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INTRODUCCION

El tamafio de camada es considerado uno de los caracteres mas importante en produccién
cunicola. Sin embargo, la seleccién genética directa del tamafio de camada e indirecta a
través de sus componentes (i. e. tasa ovulacidon y capacidad uterina) ha obtenido una baja
repuesta a la seleccion (Khalil y Al-Saef, 2008). Desde el 2015, la disponibilidad de
genotipados de alta densidad en conejo ha permitido la posibilidad de realizar estudios de
asociacion del genoma completo (GWAS). La identificacion de las regiones del genoma que
estan directamente asociados con la variabilidad en los fenotipos puede ayudar a
comprender mejor el control genético de los caracteres productivos. Por otra parte, los
experimentos de seleccion divergente pueden ser un material excepcional para este tipo de
estudios. El objetivo de este estudio fue identificar regiones genémicas asociadas al tamafio
de camada y sus componentes, a partir de los datos de un experimento de seleccion
divergente por capacidad uterina en conejo.

MATERIAL Y METODOS
Material animal: Los animales utilizados en este estudio proceden de tres lineas de conejo:
linea alta de capacidad uterina (HUC), linea baja de capacidad uterina (LUC) y linea V
seleccionada por tamafio de camada al destete. La poblacidn base de las lineas divergentes
de capacidad uterina provienen de la generacién 12 de la linea V. La capacidad uterina fue
estimada como el nimero de nacidos totales en hembras unilateralmente ovariectomizadas.
Después de diez generaciones de seleccion por capacidad uterina, la seleccion fue relajada.
Para este experimento, las hembras HUC y LUC provienen de las generaciones 11y 12. Las
hembras de la linea V provienen de los descendientes de dos poblaciones de la generacion
13 y 15, reconstituida a partir de embriones vitrificados (Santacreu et al., 2005). Los datos
fenotipicos fueron recolectados en la segunda gestacion de conejas intactas y
contemporaneas. Los caracteres evaluados fueron: niumero de nacidos totales (NT), vivos
(NV) y muertos (NM), la tasa de ovulacion (TO), el nimero de embriones implantados (El) y
las supervivencias embrionaria (SE), fetal (SF) y prenatal (SP). A los doce dias de la
gestacion se estimé TO por recuento de cuerpos liteos y El por laparoscopia en ambos
cuernos uterinos. Al nacimiento se registré el tamafio de camada como numero de nacidos
totales (NT) y ademas se recolectdé NV y NM. Ademas, se calculd6 SE como el cociente
EI/TO, SF como NT/El'y SP como NT/TO. El numero total de animales con datos de fenotipo
y genotipo fue 183 hembras.
Datos genomicos: Los animales fueron genotipados utilizando un chip 200k Affymetrix
Axiom OrcunSNP Array (Affymetrix, Inc. Santa Clara, CA, USA). El control de calidad fue
realizado utilizando el programa ZANARDI (Marras et al., 2016). Las muestras con
frecuencia de genotipos faltantes > 3% y errores en el test de segregacion mendeliana
fueron excluidas del estudio. El control de calidad de los SNPs consistié en incluir aquellos
con una menor frecuencia alélica (MAF) = 3%, tasa de genotipado = 95%, test de Hardy-
Weinberg con p-valor = 1,0E7 y con posicién conocida en el mapa genémico del conejo.
Después del control de calidad, un total de 117.806 SNP (59%) fueron utilizadas en el
analisis.
Analisis estadistico: El andlisis de asociacion del genoma completo fue realizado utilizando
el siguiente modelo estadistico:

k
j=1

donde y es el vector de valores fenotipicos, X es la matriz de incidencia de efectos

sistematicos, b es un vector de efectos sistematicos (afio-estacion, estado de lactacion y
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linea), z; es un vector que indica el genotipo en el locus j (j = 1,..., k), a; es el efecto de
sustitucion aleatorio para el locus j, §; es una variable aleatoria de 0 /1 indicando la ausencia
(con probabilidad 1) o presencia (con probabilidad 1 — ) del locus en el modelo. La
proporcién de SNPs con efecto diferente de cero en cada iteracion es determinado utilizando
un parametro 1. Los efectos «; de los SNPs incluidos en el modelo tienen una distribucion
normal N(0,62.), y e es un vector de efectos residuales con una distribucion normal
N(0,02). Esta modelizacion de los “priors” se denomina Bayes B. Los parametros del
modelo fueron estimados con el software GenSel v.4. El valor de 1 (0.9995) fue fijado en
funcién del nimero de datos y de SNPs (Ros-Freixedes et al., 2016). La asociacién entre las
regiones genomicas y el caracter fue evaluada a través de la distribucion marginal posterior
del porcentaje de la varianza gendmica explicada por cada region de 1 Mb (definida como
una ventana) respecto a la varianza genémica total explicada por todos los marcadores. En
el analisis se consideraron como ventanas asociadas al caracter aquellas que explicaban =
1% de la varianza gendmica total y las ventanas contiguas que explicaban al menos el 0.5%
de la varianza gendémica total. La identificacion de los genes en estas regiones
cromosémicas fue realizado con “UCSC Genome Browser” (Rosenbloom et al., 2015).
Posteriormente, se realizé un analisis de las anotaciones funcionales de estos genes con las
base de datos “Gen Ontology” (GO) (Ashburner et al.,, 2000) y DAVID v.6.8
(http://David.abcc.ncifcrf.gov/) (Jiao et al., 2012).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las regiones gendmicas asociadas a los caracteres reproductivos NT, NV, El y TO se
muestran en la Tabla 1. No se encontraron regiones asociadas para NM, SE, SF y SP. Las
anotaciones en cuanto a la informacion funcional sobre los genes estan incompletas en las
bases de datos de conejo. Por tanto, para estudiar la funcion de los genes y su participacion
en las diferentes rutas metabdlicas se utilizaron las anotaciones de los genes ortélogos en
humano, rata y raton. Los criterios para seleccionar términos GO o funciones relevantes
fueron un p-valor < 0,01 y estar presente en al menos dos de las especies consultadas. Los
resultados de DAVID v.6.8, respecto a las funciones relevantes, fueron la respuesta celular
al estimulo de prostaglandinas, la regulaciéon de la calidad bioldgica, la homeostasis celular
en procesos de oxidacidn-reduccion, la regulacion de la mineralizacion de los huesos y
procesos reproductivos. Los genes mas representativos involucrados en funciones
reproductivas fueron PTGDR, BMP4, STYX, ANKH y CDKN3. El gen PTGDR tiene
importancia para la sefalizacion de la diferenciacién de las células de Sertoli y germinales
en el desarrollo embrionario de los testiculos y la espermatogénesis en adultos (Blesson and
Sahlin, 2014). Los genes de la familia factor-beta de crecimiento y transformacion, como el
gen BMP4, estdn ampliamente relacionados con el crecimiento y desarrollo folicular en
mamiferos (Al-Samerria et al., 2015), el desarrollo del trofoblasto, la fijacién e implantacion
del embrién y la formacion de la placenta en humanos (Li y Parast, 2014). El gen STYX
influyen en la degeneracion de espermatogonias en los tubulos seminiferos (Matzuk y Lamb,
2002). Ademas en ratén, los genes BMP4, ANKH y CDKN3 parecen estar involucrados en
procesos de desarrollo embrionario (Gurley et al., 2006; Goggolidou et al., 2013).

En nuestro estudio, las ventanas encontradas en el cromosoma 17, donde se encuentran los
genes PTGDR, BMP4, STYX y CDKN3, explicaron un 16% de la varianza gendmica del
tamafio de camada. Ademas, estas regiones se solaparon para NT, NV y El lo que
concuerda con las correlaciones genéticas encontradas entre estos caracteres en conejo
(Garcia y Baselga, 2002). Los resultados revelan areas importantes para el tamafio de
camada y un posible efecto pleiotropico de algunos genes del cromosoma 17 por el
solapamiento para tres caracteres. Las regiones genémicas y los genes identificados por
este estudio muestran un avance en el conocimiento del tamafio de camada en conejo y
ofrecen un nuevo punto de partida para futuras investigaciones sobre gendmica relacionada
tamafo de camada en poblaciones comerciales de conejo.
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Tabla 1. Regiones gendémicas asociadas a numero de nacidos totales (NT), nimero de
nacidos vivos (NV), nimero de embriones implantados (El) y tasa de ovulacion (TO) en
conejo.

'Cr Caracteres (°% Var) Longitud *Mb)  Inicio/Final de posicién en “bp
17 NT (14'9%)'1"2{/3)(7’02)’ El 1,28 72.002.622-73.280.319
17 NT (1,40), NV (1,11) 1,98 70.012.491-71.994.214
11 El (9,99) 4,00 36.000.805-39.997.550
9 TO (1,13) 0,97 47.006.518-47.977.424
9 TO (1,03) 0,96 42.008.720-42.970.607

'- cromosoma, 2 porcentaje de varianza gendmica; 3 megabase; 4 pares de bases.

GENOMIC REGIONS ASOCIATED WITH REPRODUCTIVE TRAITS IN RABBITS

ABSTRACT: The aim of this study was to identify genomic regions associated with
reproduction traits: total number born (NT), number born alive (NV), number born dead (NM),
ovulation rate (TO), implanted embryo (El) and survivals: embryo (SE), fetal (SF) and
prenatal (SP). GWAS analysis showed the same genomic regions associated with NT and
NV. Genomic regions on chromosome 9 and 11 were found associated regions for TO and
El, respectively. The regions of chromosome 17 explained 16% of the genomic variance of
NT, being themselves the most relevant genomic region. Their biological functions of genes
on these regions are related to the cellular response to prostaglandin stimulus, biologic and
reproductive processes. Main genes were BMP4, PTGDR, STYX, ANKH and CDKN3. 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 in rabbit commercial populations.
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