IDENTIFICAC]ON DE REGIONES GENOMICAS POR DETECCION DE HUELLAS DE
SELECCION PARA GRASA INTRAMUSCULAR EN LINEAS DE CONEJO.
Sosa-Madrid?, B.S, Varona?, L., Hernandez?!, P., Ibafiez-Escriche?, N., Casto-Rebollo?, C. y
Blasco, A.l
Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal, Universitat Politécnica de Valéncia, 46022
Valencia, Espafa.
2Instituto Agroalimentario de Aragon (IA2). Universidad de Zaragoza, 50013
Zaragoza, Espaiia.
bosomad@posgrado.upv.es

INTRODUCCION

La Universitat Politecnica de Valéncia llevé a cabo un experimento de seleccién divergente
para grasa intramuscular (GIM). La respuesta a la seleccion, en la novena generacion, fue de
3.1 desviaciones tipicas (Martinez-Alvaro et al., 2016). Esta alta respuesta indicaria que la
seleccion pudo generar modificaciones relevantes en regiones gendmicas con alta
importancia a nivel funcional del caracter. En este sentido, la informacién gendmica
procedente de poblaciones de seleccién divergente constituye un material de excepcional
valor para el estudio de huellas de seleccidn, ya que permite atribuir las sefales detectadas a
la variabilidad genética del caracter que fue objeto de seleccién. Hay numerosos métodos
para detectar huellas de seleccion, que se clasifican en funcién de la definicién de la hipétesis
nula (ausencia de seleccion) (Oleksyk et al., 2010). Estos métodos pueden estar basados en
el andlisis de diversidad genética, la reduccion de la variabilidad local, la modificacion del
espectro de frecuencias y la extension del desequilibrio de ligamiento (Qanbari y Simianer,
2014). El propésito del actual trabajo es identificar regiones gendmicas por tres métodos de
deteccion de huella de seleccion basados en hipétesis distintas (Fs: — diversidad genética, XP-
CLR — modificacion del espectro de frecuencias y XP-EHH — extension del desequilibrio de
ligamiento) con el objetivo final de generar una lista de genes candidatos asociados a la
seleccion divergente por GIM.

MATERIAL Y METODOS
Material Bioldgico: Las muestras biolégicas procedieron de conejos de la novena generaciéon
de seleccion divergente: 240 de la linea seleccionada para alta GIM y 237 de la linea para
baja GIM. Ademas, se utiliz6 la informacién de los progenitores de la novena generacion para
calcular las fases haplotipicas (10 padres y 38 madres de cada linea). Estas muestras fueron
genotipadas con el “Affymetrix Axiom OrcunSNP Array” (~200k SNPs). El control de calidad
fue realizado utilizando el programa “Axiom Analysis Suite v. 4.0”. Los SNPs con un “call rate”
= 95%, menor frecuencia alélica = 5%, y una posicion conocida en el mapa gendémico fueron
utilizados en el estudio. Para la imputacion y las fases haplotipicas se utilizé el programa

FImpute (Sargolzaei et al., 2014). Después del control de calidad, un total de 89,864 SNPs

fueron utilizados en el andlisis.

Métodos: El andlisis consistié en el calcul6 de tres estadisticos:

- Indice de fijacion (Fs): se calcul6 el parametro Fs de Wright (1951). Los valores de F fueron
promediados en ventanas deslizantes de 0,5 Mb en intervalos de un SNP. Ademas, los
valores fueron normalizados basados en el numero de SNPs dentro de cada ventana.

- Coeficiente de verosimilitud compuesto entre poblaciones (XP-CLR) (Chen et al., 2010): Los
valores XP-CLR fueron calculados utilizando la linea baja como poblacion de referencia y la
linea alta como objetivo. El software XP-CLR (http://genetics.med.harvard.edu/reich/Reich_
Lab/Software.htm) fue implementado para la obtencién de los valores y se seleccioné el valor
obtenido en la posicién mas cercana a cada SNP.

- Extensién de homocigosidad haplotipica entre poblaciones (XP-EHH) (Sabeti et al., 2007):
La linea alta fue utilizada para calcular el valor del numerador y la linea baja para el
denominador. El célculo de los valores se realiz6 mediante el software selscan (Szpiech y
Hernandez, 2014) haciendo una normalizacion para los valores de XP-EHH.

Andlisis de anotaciones funcionales: Los SNPs que presentaron valores por encima del

percentil 0,01 en al menos dos métodos fueron considerados para este andlisis. La busqueda
de los genes se realizd en regiones de +/- 250kb desde un SNP utilizando el programa
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BIOMART (Ensembl Genes 95) (Aken et al., 2016). El andlisis de las anotaciones funcionales
fue realizado con el programa DAVID 6.8v. (Jiao et al., 2012)

RESULTADOS Y DISCUSION

Las medias de los valores originales de Fs por ventanas, XP-CLR (no-normalizados) y XP-
EHH (en valor absoluto) fueron 0,10, 1,55 y 0,68, respectivamente. El valor medio de Fs es
superior a los encontrados en estudios de poblaciones de conejo europeo, Fs:=0,08 (Carneiro
et al., 2014), y de poblaciones de seleccion divergente para capacidad uterina, Fs = 0,05
(Sosa-Madrid et al., 2017). El experimento de seleccién divergente pudo haber generado una
gran diferenciacion genética entre las dos poblaciones a causa de la elevada heredabilidad
de GIM (Martinez-Alvaro et al., 2016), o bien puede ser consecuencia del efecto de deriva
genética. El efecto de deriva podria ser debido al reducido nimero de machos utilizados en
las primeras generaciones (8 por linea), la estructura de apareamientos (parejas unicas no
aleatorizadas) (Zomefio et al., 2013) y la duplicacion de familias de macho en las Ultimas
generaciones.

Los resultados presentados en forma de “manhattan plots” (Figura 1) sugieren que la
seleccion por GIM no parece ser dominada por regiones gendmicas especificas sino por
multiples variantes a lo largo del genoma, y ademas, la mayor parte de SNPs que superan el
percentil 0,01 (899) no son coincidentes entre métodos. De hecho, un Unico SNP (OCU 13,
27,33 Mb) aparece entre los 899 SNPs seleccionados por los tres procedimientos, y
solamente 79 estan presentes en al menos dos de los métodos (ver Figura 2). Las regiones
gendmicas donde se sitlan estos 79 SNPs estan localizadas en los OCU 1 (2 regiones), 2 (9),
3(3),5(1),7(4),8(4),9(1),11(4), 12(3),13(3), 16 (1) y 19 (2) y albergan 156 genes entre
los que se encuentras algunos vinculados al metabolismo lipidico como ADGRP5 -adhesion
G protein-coupled receptor F5- (OCU 12), PRKAG2 -protein kinase AMP-activated non-
catalytic subunit gamma 2- (OCU 13), P2RX1 — purinergic receptor P2X 1-, G6PC -glucose-6-
phosphatase catalytic subunit - y BRCAL1 -BRCAL, DNA repair associated- (OCU 19). Por otro
lado, cuando se realiz6é un analisis de anotacién funcional con los 156 genes, se observé que
las funciones con mayor p-valor fueron: union de trifosfato de ribonucleésido de purina
(G0:0035639), organizacion de organulos simple-organismo (GO:0006996) y ruta de
sefalizacion de AMPK (hsa04152).
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Figura 1. Manhattan Plots para Fs: (imagen superior), XP-CLR (medio) y XP-EHH (inferior).
Las lineas punteadas indican el umbral del percentil 0,01
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Figura 2. Diagrama de Venn paralos SNPs superiores al percentil 0.01 utilizando los métodos:
(A) XP-CLR, (B) XP-EHH Yy (C) Fs.
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IDENTIFICATION OF GENOMIC REGIONS BY DETECTING SIGNATURES OF
SELECTION FOR INTRAMUSCULAR FAT IN RABBIT LINES

ABSTRACT: A divergent selection experiment for intramuscular fat (IMF) in rabbits with a
response to selection of 3.1 standard deviations was performed. The aim of this study was to
identify genomic regions related to IMF through three methods of detection of signatures of
selection and to generate a list of candidate genes. The genomic data came from 477 rabbits
of the high and low IMF lines at 9" generation. The methods implemented in this study were:
Wright's fixation index (Fst), cross population — composite likelihood ratio (XP-CLR) and cross
population — extended haplotype homozygosity (XP-EHH). Only one SNP in rabbit
chromosome (OCU) 13 showed values above the percentile 0.01 in all methods. Several
genomic regions, harbouring 79 SNPs, were found in at least two methods (OCU 1, 2, 3, 5, 7,
8, 9, 11, 12, 13, 16 and 19). This suggests that either, IMF selection influenced multiple
genomic regions, or the effect of genetic drift played an important role in these lines. The genes
linked to fatty acid and lipid metabolic process, after pathways analysis, were ADGRP5 (OCU
12), PRKAG2 (OCU 13), P2RX1, G6PC and BRCA1 (OCU 19).
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