterina.

La deriva se debe a que la eleccion de los hijos de los progenitores seleccionados es un proceso
aleatorio. Por término medio, todos los hijos de un mismo padre y madre tienen el mismo valor
mejorante, pero cada hijo tiene su propio valor debido a los eventos de recombinacién y meiosis

en el proceso de formacién de gametos.
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Los resultados en la Tabla 8 muestran que la varianza de respuesta en el escenario 2, es 2.18
y 1.85 veces mayor que la varianza del escenario 1 en las lineas alta y baja, respectivamente.
Los efectos de la seleccién por tamariio de camada al destete hasta la generacién 12 de la linea
V condicionan que la varianza de la seleccién al final del proceso sea menor en el escenario 2
versus el 1, donde no hay seleccién. Esto es debido a que un gran ntimero de QTN se habrin
fijado en gran parte debido a la seleccién por el tamafio de camada (7,217 y 7,231 de mediana
en las lineas alta y baja respectivamente). No obstante, los valores de 2.18 y 1.35 son pequefios
si se comparan los escenarios 2 y 8. En efecto, el escenario 3 tiene 12.46 y 12.49 veces mayor
varianza de respuesta a la selecciéon que el escenario 2 para las lineas alta y baja,
respectivamente. Ademas, en el escenario 3, la linea baja presenté 1.49 veces mds varianza de
respuesta que en la linea alta. La menor respuesta encontrada en la linea alta podria ser debida
a la mayor nimero de QTNs con efecto favorable que presentan frecuencias elevadas debido a

la previa seleccién por tamario de camada, lo que conllevarfa una menor varianza.

Con respecto al ntimero de QTNs fijados, para la seleccién en la linea alta, un 40% de estos
tfueron resultado de los efectos de la deriva (escenario 1) y un 15.49% fueron fijados por efecto
de la seleccién de capacidad uterina mas la deriva. Esto indica que la deriva y la seleccién por
tamafio de camada al destete contribuye con 84.50% de los QTNs fijados del escenario 3.
Ademas, puede observarse en la Tabla 8 que en la linea baja un 42% de QTN se encontraron
fijados por deriva, mientras que el 13.97% fuera resultado del proceso de seleccién de capacidad
uterina mas la deriva, y el otro 86.03% corresponde a QNTs fijados por la seleccién en el
escenario 2. Tomando los valores minimos y maximos encontrados en la historia de la
poblacién, se encuentra que entre un 35 al 50% de QTN fijados se deben al efecto de la deriva,

siendo mas pronunciado en la linea baja (hasta 50%).

En todo caso, los resultados indican que al existir una gran cantidad de QTN con efectos de
magnitudes parecidas (escenario 1), pueden fijarse alelos contrarios en diferentes QTNs, lo
cual contribuye con un efecto pequefio sobre la respuesta a la selecciéon (modelo infinitesimal).
En efecto, la Figura 7 muestra los diferentes escenarios simulados. De modo que la deriva
representa por término medio el 14.5% (comparando con el escenario 1) y 10.5% (comparando
con el escenario 2) de la respuesta obtenida por la seleccién por capacidad uterina en la linea
alta. Para la linea baja los valores de la deriva en la seleccién por capacidad uterina fueron de
12.7% y 10.2% comparados con los escenarios 1y 2, respectivamente. Estos valores fueron
calculados teniendo repuestas promedios de 1.676 y 1.910 en las lineas alta y baja,

respectivamente.
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Figura 7. Gréficos de las medias del verdadero valor mejorante (TBV) por generacién en
diferentes escenarios de deriva génica y seleccién. Las medias del verdadero valor mejorante
(TBV) son la respuesta a la seleccién por generacién. Los escenarios son: (ay d) apareamientos
al azar; (b y e) seleccién por tamafio de camada al destete mas apareamiento al azar; (c y f)
seleccion por tamafio de camada al destete mas seleccién por capacidad uterina. Las lineas rojas
representan los valores de TBV de capacidad uterina antes de iniciar el experimento de
seleccion divergente (generacién del 0 al 22). Las lineas horizontales discontinuas de color
negro representan los diferentes puntos de partida de la seleccién por capacidad uterina. Los
tres graficos a la izquierda pertenecen a la poblacién de la linea alta (a, b y c), mientras que los
tres gréficos a la derecha pertenecen a la linea baja (d, e y f). La linea de color azul es la
respuesta a la seleccién por capacidad uterina en la linea alta (generacién del 23 a 32) y la linea

de color verde es la respuesta a la seleccién por capacidad uterina en la linea baja (generacién
del 23 a 32).
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Discusion

En la discusién se usaran los términos QTL o QTN como términos similares en funcién de su
definicién como sitio o drea gendmica que explica la varianza genética de un carédcter
cuantitativo. En las simulaciones creadas en nuestra investigacién no hubo una asignacién fija
e invariable de la ubicacién de los QTNs. Las posiciones no fueron fijadas para evitar
resultados dependientes de este factor, porque se desconoce la ubicacién de los QTNs de la
capacidad uterina en el genoma del conejo. No obstante, las simulaciones funcionaron

correctamente para producir el experimento de seleccién divergente por capacidad uterina.

Analisis por la Fijacion de QTNs

En la comparacién entre las estrategias de las lineas divergentes y la linea tnica para QTNs
fijados y no fijados, se demuestra que tener menor nimero de QTN fijados y también un
ntmero mayor de QTNs con valores altos de frecuencia intermedia produce una diferencia a
favor de la estrategia de utilizar lineas divergentes frente a utilizar la linea tnica. El aumento
de los QTNs de frecuencias intermedias en un drea genémica, aumentaria la asociacién con los
SNPs cercanos a los QTNs dentro de cada linea, lo cual provocaria una diferenciacién genética
en esta area y por lo tanto aumentarfa la probabilidad de deteccién del QTN. Esta situacién se
presenta en la estrategia de lineas divergentes y no en la linea tnica. Esto parece ocurrir en
los datos reales de estudios de diferenciacién genética en pollo, utilizando un rango de 10 a 49
animales en las generaciones 40 y 50 de lineas divergentes para el cardcter peso vivo al
sacrificio, se logré determinar huellas de la selecciéon sobre el genoma, particularmente en la
regiéon 60-80 Mb del cromosoma 4. De acuerdo a estos trabajos, después de 50 generaciones
de seleccion se siguen encontrando nuevos sitios de diferenciacién genética debido al efecto de
la seleccién divergente, mediante el andlisis de las frecuencias alélicas entre las lineas
divergentes. (Johansson et al., 2010). En gallinas ponedoras, en poblaciones divergentes de 11
generaciones de seleccién, también fue posible distinguir regiones gendémicas con pocos
individuos (41 en linea alta y 34 en la linea baja), para un carécter con heredabilidad baja como
es el registro del comportamiento agresivo de picotazos (Grams et al., 2015). Por lo tanto, el
muestreo de 160 individuos de lineas divergentes podria ser suficiente para encontrar
asociaciones positivas de interés que permitan conocer mejor la estructura genética del

caracter capacidad uterina y por tanto del tamaifio de camada.
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Comparacién de Grupos de Estructura Genética

Criterios de Determinacion de Ia Asociacion

El objetivo de esta investigacién fue dilucidar si un cardcter complejo como el tamarno de
camada mostrarfa alguna asociacién en un GWAS con un niimero de individuos limitado. Los
resultados demuestran que es posible encontrar asociaciones positivas pero con un elevado
nimero de falsos positivos. El andlisis del estudio utiliz6 una metodologia clasica del GWAS,

basada en una regresién lineal simple por marcador (Sham y Purcell, 2014).

Los limites de los criterios utilizados para decidir si una asociacién es verdadera o falsa siguen
siendo un problema, porque estos criterios incluyen un fuerte componente de arbitrariedad.
Los criterios utilizados en nuestra investigacién fueron la distancia genémica y el desequilibrio
de ligamiento (LD) utilizando r?. En humanos en donde el desequilibrio de ligamiento es bajo,
las variante causales y los SNPs asociados tienen valores de r? entre 0.017 a 0.378, siendo més
comin valores inferiores de 0.10 pero utilizando grandes tamafos de muestra (Wang et al.,
2010; Zhu et al., 2012). En cambio, en animales el patrén de desequilibrio de ligamiento es
alto, por ejemplo en el genoma porcino se han encontrado en 1 Mb valores promedio de r?
entre 0.20 a 0.30 (Du, et al. 2007; Wang et al. 2013). En conejos en la raza Neozelandesa, el
desequilibrio de ligamiento permanece mayor que 0.30 entre SNP a una distancia de 1.20 Mb,
inclusive este valor puede ser constante en bloques de desequilibrio de ligamiento de 3.2 Mb
(Carneiro et al.,, 2011). El utilizar un valor de r? de 0.5 como medida de desequilibrio de
ligamiento fue muy conservadora para determinar una asociacién verdadera. La potencia de
deteccién estimada previo al experimento fue muy baja, entre un 10 a 30% para 160 animales
con un r2 de 0.5, lo cual concuerda con la no deteccién de asociaciones en una linea tnica
(Hayes, 2013). No obstante, si con el valor de 0.5 se consigue una buena potencia de deteccién
con los datos simulados usando lineas divergentes, entonces en los datos reales seria previsible

tener mas éxito.

En cuanto a la distancia, la decisién de 1 Mb en vez de una cantidad mayor se sostiene por la
reduccién del 30 al 40% en la precisién cuando se utilizan distancias iguales o mayores a 5
Mb para QTL que explican del 10% - 18% de la varianza fenotipica (MacLeod et al., 2010).
MacLeod et al. (2010) encontraron en sus simulaciones que el SNP mas préximo no es el més
asociado al QTL. No obstante, en nuestro estudio al tener una buena densidad de SNPs, fue

posible testar la asociacién de un QTN con varios SNPs.
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Error Tipo I (T1E)

En nuestra investigacién, los promedios del error tipo I fueron de 37%, 48% y 36% para los
grupos de QTNs encontrados en nuestro estudio, que difieren con los encontrados en otro
estudio de simulacién por regresién simple por marcador, que apenas fueron del 1% (De
Maturana et al., 2014). Empero, ellos utilizaron como SNP el propio QTN, una distribucién
gamma para los efectos de QTNs (grandes y pequefos), y valores predefinidos de desequilibrio
de ligamiento y menor frecuencia alélica. Ademads, nosotros utilizamos en promedio 15,000
marcadores para estimar asociaciones con 160 animales; en contraste, la investigacién De
Maturana et al. (2014) uso un ntimero de muestra alto (1000 individuos) comparado con sus
320 marcadores, por lo tanto su estimacién fue mas exacta. También, otra de las razones que
pudo explicar la moderada tasa de error tipo I de nuestro resultado fue la estratificaciéon de la
poblacién al utilizar individuos de ambas lineas (Balding, 2006; Hayes, 2013) o la exclusién

del pedigri, lo cual produce 1.38 veces mas falsos positivos (MacLeod et al., 2010).

La Potencia de Deteccion

En cuanto a la potencia, nuestros resultados con una linea tnica son acordes con las
simulaciones de Morin et al. (2009) en donde demuestra que es muy dificil obtener suficiente
potencia para detectar asociaciones entre marcadores y QTNs. Sin embargo, nuestro trabajo
present6 una potencia muy alta utilizando lineas divergentes, inclusive en la estructura con
110 QTN (83%). Nuestros resultados fueron superiores a los De Maturana et al. (2014), en la
cual encontraron valores entre el 65 al 90% para QTNs de efecto grande y solo de 0.8 a 5.6%
para QT Ns de efecto pequenio. MacLeod et al. (2010) encontré que la potencia de deteccién de
un QTL se incrementa con una menor frecuencia alélica (MAF) mayor de 0.30, llegando a
obtener hasta 70% de potencia. Esto concuerda con los valores altos para el grupo de 1,010 y
10,010 QTNs, en la cual mas del 80% de los QTNs tenfan un MAF >0.35. En otras palabras,
los valores de potencia de nuestro estudio son altos en la mayoria de los casos porque los QTN

tenfan un MAF relativamente alto y solo se incluyé QTNs no fijados.

Valor Predictivo Predicho

El promedio de los grupos de 1,010 y 10,010 QTN del valor predictivo positivo (PPV) fue de
29% y 57%, datos dentro del rango de resultados obtenidos por De Maturana et al. 2014 (0.29
a 0.57). Un alto desequilibrio de ligamiento entre QTNs de grande y pequetio efecto produce
que solo sea detectado el QTN con mayor efecto, especialmente si ellos tienen valores de MAF
bajos. La mayoria de los QTN de nuestra investigacién fueron detectados por su elevado MAF

usando las lineas divergentes. Esto concuerda con el experimento de De Maturana et al.
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(2014), que mostro que QTNs con alto MAF en cualquier escenario pueden ser detectados,
por el contrario una MAF bajo afectaria la deteccién. La mayoria de los QTNs de nuestros
estudios fueron detectados a través de la asociacién de los SNPs por regresién simple por
marcador, pero no todas las asociaciones positivas estimadas cumplian con los criterios
asignados por nosotros para determinarlas como una asociacién verdadera. Por tal motivo, el

grupo de 110 QTN obtuvo un bajo valor predictivo positivo (8%).

En términos generales, valores por encima del 80% de potencia son aceptables en los estudios
de GWAS (Klein, 2007) y se espera que el error tipo I no supere la probabilidad fijada al
principio del experimento (P<0.05). En nuestro caso con 160 animales de las lineas

divergentes, obtuvimos una gran potencia, pero también un elevado error tipo I.

Deriva Génica y Seleccién

La deriva génica generalmente suele medirse en genética de poblaciones por los cambios de
frecuencias alélicas y los cambios en la varianza genética. En nuestra investigacién, la
estructura genética con mayor nimero de QT'Ns obtuvo el mayor impacto de la deriva génica.
En nuestro caso se puede observar que después de las 12 generaciones de seleccion en la linea
V, una gran parte de QTNs se encuentran fijados por la accién de ambas fuerzas evolutivas
(7217 en la linea alta y 7231 en la linea baja), pero nosotros asumimos una distribucién
uniforme de las frecuencias iniciales. La deriva provocé la fijacién de QTNs dentro de un rango
del 85 al 50% de QTNs de la seleccién por capacidad uterina. En la investigaciéon de Johansson
et al. (2010) con una asignacion inicial fija de SNPs a frecuencias extremas, la deriva provocé
hasta un 50% de fijacién de SNP, similar a la de nuestro estudio; sin embargo, cuando ellos

asignaron frecuencias intermedias iniciales, estas generaron un 20% de fijacion.

Los resultados de evaluar la deriva en las lineas divergente sugieren que esta tiene menor
efecto en la linea baja (12.7%) por término medio en la respuesta a la seleccion. Esto se debe
que los QTN no fijados estaban a frecuencias extremas después de la seleccién por tamaro de
camada al destete en la linea V. Por consiguiente, el efecto de la selecciéon en la linea alta,
previsiblemente fuera menor que en la linea baja y por ende un efecto mayor de la deriva

génica. En la linea alta la deriva fue 14.5% de la respuesta de seleccién por capacidad uterina.

La deriva en nuestras simulaciones present6 un efecto pequefio sobre la respuesta a la
seleccién. Ademas, nuestros resultados del efecto de deriva fueron similares al experimento de

Grams et al. (2015), lo cuales demostraron a través de simulaciones muy conservadoras con
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frecuencias intermedias iniciales, que la respuesta al cardcter era el resultado conjunto de

deriva y seleccién, con una mayor proporcién de la seleccion.

Esta investigacién basé la complejidad del tamafio de camada en los efectos posibles de la
deriva y la selecciéon divergente. Sin embargo, efectos de dominancia y epistasis podrian influir
en el tamano de camada (Nagy et al. 2014 en conejo; Peripato et al. 2004 en ratén). Este
experimento se desarrollé de esta forma por las limitaciones en el conocimiento sobre la
estructura genética especifica para el tamafio de camada y a expensas de la inexistencia de
estudios de GWAS para caracteres reproductivos en conejo. Por lo tanto, para futuras
investigaciones se considerard la interaccién gen-gen y diferentes métodos de asociaciones de

multiples marcadores con la informacién obtenida del anélisis genémico de datos reales.

Conclusiones

La estrategia de utilizar una cantidad moderada de individuos procedentes de dos poblaciones
seleccionadas de forma divergente podrfa aumentar la potencia de deteccién en un GWAS
frente a la alternativa de utilizar la misma cantidad de individuos de una poblacién
seleccionada. Si el modelo infinitesimal fuera el apropiado para la estructura genética real del
cardcter capacidad uterina, los resultados serfan similares al grupo de 10,010 QTNs. Este
grupo presenta un mayor numero de valor predictivo positivo, pero un elevado error tipo .
Por consiguiente, con datos reales de lineas divergentes podrfan aparecer abundantes
asociaciones a lo largo del genoma pero produciendo poca discriminacién entre los verdaderos
y los falsos positivos. Ademads, se infiere que la deriva génica presenté poco efecto sobre la

respuesta a la seleccién.
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ARTICULO 2: ESTUDIO DE ASOCIACION DEL GENOMA
COMPLETO Y HUELLAS DE SELECCION EN LINEAS DIVERGENTES
SELECCIONADAS PARA CAPACIDAD UTERINA EN CONEJO.

Resumen

Los principales factores que repercuten en la economia de la produccién de carne de conejo
son la alimentacién y la reproduccién. La mejora del tamano de camada y sus componentes
contribuye a la eficiencia productiva basada en el aumento del nimero de gazapos por hembra
y parto. Los dos componentes del tamafio de camada mas importantes son la tasa de ovulacién
y la supervivencia prenatal. En condiciones de atestamiento uterino, la supervivencia prenatal
que depende de la hembra es la capacidad uterina. Con el objetivo de entender la base genética
del tamafio de camada, se realiz6 un anélisis de asociacién de genoma completo y la estimacién
del fndice de diferenciacién genética (I'st) en tres lineas, dos lineas seleccionadas de forma
divergente por capacidad uterina (UC) durante diez generaciones de seleccién y una poblacién
de referencia (linea V). Muestras de sangre de 183 hembras recolectadas de las generaciones
de seleccién relajada 11 y 12 fueron utilizadas para obtener datos gendémicos de 200K
Aftfymetrix Axiom OrcunSNP Array. Los caracteres registrados en estas hembras fueron la
tasa de ovulacién (OR), el nimero de embriones implantados (IE), la supervivencia
embrionaria (ES), la supervivencia fetal (F'S), la supervivencia prenatal (PS), el tamaiio de
camada o nacidos totales (LS), el nimero de nacidos vivos (NBA) y nacidos muertos (NBD) de
la segunda gestacién. Un total de 114,659 SNPs fueron utilizados para la estimacién de cada
efecto de SNP a través de un Bayes B con GenSel Software. Los SNPs fueron analizados
conjuntamente a través de 2,171 ventanas de 1-Mb y se estimé la proporcién de la varianza
genética. Aquellas ventanas que superaron el 1% de la varianza genética fueron consideradas
como QTLs putativos. Ademds, aquellas 4reas genémicas formando un “clister” de SNPs
relevantes, con un valor de Fst > 0.4, se consideraron como huellas de la seleccién. Para los
caracteres LS, OR, IE y NBA, se encontraron 4, 1, 5 y 4 regiones asociadas, respectivamente.
Los demds caracteres (ES, 'S, PS y NBD) no presentaron QTLs putativos. Se encontraron
dos ventanas en el cromosoma 17 asociadas a los caracteres reproductivos LS, IE y NBA.
Estos dos QTLs explicaban hasta un 19.47% de la varianza genémica del tamafio de camada.
El gen ERO1A reportado en un estudio previo de anélisis de expresién en estas lineas de
conejo, se encontr6 dentro de uno de estos dos QTLs. Se detectaron huellas de seleccién por
Fst entre la linea baja y la linea de referencia pero sus localizaciones son diferentes del GWAS.

Ademds, se detectaron con el GWAS dreas genémicas no reportadas anteriormente. En estas
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areas estan localizados genes como por ejemplo BMP4, PTGDR ANKH y CDKN3 cuyas
tunciones biolégicas tienen que ver con la actividad de receptores de prostanoides, con
componentes asociadas al citoplasma y con la regulacién negativa de la proliferaciéon celular.
Estas areas deberdn ser estudiadas con mas detalle y ser validadas en las poblaciones
seleccionadas por caracteres maternales antes de ser utilizadas para mejorar la respuesta a la

seleccion de los caracteres reproductivos en los programas de mejora.

Palabras Claves: GWAS, capacidad uterina, conejo, tamafo de camada, Fst, huellas de

seleccién, divergencia.

Introduccion

En las especies prolificas, los caracteres reproductivos tienen una gran importancia econémica,
en especial el tamaifio de camada, porque los costes fijos se disminuyen con el incremento del
ntimero de descendientes por hembra (Baselga y Blasco, 1989). Sin embargo, la respuesta para
el tamaifio de camada en los experimentos de seleccién ha sido baja, alrededor de 0.1 gazapos
por generacién (Garcfa y Baselga, 2002a; Khalil y Al-Saef, 2008). Esta situacién ha llevado a
la basqueda de alternativas para intentar mejorar el tamano de camada de forma més eficaz.
Una de las alternativas propuestas fue seleccionar por los caracteres que determinan el tamafio

de camada (Argente et al., 1997; Laborda et al., 2012; Ziadi et al., 2013).

Los principales componentes del tamafio de camada son la tasa de ovulacién y la supervivencia
prenatal (Khalil y Al-Saef, 2008; Ragab et al., 2014). Cuando la tasa de ovulacién no es un
factor limitante y se atesta el tero de embriones, puede medirse la capacidad uterina como el
ntmero de nacidos totales al parto (Christenson et al. 1987; Mocé et al. 2004). La técnica que
se ha utilizado en conejo para atestar el Utero es la ovariectomia unilateral. Esta técnica
consiste en la extirpacién de uno de los ovarios. Al extirpar un ovario se produce un fenémeno
de compensacién ovarica en el tnico ovario presente, que ovula igual que la media de los dos
ovarios de una hembra intacta (Argente et al. 1997; Blasco et al. 1994). Como los dos cuernos
uterinos desembocan de forma independiente en el cérvix, no hay transmigracién de
embriones y el cuerno uterino adyacente al ovario queda atestado y se puede expresar la

capacidad uterina.

Entre 1991 y 1998 se llev6 a cabo un experimento de seleccién divergente por capacidad

uterina en el Departamento de Ciencia Animal de la Universidad Politécnica de Valencia. La
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capacidad uterina se estimé como el tamano de camada en hembras unilateralmente
ovariectomizadas (hembras ULO). Al principio del experimento se vitrificaron embriones para
luego ser utilizados para reconstituir una poblacién de referencia. Después de diez
generaciones de seleccidn, la divergencia entre las dos lineas fue de 1.5 gazapos para la
capacidad uterina (Blasco et al., 2005), con una respuesta correlacionada para el tamafo de
camada de 2.35 gazapos (Santacreu et al., 2005). La correlacién genética entre el tamafio de
camada y la capacidad uterina fue elevada, 0.92 (Argente et al., 2000). El estudio sobre qué
regiones genémicas y qué posibles genes podrian explicar la diferencia en tamaro de camada
de las lineas divergentes es de gran interés para conocer la naturaleza genética del tamafio de
camada. Actualmente en conejo se dispone de un panel de densidad de SNPs de 200K
Affymetrix Axiom OrcunSNP Array y una base de datos del ensamblaje de las anotaciones
gendémicas, OryCun2.0 que hace posible el estudio genémico de las lineas del experimento de

seleccién divergente por capacidad uterina.

El objetivo de este estudio fue identificar regiones genémicas y genes candidatos putativos
asociados al caracter tamarfio de camada y otros caracteres reproductivos para incrementar la
informacién disponible sobre posibles QTLs involucrados en su determinacién biolégica.
Ademas, otro objetivo fue determinar las huellas de seleccién mediante la estimacién de los

indices de diferenciacién genética en las tres lineas utilizadas en el estudio.

Material y Métodos.

Este estudio fue aprobado por el Ministerio de Economia y Competitividad de Espafia y por

el Comité Etico de la Universidad Politécnica de Valencia.

Animales

Los animales de este trabajo proceden de un experimento de seleccién divergente por
capacidad uterina desarrollado desde el afio 1991 a 1998. La capacidad uterina fue evaluada
durante la seleccién como el tamarfio de camada en hembras unilateralmente ovariectomizadas.
La ovariectomia unilateral se realiz6 antes de alcanzar la pubertad. Las conejas estuvieron en
un sistema de produccién donde se llevaban a su primera cubricién a los 4.5 meses edad, se
destetaban los gazapos a los 28 dfas de lactacién y el intervalo parto-cubricién era alrededor
de 10 dias (Blasco et al., 2005). La seleccién se realizé bajo un modelo animal de medidas
repetidas utilizando BLUP para todos los animales, los machos se seleccionaron dentro de
familias de machos para el control de la consanguinidad (Santacreu etal.,, 2005). El

experimento de seleccién divergente por capacidad uterina esta descrito con mayor detalle por
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Argente et al. (1997). Después de diez generaciones de seleccién divergente por capacidad
uterina, la seleccién fue relajada durante seis generaciones para estimar la respuesta
correlacionada del tamafo de camada. Para el experimento se recogié sangre de 90 hembras
intactas de la linea seleccionada para aumentar la capacidad uterina (linea Alta), 69 hembras
intactas de la linea seleccionada para disminuir la capacidad uterina (linea Baja) y 30 hembras
de una poblacién de referencia (linea V). Las hembras de las lineas alta y baja provenian de las
generaciones relajadas 11y 12 (Blasco et al., 2005; Mocé et al., 2005). La poblacién base de las
lineas divergentes de capacidad uterina proviene de la generacién 12 de una linea seleccionada
por tamafio de camada al destete (la linea V). Para obtener una linea de referencia se
conservaron embriones vitrificados de las generaciones 13 y 15 de la linea V. Después de 10
generaciones de seleccién por capacidad uterina, estos embriones fueron descongelados y
transferidos a hembras receptoras para reconstituir esas generaciones. De estos embriones se
obtuvieron hembras y machos, los cuales se aparearon al azar dentro de generaciéon para

obtener la poblacién de referencia (Santacreu et al., 2005).

Caracteres

Para este trabajo se utilizaron los datos de la segunda gestacién de las conejas intactas de las
lineas alta, baja y linea V. A los doce dfas de la segunda gestacién se cont6 por laparoscopia la
tasa de ovulacién (OR, estimada como el nimero de cuerpos liteos presentes en ambos
ovarios) y el nimero de embriones implantados en ambos cuernos uterinos (IE). Al parto se
registré el tamafio de camada al nacimiento o ntiimero de nacidos totales (LS), nacidos vivos
(NBA) y nacidos muertos (NBD). Ademas se calculé la supervivencia embrionaria (ES) como
el cociente IE/OR, la supervivencia fetal (FS) como LS/IE y la supervivencia prenatal (PS)

como LS/OR. El resumen estadistico de los datos del experimento se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Andlisis descriptivo del tamafio de camada y sus componentes.

Carécter Abre.! N2 Media SDs Min* Max?
Tamano de Camada LS 183 8.88 3.16 1.00 17.00
Numero de Nacidos Vivos NBA 183 8.26 3.5 0.00 15.00
II:I/I?Jr:I‘etI;)OS de Nacidos NBD 183 0.62 1.68 0.00 11.00
Tasa de Ovulaciéon OR 157 14.84: 2.52 9.00 22.00
Embriones Implantados IE 158 12.15 2.98 3.00 19.00
Supervivencia Embrionaria ES 154 0.82 0.17 0.25 1.00
Supervivencia Fetal FS 158 0.75 0.19 0.09 1.00
Supervivencia Prenatal PS 157 0.62 0.21 0.06 1.00

! Abre.: Abreviacién; 2 N: Numero de Registros; ? SD: Desviaciéon Estdndar; * Min: Minimo;
5 Max: Maximo

Extraccion de DNA, Genotipado y Control de Calidad.

El DNA genémico fue extraido de muestras congeladas de sangre usando el Kit de Favorgen
(FABGK 001-2). Se utilizaron 189 muestras con concentraciones minimas de 20 ng/pl y un
volumen minimo de 45 pl. La concentracién fue estimada con Nanodrop ND-1000 y
confirmada por PicoGreen antes de empezar el genotipado. Para la calidad e integridad de
DNA se utilizaron muestras con un ratio de ODgs0/ODaso entre 1.8-2.0, un ratio ODaso/ ODaso
superior a 1.5 y una comprobacién de la integridad en gel de agarosa 1%. La extraccién de
DNA se realizé en el Departamento de Ciencia Animal de la Universidad de Lleida y el
genotipado se realiz6 en el CEGEN (Centro Nacional de Genotipado) de la Universidad de
Santiago de Compostela. Después de la extraccién, dos muestras fueron excluidas por su baja

integridad.

Los resultados fueron analizados con el software Axiom Analysis Suite 1.1.1.66 de
Aftfymetrrix. Los SNPs presentes fueron 199,692. Se utilizaron un conjunto de algoritmos de
genotipado para analizar una gran cantidad de datos brutos y estimar la probabilidad que el
genotipo fuera un heterocigoto (0), homocigoto “A” (1) o homocigoto “a” (2). Cada SNP debia
sobrepasar los umbrales pre-definidos del software para ser considerados como un genotipo

aceptable (Anderson et al., 2010).
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El control de calidad de las muestras y los SNPs después del genotipado fue realizado
utilizando dos programas Axiom Analysis Suite y ZANARDI. Los parametros de calidad para
las muestras fueron una tasa de genotipado (“call rate” - CR) > 97%, DQC (Control de Calidad
del Panel — “Dish Quality Control”) > 0.89 y Plate QC (Control de Calidad de los Paneles) >
0.96 con un promedio de muestras con CR de 99%. Ademas se realiz6 un test de inconsistencia
mendeliana o parentesco y se eliminé una muestra que se designé como una réplica ya que

posefa un valor menor de 1.5 y un 99.87% de similitud con otra muestra.

Para los SNPs se utilizé un tasa de genotipado (CR) > 0.95, genotipos faltantes < 0.97 y una
menor frecuencia alélica (MAF) > 0.03. Ademés aquellos SNPs localizados en el cromosoma

sexual “Y”, y aquellos SNPs no asignados a ningtin cromosoma en el genoma de referencia del

conejo  OryCun2.0 ensamblado, (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/ 'y

http://www.ensembl.org/Oryctolagus cuniculus/Info/Index) también fueron eliminados.

En la Tabla 2 se muestras los criterios de exclusién del control de calidad entre los que se
incluye un test de equilibrio Hardy Weinberg de p-valor < 1076, cominmente utilizado, y la
categoria del SNP. Aquellos SNPs clasificados como PolyHighResolution y NoMinorHom no

fueron excluidos.

El genotipado fue obtenido en formato Affymetrix pero convertido a formato Plink ACTG
por el programa ZANARDI (Marras et al., 2015). Algunos genotipados faltantes en las

muestras fueron imputados usando el procedimiento de BEAGLE v4.0 y solo los SNPs con
una puntuacién de calidad para la imputacién de R* > 0.5 fueron mantenidos como un

genotipado vélido (Browning y Browning 2009).

Tabla 2. Nimero de SNPs excluidos por diferentes criterios

Criterio Numero de SNP Porcentaje
MonoHighResolution 17,282 8.65%
Otros 16,606 8.32%
CallRateBelowThreshold 7,910 3.96%
OTYV (Oft-Target Variant) 1,599 0.80%
No Asignados en Mapa Genémico 31,677 15.81%
Hardy Weinberg (p < 10°9) 10,920 5.47%
Menor Frecuencia Alélica (MAF < 0.03) 32,685 16.37%
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Después del filtrado, un total de 114,659 SNPs (57%) permanecieron en el genotipo. En cuanto

a las muestras, de las 189 muestras originales se utilizaron para el GWAS 183 datos.

Estudio de Asociacién del Genoma Completo

A fin de considerar una posible estratificacién de la poblacién, un grafico de escalado
multidimensional (MDS) de matriz por identidad de estado generd los dos componentes
principales mas importantes de la variacién genética. Con este gréfico se intenté visualizar la
existencia de distancias genéticas debido a la divergencia por el efecto de la seleccién y tener

en cuenta el efecto de tres lineas en el modelo (Bergtelder-Driiing et al., 2015).

La asociacién entre los SNPs y fenotipos para todos los caracteres fue obtenida utilizando el
método de Bayes B, el cual analiza todos los SNPs simultidneamente (Método de Muiltiples
Marcadores) y asume diferentes varianzas genéticas para cada locus. El modelo estadfstico

utilizado fue:

k

j=1

En donde y es el vector de valores fenotipicos, X es la matriz de incidencia de efectos
ambientales predefinidos, b es un vector de efectos ambientales predefinidos (afio-estacién
con seis niveles, estado fisiolégico con dos niveles y linea con tres niveles), k es el nimero
total de SNPs o loci, Zj es un vector que representa el nimero de alelos del alelo de referencia
para cada SNP o locus j (0, 1, 6 2), @; es el efecto de sustitucién aleatorio para el locus j, 5]- es
una variable aleatoria de 0 /1 indicando la ausencia (con probabilidad m) o presencia (con
probabilidad 1 — 7) del locus en el modelo. Los efectos a; tienen una distribucién normal

N(O, O'O%j ),y e esun vector que representa los efectos residuales con una distribucién normal

N(0,02) (Cesar et al., 20145 Meuwissen et al., 2001).
Las varianzas genéticas utilizadas a priori para el andlisis con el método de Bayes B fueron

calculadas por inferencia bayesiana con la base de datos de la seleccién divergente. Las

varianzas y los m se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Las varianzas y el valor pi (7) para el método de Bayes B.

Carécter Vg! Ve? i SNP/Iter*
Tamario de Camada 0.649500 5.255400 0.99947 60.8
Nimero de Nacidos Vivos 0.858864 9.819760 0.99947 60.8
Numero de Nacidos Muertos 0.126133 0.665203 0.99947 60.8
Tasa de Ovulacién 1.5691300 3.881600 0.99954 52.7
Embriones Implantados 1.663800 5.898700 0.99954 52.7
Supervivencia Embrionaria 0.001156 0.027744 0.99955 51.6
Supervivencia Fetal 0.000896 0.005524 0.99954 52.7
Supervivencia Prenatal 0.000225 0.002275 0.99954 52.7

Vg!: varianza genética aditiva; Ve?: varianza residual; SNP/Iter®: nimero promedio de SNPs
con efecto en cada iteracion.

El ntimero de SNPs con efecto diferente de cero en cada iteracién es determinado utilizando
un parametro © (Tabla 3). Este parametro fue calculado para cada caracter en funcién del

ntmero de datos y de SNPs (Ros-Freixedes et al., 2016). La férmula utilizada fue:

N¢ Datos
3 (N2 SNPs)

Los pardmetros del modelo fueron estimados mediante funciones de distribuciones marginales
posteriores. Estas distribuciones fueron estimadas para calcular todos los pardmetros usando
MCMC (Markov Chain Monte Carlos) (Fernando y Garrick, 2013). Después de varios analisis
exploratorios, se utiliz6 un procedimiento en el cual se realizé un burn-in de 100,000
iteraciones, seguidas de 700,000 iteraciones. De estas iteraciones fueron utilizadas una de cada
60 iteraciones para estimar los efectos de los SNPs. Este procedimiento uso el software GenSel

para obtener la distribucién a posteriori de los efectos de los SNPs.

La inferencia de asociacién en este modelo estd basada en una ventana de una megabase (Cesar
etal., 2014). Las ventanas genéticas fueron construidas a partir de los cromosomas y la

distancia en pares de bases anotadas en el mapa de marcadores de OryCun2.0 ensamblado.

En el presente estudio se utilizaron 2,171 ventanas asignadas a los 21 cromosomas

autosémicos y al cromosoma X. La proporcién de la varianza genética explicada por cada
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ventana en una iteracién en particular fue obtenida por la divisién entre la varianza de la
ventana y la varianza del genoma entero en cada iteracién. La ventana fue calculada con un
modelo jerarquizado a partir del conjunto de SNPs que forma cada ventana. Para cada SNP
consecutivo en una ventana se multiplicé el nimero de alelos del alelo de referencia de los
SNPs por su efecto de sustituciéon en esa iteraciéon. Ademds, se asume como una ventana
relevante o QTL putativo, a aquella que explique més del 1% de la varianza genémica para

cada caricter.

La posicién de los genes candidatos fue investigada para cada ventana de una megabase (1-
Mb) usando “UCSC Rabbit Genome Browser and Genome Browser” (Rosenbloom et al., 2015)
y “Gen Ontology” (GO) (Ashburner et al., 2000). Se recuperaron las anotaciones de los genes
de la base de datos “Esembl Genes 85 Database” usando “Biomart Software” (Aken et al,,
2016). La clasificacién funcional y biolégica de los genes fue realizada usando bases de datos

en linea (“online”) sobre anotaciones genémicas: “GeneCards” (http://www.genecards.org/)

y Base de Datos para Anotaciones, Visualizacién y Descubrimiento Integrado - DAVID

(http://David.abce.nciferf.gov/) a través de la herramienta bioinformatica “Better Bunny”

(Stelzer et al. 2016; Jiao et al. 2012; Craig et al. 2012).

Ademds, se realiz6 una evaluaciéon del desequilibrio de ligamiento entre los SNPs de las
ventanas asociados a varios caracteres y que se encontraran adyacentes en el mismo
cromosoma. Estas fueron presentadas en un grafico de bloques de desequilibrio de ligamiento

que se gener6 con el paquete de R LDheatmap (Shin et al., 2006).

Estimaci6n del Indice de Diferenciaciéon Genética (Fst).

El indice de diferenciacién genética mide la variacién de las frecuencias alélicas entre dos
lineas. Las lineas evaluadas fueron tres: linea alta de capacidad uterina (Alta), linea baja de
capacidad uterina (Baja), y linea de referencia (Iinea V). Para el calculo de este indice se utilizé

el procedimiento de Weir y Cockerham (1984), en el cual se calcula para cada SNP:

En donde p es la media de la frecuencia alélica para las dos lineas evaluadas y Gf, es la

varianza de la frecuencia alélica entre las dos lineas. Esta varianza se estimé como:
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ot = (1?) - ®*

En donde ( p? ) es la media del cuadrado de la frecuencia alélica en las dos lineas (Grams

et al,, 2015). Por otra parte, el término de Fg también puede ser definido como el indice de
fijacién o reduccién de la heterocigosidad en subpoblaciones debido a la deriva génica. Por lo
tanto podria ser calculada como un cociente de la sustraccién entre la heterocigosidad esperada

menos la observada, dividida entre la heterocigosidad observada.

Se consideraron SNPs con un efecto relevante, a los que presentaron un valor de Fst igual o
mayor de 0.40 (valor umbral). El umbral se calculé como seis desviaciones estandar desde la
media del Fst de todos los SNPs. Ademas, se definié como un “claster” relevante aquellos que
contenian por lo menos 4 SNPs relevantes y una distancia maxima de 2 Mb entre cada SNP
relevante y menor de 5 Mb entre el primer y Gltimo SNP relevante del “clister”. Como la
seleccién produce un incremento de los indices F'st para una serie consecutiva de SNPs, se
consider6 que un claster de SNPs relevantes darfa mas evidencias de una huella de seleccion

(Carneiro et al., 2014b; Grams et al., 2015; Johansson et al., 2010)

La basqueda y descripcion de los genes dentro de estos “clister” se realiz6 con el

procedimiento descrito en el apartado anterior para el GWAS.

Resultados

Estudio de asociacién para el tamafio de camada y sus componentes

El andlisis de componentes principales representado en un grafico de escalado
multidimensional (MDS), muestra tres grupos de puntos que se corresponden con las dos
lineas divergentes y la linea de referencia (Figura 1). Este resultado apoya la inclusién del
efecto linea en el modelo estadistico para evitar un posible sesgo de los resultados por

estratificacién de la poblacién.
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Figura 1. Grafico de Escalado Multidimensional (MDS). Alta 11: Linea Alta
de Capacidad Uterina de la Generacién 11, Alta 12: Linea Alta de Capacidad
Uterina de la Generacién 12, Baja 11: Linea Baja de Capacidad Uterina de la
Generacién 11, Baja 12: Linea Baja de Capacidad Uterina de la generacién 12,
V 138: Linea V de la generacién 13, V 15: Linea V de la generaciéon 15. Los
puntos se concentran en tres grandes grupos (lineas): Alta, Bajay V.

Los resultados de los andlisis de asociacién con el método Bayes B para los caracteres

reproductivos se presentan a continuacion.

Tamaiio de Camada y Nimero de Nacidos Vivos

La informacién de los resultados para el cardcter tamafo de camada (LS, nimero de nacidos
totales) y ntimeros de nacidos vivos (NBA) sobre las ventanas relevantes encontradas, el
porcentaje de varianza genética explicado por el QTL putativo y los genes en esas regiones se

muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Regiones de QTL asociadas con el tamafio de camada y ntiimero de nacidos vivos en conejo por Bayes B.

Id W!

Cr?

Numero de

%Vars

Nimero de

Inicio/Final de posicién

Genes candidatos

SNP/W! Tamario de . ) en bp*
Camada (LS) Nacido Vivos
(NBA)
1904 17 65 9.75 1.09 72,002,622-72,990,158 PNRC2, BMP4
CDKNs, GMFB, CGRRF1,
1905 17 15 9.72 1.65 73,098,121-73,280,319 SAMDA4A
PES1, TCNg, SLC35E4,
Csorf52, OSBP2, MORC2,
SMTN, INPPs5J, PLA2GS,
2069 21 53 1.23 2.15 3,126,164-3,988,188 RNF185, LIMK2, PIKSIP1,
PATZ1, DRG1, EIF4ENIF1,
SFI1
PTGDR, PTGER2, TXNDC16,
1908 17 50 1.15 1.11 71,014,965-71,994,214 GPR137C, ERO1A, PSMCe,

STYX, FERMT2, DDHD1

!'W: ventana; 2 Cr: cromosoma; ? %Var: porcentaje de varianza genética. * bp: pares de bases
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Para LS se han localizado cuatro ventanas relevantes que representan el 21.84 % de la varianza
genética y el 3.55% de la varianza fenotipica. Los QTL del cromosoma 17 representan el 94%

del total de ventanas que explican la varianza genética de LS.

Para NBA, que es un cardcter muy correlacionado genéticamente con LS, se encontraron las
mismas regiones de QTLs asociadas. Estas ventanas representan el 6.0% de la varianza
genética y el 0.64% de la varianza fenotipica de NBA. De acuerdo con lo observado para LS,
un porcentaje elevado de la varianza genética (64%) de las ventanas asociadas, se debe a los

QTL del cromosoma 17.

Tasa de Ovulacion

La tnica ventana relevante detectada para la tasa de ovulacién representa un porcentaje muy
bajo y no relevante (0.18%) de la varianza fenotipica (Tabla 5). En esta regién sélo se identificé
un gen codificante que se ha propuesto como gen candidato. Ademds, en esta regién estan
localizados otros genes no codificantes, como el gen 5S-rRNA (gen ribosomal) y un gen
pequenio nuclear snRNA denominado U6. Estos genes no codificantes no presentan

anotaciones funcionales, biol6gicas o términos GO.

Tabla 5. Regiones de QTL asociadas con la tasa de ovulacién en conejo por Bayes B.

Numero de Inicio/Final de .
1 2 [0) 3
Id W Cr SNP/W! % Var posicién en b Genes candidatos
46,027,616~
1529 14 40 1.01 46,968,731 MBNLI1

!'W: ventana; ? Cr: cromosoma; ® % Var: porcentaje de varianza genética. * bp: pares de bases

Numero de Embriones Implantados

Se han encontrado cinco regiones asociadas al ntimero de embriones implantados que
representan el 23.04 % de la varianza genética y el 4.95% de la varianza fenotipica (Tabla 6).
El 64% de la varianza genética explicada por estas ventanas corresponde a los QTL del

cromosoma 17.
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Tabla 6. Regiones de QTL asociadas con el nimero embriones implantados en conejo por

Bayes B.
Id W! Cr2 Nimero de %Vars Inlqlq{Flnal de Genes candidatos
SNP/W! posicién en bp*

72,002,622~
1904 17 65 8.78 79,990,158 PNRC2, BMP4
1905 17 15 6.03 73,098,121- CDKNs, GMFB,
’ 73,280,319 CGRRF1, SAMD4A

37,007,378~
1144 11 83 3.52 37,082,329 _—
1146 . -0 301 89,025,425~ TRIO, FAM105A,
) 89,997,550 OTULIN, ANKH

38,003,264~
11456 11 66 1.756 38,987,355 DNAH5

!'W: ventana; 2 Cr: cromosoma; ® %Var: porcentaje de varianza, * bp: pares de bases.

Para el nimero de nacidos muertos (NBD) y las supervivencias embrionaria (ES), fetal (FS) y
prenatal (PS) no se encontré ninguna ventana que explicara mas de un 1% de la varianza
genética por el método de Bayes B. En efecto, las ventanas con mayor valor para el porcentaje
de la varianza genética explicada fue de 0.48% (Cr. 8) para NBD, 0.49% (Cr. 11) para ES, 0.32%

(Cr. 2) para FSy 0.21% (Cr. 14) para PS.

Un estudio mas detallado de las ventanas 1903, 1904 y 1905, que estdn asociadas a tres de los
caracteres estudiados (LS, NBA, IE) revela que existen varios bloques de desequilibrio de
ligamiento en esta regién del cromosoma 17. La Figura 2 generada por LDheatmap (Shin
et al., 2006) muestra los gréficos de desequilibrio de ligamiento (D) en estas ventanas. A
mayor valor de r?, mayor LD y un color rojo méas intenso. En la gréfica, los bloques de
desequilibrio de ligamiento se observan como triangulos de color rojo, siendo la hipotenusa
del triangulo la secuencia de SNPs del bloque de LD. Esto indica que el proceso de seleccién
para capacidad uterina en la linea alta condujo a un incremento de los bloque de desequilibrio
de ligamento en esta regién que se extiende por varios cientos de kilobases, siendo mucho
menor el desequilibrio de ligamento en la linea baja. Utilizando todos los datos atin permanece
un bloque grande de 20 SNPs consecutivos con un r? mayor de 0.8 (parte superior izquierda

del grafico).
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Cromosoma 17 : 71.01 - 73.28 Mb (Completo) Linea Alta de UC

Physical Length:2265.4kb

Physical Length:2265.4kb

r* Color Key r* Color Key

Linea Baja de UC Linea V

Physical Length:2265.4kb Physical Length:2265.4kb

r? Color Key

| -

0 02 04 06 08 1

r? Color Key

| .

0 02 04 06 08 1

Figura 2. Desequilibrio de ligamiento entre los SNPs de las ventanas relevantes del
Cromosomal?7 para el conjunto de las lineas y para las lineas divergentes seleccionadas por
alta y baja capacidad uterina (UC) y la linea de referencia V por separado. El primer SNP se
encuentra en el vértice inferior de cada grafica cuya posicién es 71.01 Mb del cromosoma 17.
El dltimo SNP se encuentra en el vértice superior derecho de cada grafica cuya posicién es
73.28 Mb del cromosoma 17. Los bloques de desequilibrio de ligamiento se observan como
triangulos rojos (r? > 0.8).
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Diferenciacién genética entre lineas
Para estimar los ndices de diferenciacién genética (F'st) para las tres lineas estudiadas (Alta,
Baja y V), se agruparon los animales de las dos generaciones y se consider6 un solo grupo por

linea.

Cuando se utilizaron las dos lineas divergentes para calcular los Fst, los valores de los indices
de diferenciacién genética indicaron una ausencia de huella genémica entre las lineas baja y
alta, de acuerdo al umbral (= 0.40) de nuestro estudio. Solo tres SNPs fueron relevantes ya
que tenfan valores de F'st mayores a 0.40 pero se encontraban en cromosomas distintos
(cromosomas 9 y 13). Sin embargo, si se detectaron huellas gendémicas por efecto de la
seleccion divergente por capacidad uterina cuando se calcularon los Fst de las lineas Altay V,
y de las lineas Baja y V. En la Tabla 7 se muestra el resumen de los “clister” que se han
clasificado relevantes. Se consideraron “clister” relevantes a los que contenfan al menos 4 SNP
relevantes y presentaban una distancia maxima de 2 Mb entre SNPs y menor de 5 Mb entre

el primer y altimo SNP del “claster”.

Las dos regiones con mayor ntimero de SNPs relevantes se encuentran en el cromosoma 11 y
13 para los Fst calculados con la linea baja de capacidad uterina y la linea de referencia (Tabla
7). En el Manhattan-plot de la Figura 3, se puede observar la cantidad de SNPs relevantes
utilizando dos umbrales diferentes, uno mayor que 6 desviaciones estdndar (F'st = 0.4) y otro
mayor que cuatro desviaciones estandar. El umbral utilizado, F'st = 0.4, genera menor cantidad
de SNP relevantes, lo que podria explicar que el nimero de “clister” relevantes también sea
pequefio. Ademads, encontramos un “clister” relevante en el cromosoma siete que se repite
tanto para los Fst de la linea alta con la linea de referencia y la linea baja con la linea de

referencia.

Cuando se intent6 identificar genes en esas areas gendmicas utilizando el software Biomart,
se observé que las regiones de los “clister” relevantes encontrados para los Fst entre la linea
alta y la de referencia, no presentaban anotaciones genémicas. Inclusive, el “clister” 2 del
cromosoma 7 (Tabla 7), descubierta en ambas comparaciones, es una regién inter-génica; por
lo tanto su alto Fst posiblemente podria ser el resultado de la deriva génica en las primeras

generaciones de seleccién.
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Tabla 7. Ntimero y caracteristicas de los “claster” obtenidos a partir de los indices de
diferenciacién genética (Fst) entre las poblaciones estudiadas, la linea alta de
capacidad uterina (Alta) - la linea de referencia (linea V) y la linea baja de capacidad
uterina (Baja) y la linea de referencia (linea V)

Numero de

Lineas I:Tﬁr/nero”de O Inicio/Final de Posicién  Largo en SNPs
claster” ! en bp? Mb
relevantes
Alta UC* -V 1 7 3,622,155-3,680,724 0.06 5
2% 7 167,905,624-167,990,601 0.08 4
3 11 48,575,775-48,960219 0.38 15
Baja UC* -V 4 1 152,437,729-153,032,499 0.59 4
2% 7 167,905,624-167,990,601 0.08 4
5 9 100,656,849-102,198,102 1.54 4
6 11 27,415,436-29,341,239 1.93 26
7 13 39,847,161-41,879,148 2.03 16
8 X 77,441,348-77,784,401 0.34 4

' Un “clister” se considera relevante cuando contenfa al menos 4 SNP relevantes y
presentaban una distancia maxima de 2 Mb entre SNPs y menor de 5 Mb entre el primer y
altimo SNP del “claster”. 2 Cr: cromosoma; ® bp: pares de bases. * es la misma regién
cromosémica para las dos comparaciones de lineas.
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Figura 3. Manhattan-Plot de los valores Fst obtenidos de la linea baja de UC con la linea de
referencia (linea V). Cada punto representa un Fst, y los diferentes colores representan los 22
pares de cromosomas del conejo. La linea discontinua de color naranja representa un umbral
que se calculé6 como la media més cuatro desviaciones tipicas. La linea discontinua negra
representa el umbral para un valor de Fst igual a 0.40.

El andlisis para identificar genes funcionales para los “clister” que presentaron fndices de
diferenciaciéon génicas relevantes entre la linea baja de UC y la linea de referencia, muestra
que existen una gran cantidad de genes candidatos por posicién de acuerdo al tamafio del
“clister” (Tabla 8). En efecto, el cromosoma 13 tiene 53 genes anotados, estos genes podrian
estar involucrados en las huellas de seleccién después de la seleccién por baja capacidad
uterina; de todos ellos solo 22 han sido propuestos como genes candidatos. Las regiones del
autosoma 13 y el cromosoma sexual “X” son los tinicos que presentan genes involucrados
directamente con procesos reproductivos como la espermatogénesis, la fecundacién, el
desarrollo placentario, el desarrollo ovérico y el sistema endocrino femenino. Estos genes son:
“Tudor and KH Domain Containing” (TDRKH), Ornithine Decarboxylase Antizyme 3
(OAZ3), “Irinucleotide Repeat-Containing Gene 4 Protein” (TNRC4), “Aryl Hydrocarbon
Receptor Nuclear Translocator” (ARNT) y Dachshund family Transcription factor 2
(DACH2). Ademas hay otro conjunto de genes relacionados con procesos de regulaciéon
negativa en la respuesta inmunolégica (células T), la mineralizacién de huesos y el proceso de
apoptosis (proliferacién celular), que podrian haber contribuido a la disminucién de tamario de
camada en la linea baja. Entre ellos tenemos los genes: “FER Tyrosine Kinase” (FER),
“Myeloid Cell Leukemia 17 (MCL1), “Extracelular Matrix Protein 1”7 (ECM1), “BCL 2 /
Adenovirus E1B 19 KD Indrirecting Protein Like” (BNIPL), “Proteasome subunit beta Type
—4” (PSMB4), y “Tumor Necrosis Factor — Alpha induced protein 8 —like 2” (TNFAIP8L2).
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Tabla 8. Ntimero de genes candidatos, principales genes candidatos y funciones biolégicas de
los “claster” obtenidos a partir de los indices de diferenciacién genética (Fst) entre la
linea baja de capacidad uterina (Baja) y la linea de referencia (linea V).

Cr! Ijg“é%g Princcii iZZtGOEneS Funciones Biolégicas
1 ; CTR 9é EIIJP; T(‘;IQS’ - dA:(z:;iizr?pligﬁ. Polimerasa y el proceso
- Glicosilacién Proteica
- Receptores transmembranas y activacién
MC4R, CDH20, de vias de senales

9 3 RNF1s2 - Regl/ﬂacic’).n de procesos metabdlicos
- Unién de iones metélicos
- Lipidos de membrana
- Regulacién de sefiales de factores de
crecimiento epidérmico
- Proliferacién celular y fosforilacién.

FBXL17, FER, PJA2, - Procesos metabdlicos de manosa.

H MAN2A1 - Actividad catalitica y desarrollo del
higado.
- Regulacién de Proteina Quinasa A
- Unién de iones metélicos (Zinc)
- Unién de iones metélicos (selenio, calcio,
zinc).
- Actividad de hidrolisis palmitoil-CoA
- Metabolismo de acidos grasos
- Rutas sefiales mediadas por esteroides
RPTN. SIOOA11. ~ Espermatogénesis, metilacién en
’ ’ gametos, fertilidad y meiosis en machos
gg%gﬁ%gg?g’ - Desarrollo Embrionario de la Placenta
OAéS MRPLQ’ - Constituyente estructural en ribosomas
TNRCAL SNXo 7’ - Unién de nucledtidos y proteinas
13 53 POGZ ,PSMBZL, - Regulacién de splicing de mRNA.
’ ’ - Procesos catabdlicos celulares-protedlisis
A?}F&,ﬁ?fiﬁ?ﬁﬁ’ - Actividad metabdlica fostatilinositol.
’ " - Regulacién negativa de respuesta
M CLA?NC{(I‘AS% %Iéll:?l" inflamatoria (antigeno) y activacién de
TNFAIPsLg ~ CulasT L
- Regulacién de factores de transcripcion
- Respuesta a acidez de pH.
- Regulacién Negativa de Mineralizacién
de huesos.
- Regulacién de tasa de crecimiento y
proliferacién celular.
- Desarrollo de primeras caracteristicas
X ) DACH2 sexuales en la hembra.

- Desarrollo ovérico y respuesta de
secreciones hormonales.

Un “claster” se considera relevante cuando contenfa al menos 4 SNPs relevantes y presentaban
una distancia maxima de 2 Mb entre SNPs y menor de 5 Mb entre el primer y tltimo SNP del
“claster”. Cr': cromosoma, GC?: genes candidatos.
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En la Tabla S1 del Material Suplementario se encuentra las abreviaturas y nombres de los

genes presentes en este documento.

Discusién

El nimero de ventanas para tamafio de camada en nuestro estudio es pequefio comparado con
los estudios publicados en porcino (Onteru et al., 2011; Schneider et al., 2014). Las ventanas
encontradas para el tamafo de camada y el nimero de nacidos vivos son las mismas, lo cual
puede ser explicado por la alta correlacién genética entre ambos caracteres en conejo (Blasco

et al., 2005; Garcia y Baselga, 2002b).

Las anotaciones en las bases de datos de conejo estdn incompletas en cuanto a la informacién
de evidencia funcional sobre los genes de la especie. Por este motivo, para comprender la
funcién de los genes y su participacién en las diferentes rutas biolégicas se utilizé las
anotaciones de los ortélogos en humano, ratén y rata. De acuerdo a los resultados de las
anotaciones obtenidas para el tamafio de camada y el nimero de nacidos vivos, existe un
“clister” de genes que presentan una gran asociaciéon por sus anotaciones biolégicas: PTGDR
(Prostangaldin D2 Receptor), PTGER2 (“Prostanglandin E Receptor ¢27), PIK3IP1
(phosphoinositide-3-kinase interacting protein 1) y GPR137C (G protein-coupled receptor
137C). Una de las principales funciones biolégicas de este grupo de genes es la actividad de
receptores icosanoides y prostanoides (prostaglandinas), funcién atribuida principalmente a
los genes receptores de la prostaglandinas (PTGDR y PTGER2). Las anotaciones de otro
grupo de genes como son los genes BMP4, LIMK2, PTGDR y STYX, estan principalmente
asociadas a procesos reproductivos en humanos, rata y ratén. Otras anotaciones funcionales
de interés son las relacionadas con las moléculas asociadas al citoplasma (en la que
participarfan 12 genes, entre ellos PNRC2, CDKN3, LIMK2, SAMD4A) y la regulacién
positiva de procesos metabdlicos (cuatro genes que son BMP4, PSMC6 y SAMD4A).

Las prostaglandinas son necesarias para el buen funcionamiento del endometrio, miometrio y
atero. Los genes de los receptores de prostaglandina I (PTGFR) tienen un papel mas
relevante durante el ciclo reproductivo de la hembra y la embriogénesis que los otros genes
receptores de la prostaglandinas (Blesson y Sahlin, 2014). Por otra parte, el gen receptor de la
prostaglandina PTGDR tiene mayor importancia en el macho para la sefalizacién de la
diferenciacién de células de Sertoli y germinales en el desarrollo embrionario de los testiculo

y la espermatogénesis en adultos (Rossitto et al., 2014). No obstante, una alteracién en el
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reconocimiento de la prostaglandina tendria efectos sobre la expansién del cumulus que rodea

al ovocito y problemas en el parto en la hembra (Matzuk y Lamb, 2002).

Por otro lado, los genes de la familia factor-beta de crecimiento y transformacién como el gen
BMP4 estan ampliamente relacionados con el crecimiento y desarrollo folicular en los ovarios
de mamiferos (Al-Samerria et al., 2015; Zhu et al., 2013). Estos genes son expresados en las
células de la teca y junto con el gen IGF previenen o retrasan la atresia o lutenizacién en
bovino y caprino, modulan la esteroidogénesis y la regulacién de los receptores de las
hormonas foliculo estimulante y luteinizante para incrementar el nimero de células viables
(Glister et al., 2004; Zhu et al., 20138). Por lo tanto, BMP4 es esencial para el desarrollo de los
toliculos primordiales, su supervivencia y su potencial calidad para los subsecuentes procesos
embrionarios, ya que previene la apoptosis de oocitos por la regulacién de Sohlh2 y c-kit (Ding
et al., 2013). No obstante, en nuestro estudio este gen no fue identificado como una regién
asociada a la tasa de ovulacién sino al tamafio de camada. Respecto a su posible papel en el
tamafio de camada, el gen BMP4 en humanos se ha visto que est4 involucrado con el desarrollo
del trofoblasto, que es un tejido que rodea al blastocisto y que estd implicado en la fijacién e
implantacién del embrién y en la posterior formacién de la placenta (Li y Parast, 2014). Por
otra parte, los genes LIMK2 y STYX influyen en la degeneracién de espermatogonias en los
tabulos seminiferos, incrementa la apoptosis y defectos en la desarrollo de las espermatidas

(Matzuk y Lamb, 2002).

En cuanto a los genes de mayor relevancia asociados con el cardcter nimero de embriones
implantados tenemos el BMP4, ANKH, CGRRF11, CDRKN3 y SAMD4A. Estos genes estdn
involucrados en funciones de regulacién negativa de la proliferacién celular, la regularizacién
de la mineralizacién de los huesos y la formacién biomineral. Ademas, en ratén, los genes
BMP4, ANKH y CDKNS3 parecen estar involucrados en procesos de desarrollo embrionario.

(Goggolidou et al., 2013; Gurley et al., 2006; Lawson et al., 1999)

De todos los genes encontrados en esta regiones gendémicas, Gnicamente el gen ERO1A
precursor del transcrito ER1L, se ha encontrado asociado con diferencias de expresiéon en las
lineas de capacidad uterina en conejos (Ballester et al., 2013). EI gen ERO1A esté relacionado
con el mantenimiento de la homeostasis dentro del reticulo endoplasmético y una
sobreexpresién puede generar apoptosis en las células (Benham et al., 2013; Konno et al,,
2015). Sin embargo, no se encontraron regiones asociadas en los cromosomas 1,13 y X, que es

donde se localizan tres de los genes candidatos propuestos en previos articulos para la
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capacidad uterina en conejo. Estos genes propuestos son el gen PGR (receptor de
progesterona), el gen OVGP1 (glicoproteina oviductal 1) y el gen TIMP1 (tejido inhibidor de
la metaloproteinasa 1), respectivamente (Argente et al., 2010; Merchén et al., 2009; Peiro

et al.,, 2010).

Los genes encontrados en nuestro andlisis de asociacién no se corresponden con los
encontrados en porcino para la tasa de ovulacién (Schneider et al., 2014), el tamafio de camada
y el nimero de nacidos vivos (Onteru et al., 2011; Schneider et al., 2012; Spotter y Distl, 2006).
De acuerdo con lo publicado con otros autores, se han encontrado QTLs asociados a varios
caracteres. En nuestro estudio, dos QTL en el cromosoma 17 se solapan para LS, NBA y IE.
Schneider et al. (2012) encontraron varias regiones de QTL solapadas para el tamafo de
camada, el nimero de nacidos vivos y muertos y el promedio del peso de la camada en una
poblacién de cerdos compuesta por reproductores de tres razas. Otros estudios realizados en
porcino indican que los genes que se expresan para el tamafio de camada pueden ser diferentes
a los expresados para otros componentes de tamarfo de camada (Onteru et al., 2011; Schneider
et al,, 2014). Ademas, los genes expresados podrian ser diferentes dependiendo del orden del
parto y de la poblacién estudiada; esto dificultarfa utilizar esta informacién en otras
poblaciones comerciales (Blasco y Toro, 2014; Onteru et al., 2011; Sell-Kubiak et al., 2015).
Bergtelder-Driiing et al. (2015) no encontraron QTLs solapados para nimero de nacidos vivos
en diferentes poblaciones comerciales de cerdo utilizando varios partos y cuestionan la utilidad
de las estrategias de poblaciones divergentes para detectar QTL relevantes o mejorar la

precisién de la seleccién genémica.

En el andlisis de los indices de diferenciaciéon genética (F'st) no se detectaron huellas de
seleccién para las lineas alta y baja. Estos resultados estdn en desacuerdo con los resultado
publicados por Grams etal. (2015). En ese trabajo se encontraron 13 “clister” en dos
poblaciones divergentes de gallinas ponedoras para el cardcter comportamiento agresivo. En
ese estudio la media de Fst entre las dos lineas fue de 0.15 versus el encontrado en las lineas
divergentes por capacidad uterina que fue de 0.053. No obstante, la media de 0.053 es superior
a las encontradas al estudiar el st de la linea de referencia con cada una de las lineas
divergentes (0.046 en ambos casos), en las que sf se detectaron huellas genémicas por efecto
de la seleccién divergente por capacidad uterina. Una posible explicaciéon es que la seleccién
en las lineas alta y baja haya modificado la frecuencia de diferentes genes en cada una de las
lineas divergentes, asi habria mas genes afectados, pero la magnitud del cambio de frecuencias

de esos genes serfa menor y més dificil de detectar. En los estudios realizados comparando
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conejo doméstico y salvaje, se han detectado hasta 78 regiones con Fst > 0.35 y una
heterocigosidad mayor a 0.05, con un gran cantidad de estas regiones en el cromosoma X
(Carneiro et al., 2014a). Sin embargo en subespecies y poblaciones comerciales de conejo, no
se han observado estos valores tan altos de Fst, lo cual implica que el conejo presenta varios
sitios de barridos selectivos en su genoma por la domesticacién, y una disminucién de la
variabilidad en las poblaciones comerciales de conejo (Carneiro et al., 2014b). Estos resultados,
estdan de acuerdo con la ausencia de deteccién de huellas genémicas en las lineas divergentes
de capacidad uterina ya que provienen de una poblacién cerrada con varias generaciones de

seleccién por tamafio de camada.

En este trabajo sélo se encontraron seis “clister” como huellas de seleccion para los indices de
diferenciaciéon genética entre la linea baja y V. Precisamente un solo “clister” fue encontrado
en el cromosoma X, el cual corresponde al gen DACHZ2. Los alelos favorables del gen DACH2
deben estar en frecuencias altas en la linea V pero no as{ en la linea baja. La naturaleza de los
resultados de F'st indica que la seleccién aumento varias regiones y que la interaccién entre
estas regiones podria ser la responsable de expresar la divergencia entre las lineas. Por lo
tanto, podemos deducir que la magnitud de la capacidad uterina y tamafio de camada presentan
una naturaleza poligénica (Carneiro et al., 2014a; Peripato et al., 2004) y que otros factores

como la epistasia podrian haber influido en estos caracteres.

Conclusiones e Implicaciones

Para concluir, las regiones genémicas y los genes identificados por este estudio muestran un
avance en el conocimiento del tamaifio de camada en conejo. Este estudio es el primer anélisis
de asociacién de genoma completo en conejo y para ello se ha utilizado un panel de 200 K de
Aftfymetrix. Los resultados revelan cuatro 4reas importantes para el tamafio de camada y un
posible efecto pleiotrépico de algunos genes del cromosoma 17 por el solapamiento de QTLs
para varios caracteres (tamafio de camada al nacimiento, nimero de nacidos vivos y el niimero
de embriones implantados). Unos genes candidatos fueron identificados por su plausible
funcién en procesos reproductivos, entre ellos cabe destacar BMP4 y PTGDR. Por otra parte,
en el estudio de biisqueda de huellas de seleccién no se encontré ninguna huella de seleccién
entre las lineas divergentes pero si entre la linea seleccionada para disminuir la capacidad
uterina y la linea de referencia. Estos resultados apoyan la hipétesis de que en la linea alta de
capacidad uterina, los genes con efectos grandes ya estdn fijados o con frecuencias muy

elevada, lo que es coherente con el hecho de que los animales de la poblacién base de las lineas
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divergentes provienen de una linea seleccionada durante 12 generaciones por tamafio de

camada.

Nuestros hallazgos ofrecen un nuevo punto de partida para futuras investigaciones sobre el
uso de otras estrategias de selecciéon para mejorar el tamafio de camada o la aplicacién de la

seleccion genémica en poblaciones comerciales de conejo.
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Tabla S1

Chromosome Associated Gene o
Name Name Description

1 CTR9 CTR9 homolog, Paf1/RNA polymerase Il complex component
1 EIFAG2 eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 2
1 GALNT18 polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 18
9 MC4R melanocortin 4 receptor
9 CDH20 cadherin 20
9 RNF152 ring finger protein 152
11 TRIO trio Rho guanine nucleotide exchange factor
11 FAM105A family with sequence similarity 105 member A
11 OTULIN OTU deubiquitinase with linear linkage specificity
11 ANKH ANKH inorganic pyrophosphate transport regulator
11 DNAH5 dynein axonemal heavy chain 5
11 FBXL17 F-box and leucine rich repeat protein 17
11 FER FER tyrosine kinase
11 PJA2 praja ring finger ubiquitin ligase 2
11 MAN2A1 mannosidase alpha class 2A member 1
13 RPTN Repetin
13 TCHHL1 trichohyalin like 1
13 S100A11 protein S100-A11
13 S100A10 Protein S100-A10
13 THEM4 thioesterase superfamily member 4
13 THEMS thioesterase superfamily member 5
13 RORC RAR related orphan receptor C
13 LINGO4 leucine rich repeat and Ig domain containing 4
13 TDRKH tudor and KH domain containing
Oryctolagus cuniculus ornithine decarboxylase antizyme 3

13 OAZ3 ' ° y(OAZ?,), n\:RNA.
13 MRPL9 mitochondrial ribosomal protein L9
13 RIADL regulatory subunit of type Il PKA R-subunit (Rlla) d.OTnain
containing 1

13 TNRC4 Trinucleotide Repeat-Containing Gene 4 Protein
13 SNX27 sorting nexin family member 27
13 TUFT1 tuftelin 1
13 CGN cingulin
13 POGZ pogo transposable element with ZNF domain
13 PSMB4 proteasome subunit beta type-4
13 SELENBP1 selenium binding protein 1
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13 PI4KB phosphatidylinositol 4-kinase beta
13 ZNF687 zinc finger protein 687
13 PSMD4 proteasome 26S subunit, non-ATPase 4
13 PIP5K1A phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase type 1 alpha
13 VPS72 vacuolar protein sorting-associated protein 72 homolog
13 TMOD4 tropomodulin 4
13 SCNM1 sodium channel modifier 1
13 LYSMD1 LysM domain containing 1
13 TNFAIP8L2 Tumor necrosis factor alpha-induced protein 8-like protein 2
13 SEMAG6C semaphorin-6C precursor
13 GABPB2 GA binding protein transcription factor beta subunit 2
13 MLLT11 myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia; translocated

to, 11
13 CDC42SE1 CDC42 small effector 1
13 Clorf56 chromosome 1 open reading frame 56
13 BNIPL BCL2/adenovirus E1B 19kD interacting protein like
13 PRUNE1 prune exopolyphosphatase
13 FAMG63A family with sequence similarity 63 member A
13 ANXA9 annexin A9
13 CERS2 ceramide synthase 2
13 SETDB1 SET domain bifurcated 1
13 ARNT aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator
13 CTSK Cathepsin K
13 CTSS cathepsin S
13 ENSA endosulfine alpha
13 MCL1 myeloid cell leukemia 1
13 ADAMTSL4 ADAMTS like 4
13 ECM1 extracellular matrix protein 1
13 RPRD2 regulation of nuclear pre-mRNA domain containing 2
13 PRPF3 pre-mRNA processing factor 3
13 CIART circadian associated repressor of transcription
13 Clorf54 chromosome 1 open reading frame 54
13 APH1A aph-1 homolog A, gamma-secretase subunit
13 CAl14 carbonic anhydrase 14
13 PLEKHO1 pleckstrin homology domain containing O1
14 MBNL1 muscleblind like splicing regulator 1
17 PNRC2 proline-rich nuclear receptor coactivator 2
17 BMP4 bone morphogenetic protein 4
17 CDKN3 cyclin dependent kinase inhibitor 3
17 GMFB glia maturation factor beta
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17 CGRRF1 cell growth regulator with ring finger domain 1
17 SAMDA4A sterile alpha motif domain containing 4A
17 PTGDR prostaglandin D2 receptor (DP)
17 PTGER2 prostaglandin E receptor 2
17 TXNDC16 thioredoxin domain containing 16
17 GPR137C G protein-coupled receptor 137C
17 ERO1A endoplasmic reticulum oxidoreductase alpha
17 PSMC6 proteasome 26S subunit, ATPase 6]
17 STYX serine/threonine/tyrosine interacting protein
17 FERMT?2 fermitin family member 2
17 DDHD1 DDHD domain containing 1
21 PES1 pescadillo ribosomal biogenesis factor 1
21 TCN2 transcobalamin 2
21 SLC35E4 solute carrier family 35 member E4
21 C5o0rf52 chromosome 5 open reading frame 52
21 0OsBP2 oxysterol binding protein 2
21 MORC2 MORC family CW-type zinc finger 2
21 SMTN smoothelin
21 INPP5)J inositol polyphosphate-5-phosphatase J
21 PLA2G3 phospholipase A2 group I
21 RNF185 ring finger protein 185
21 LIMK2 LIM domain kinase 2
21 PIK3IP1 phosphoinositide-3-kinase interacting protein 1
21 PATZ1 POZ/BTB and AT hook containing zinc finger 1
21 DRG1 developmentally regulated GTP binding protein 1
51 EIFAENIFL eukaryotic translation initiation factor 4E nuclear import

factor 1
21 SFI1 SFI1 centrin binding protein
X DACH2 dachshund family transcription factor 2
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DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

El tamafio de camada mantiene el interés como carécter objetivo de seleccién en las diferentes
especies prolificas por su importancia econdémica. No obstante, es un caracter complejo por ser
el resultado de un proceso secuencial desde la ovulacién hasta el parto. La respuesta genética
ha sido baja y el desconocimiento de su naturaleza genética hace dificil encontrar una
estrategia de seleccién mas 6ptima (Antonini et al. 2009; Noguera et al. 2002). EI objetivo de
nuestro estudio fue contribuir al conocimiento de las regiones genémicas asociadas al tamafio

camada para generar informacién que pueda ser util en la mejora genética de este carécter.

La deteccién de dreas genémicas asociadas al tamafio de camada y sus componentes se abordé
mediante un estudio de asociacién del genoma completo (GWA) y mediante la estimacién de
indices de diferenciacién genética (Fst). E1 GWAS sé6lo puede detectar las areas genémicas
cuyos genes tuvieron un efecto mayoritario en los animales del experimento (Ball, 2013). En
cambio, los {ndices de diferenciacién genética detectan las 4reas que con mayores frecuencias
han sido afectadas por el proceso de las fuerzas evolutivas (seleccién y deriva en nuestro
experimento) (Hedrick, 2011). Las 4reas genémicas detectadas con ambas aproximaciones
tfueron distintas. El hecho de que no coincidan las 4reas genémicas detectadas por GWAS y
F'st, apoyaria la hip6tesis de que la variabilidad genética observada para el tamaifio de camada
y sus componentes tiene una base poligénica grande. Con estas aproximaciones no se
detectarfan los genes de gran efecto, posiblemente ya fijados por la seleccién natural o artificial
en el conejo doméstico (Carneiro etal, 2014b). En nuestro experimento de seleccién
divergente se utilizaron tres poblaciones que provienen de una linea seleccionada previamente

por tamarfio de camada al destete.

Asumiendo que la variabilidad genética estuviera explicada por muchos genes, se deberfan
encontrar un nimero elevado de dreas genémicas y de genes asociados a los caracteres, sin
embargo en nuestras lineas solo se encontraron 8 regiones genémicas que contienen 37 genes
diferentes. Nuestro experimento tiene la limitacién de que el nimero de animales utilizados es
bajo, lo que dificulta la detecciéon de un nimero grande de genes poligénicos. En porcino,
utilizando un nimero mayor de animales que en nuestro estudio, se han detectado hasta 80
regiones genémicas asociadas al tamafio de camada y la tasa de ovulacién (= 400 animales,

Onteru et al. 2011; = 1000 animales, Schneider et al. 2014).
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El analisis de asociacién del genoma completo, utilizando datos del segundo parto, detectd
regiones gendémicas asociadas en los cromosomas 11, 14, 17 y 21. Especial atencién tiene las
regiones del cromosoma 17, ya que se solapan para el tamafio de camada, el nimero de
embriones implantados y el nimero de nacidos vivos. Esto podria ser el resultado de la elevada
correlacion entre estos tres caracteres (Garcia y Baselga, 2002b; Laborda et al., 2012b). Los
genes candidatos dentro de las regiones genémicas asociadas al tamafio de camada pueden

llegar a explicar el 21,84% de su varianza genética.

En el total de 4reas genémicas detectadas por el GWAS se han identificado 37 genes, de los
cuales presumimos que por lo menos la mitad de ellos son asociaciones falsas. Esto es
respaldado por los resultados para la potencia de detecciéon de asociaciones obtenidos en los
estudios de simulacién con las lineas divergentes. El estudio muestra que el valor predictivo
positivo para 10,010 QTN fue del 57% por término medio. Esto quiere decir que
aproximadamente la mitad de los SNPs dentro de las ventanas serfan falsos positivos y no
estarfan asociados a los caracteres estudiados. El modelo infinitesimal (10,010 QTN) supuesto
en el estudio de simulacién mostré que a pesar de tener una moderado a alto error tipo I (falsos
positivos), tendrfamos una potencia de deteccién y un valor predictivo positivo aceptables.
Esta alta potencia utilizando lineas divergentes se debe a que los QTNs se encuentran con un
alto valor para la menor frecuencia alélica (MAF). Un MAF elevado aumenta la potencia de
deteccién de asociaciéon de un QTN sin importar la magnitud del efecto de QTN (De Maturana
et al.,, 2014)

Las huellas de seleccién detectadas podrian ser debido al efecto de la selecciéon y/o la deriva
génica (Grams et al., 2015). La deriva puede ser un factor importante en los procesos de
seleccién dependiendo del tamario efectivo de la poblacién. Los resultados de la simulacién con
el mismo tamarno efectivo de la poblacién del experimento de seleccién por capacidad uterina
demostraron que por deriva se fijan hasta un 50% de los QTNs. El efecto de la deriva se estimé
que podria suponer hasta el 14.52% de la respuesta genética a la seleccién por capacidad

uterina.

En sintesis, la investigacién tiene como conclusiones generales, los siguientes enunciados:

A. Estudio de simulacién del experimento de seleccién divergente por capacidad uterina
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Con el mismo nimero de individuos, la estrategia de utilizar animales procedentes de
dos lineas divergentes por capacidad uterina es mas eficaz para detectar asociaciones
positivas, entre regiones genémicas y el cardcter seleccionado, que cuando se utilizan

animales de una sola linea.

Los tres escenarios de estructura genética (10010, 1010, 110 QTNs) analizados con
las lineas divergentes presentan valores similares para el error tipo I y la potencia de
deteccién. Sin embargo, el grupo de 10,010 QTNs presenta un valor por término medio

més elevado para el valor predictivo positivo.

La deriva tiene un efecto moderado, entre un 385 a un 50% de los QTN fijados en el
experimento de seleccién divergente por capacidad uterina. Estos QTNs fijados solo

explican entre 10% y el 15% de la respuesta de seleccién por capacidad uterina.

Andélisis por GWAS y huellas de seleccién del experimento de seleccién divergente:

Se detectaron 4, 4, 1 y 5 regiones gendémicas asociadas al tamafo de camada, nimero
de nacidos vivos, tasa de ovulacién y numero de embriones implantados,
respectivamente. Para tamafio de camada, las cuatro ventanas relevantes explican el
21.84 % de la varianza genética y el 3.55% de la varianza fenotipica. El 64% de la

varianza genética explicada por estas ventanas se debe a los QTL del cromosoma 17.

Se identificaron una lista de 37 genes dentro de las ventanas asociadas al tamaiio de
camada, el niimero de nacidos vivos, la tasa de ovulacién y el nimero de embriones
implantados. Los genes BMP4, LIMK2, PTGDR, STYX, ERO1A, ANKH y CDKN3
se perfilan como posibles genes candidatos para el tamafo de camada y sus

componentes.

Se encontraron como huellas de seleccién, tres “clister” relevantes entre la linea de
alta capacidad uterina y la linea V, y seis “clister” entre la linea de baja capacidad
uterina y la linea V. No se encontraron “clister” entre las lineas divergentes con los

criterios establecidos en este estudio.
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