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INTRODUCCION

En los ultimos afios ha habido un creciente interés por estudiar el control genético de la
varianza ambiental (Ve) en el campo de la mejora genética animal. Numerosos estudios han
mostrado evidencias estadisticas de la existencia de un efecto aditivo genético influenciando
a la Ve (Hill and Mulder, 2010), observandose ademas una relacién con la resiliencia y el
fitness del animal, es decir, con su capacidad de adaptacion a nuevas condiciones
ambientales (Mulder et al., 2013; Argente et al., 2014, 2017). Una mayor resiliencia permite al
animal mantener su rendimiento a pesar de los factores de estrés externos, suponiendo un
beneficio a nivel productivo (Blasco et al., 2017; Mulder and Rashidi, 2017).

La Universidad Miguel Hernandez de Elche llevé a cabo un experimento de seleccién
divergente en conejos para Ve en el tamafio de camada (TC) durante diez generaciones. Los
resultados de este experimento mostraron una respuesta a la seleccion del 4.5% de la media
del caracter por generacion, lo que evidencia la existencia de factores genéticos regulando la
Ve. Ademas, se observé una correlacion de Ve con la respuesta inmunoldgica siendo la linea
para baja Ve la que tuvo una mejor respuesta inmunolégica con respecto a la linea alta
(Argente et al., 2014; Blasco et al., 2017). El objetivo de este estudio es identificar regiones
gendmicas asociadas a Ve en estas lineas y determinar su posible relacién con la resiliencia
y el fithess del animal.

MATERIALES Y METODOS

Los datos usados en este estudio pertenecen a un experimento de la Universidad Miguel
Hernandez de Elche de seleccién divergente por Ve del TC durante 12 generaciones. Para
este estudio 288 conejas de las generaciones 11 y 12 de las lineas alta (H) y baja (L) Ve
fueron genotipadas con el chip de Affymetrix Axiom OrcunSNP (199692 SNPs). Los controles
de calidad de los genotipados fueron realizados con la plataforma Axiom Analysis Suite 3.1
de ThermoFisher Scientific y el software libre PLINK v1.9 (Chang et al., 2015). En el analisis
de asociacion fueron incluidos solo los SNPs (94248) que cumplieron los siguientes criterios:
Deteccion en > 96% de los animales, posicion en el mapa gendmico o fisico conocido,
frecuencia del alelo minoritario >5%, genotipos faltantes por SNP<5% y genotipos faltantes
por individuos <3%. La imputacién de los genotipos faltantes se realiz6 con el software Beagle
v4.1 (Browning and Browning, 2016). La estructura poblacional se analizé mediante un
analisis de componentes principales, con el paquete “SNPRelate” del software R (R Core
Team, 2017). Finalmente, 269 hembras fueron incluidas en los analisis,130 de lalinea L y 139
de la linea H. El caracter estudiado, Ve, fue calculado como la varianza del TC dentro de
hembra, previa correccién del TC por los efectos afio-estacion y tres niveles de parto-
lactacion. Los estudios de asociacion del genoma completo se llevaron a cabo mediante dos
aproximaciones: (a) Asociacion marcador por marcador mediante el software GCTA v1.91.2
(Yang et al., 2011) e incluyendo en el modelo la matriz de relaciones gendmicas (GRM)
construida excluyendo el cromosoma donde se encuentra el SNP a testar; y (b) Método de
regresion con mdultiples marcadores mediante el modelo Bayes B e implementado con el
software GenSel (Garrick and Fernando, 2013). En este modelo se consider6 como efecto
sistemético la linea y se fij6 el pardmetro ™ en 0.9997. La relevancia estadistica de la



asociacion entre el marcador individual y el caracter fue evaluada calculando un Factor de
Bayes (BF) para cada locus (Wakefield, 2012). Posteriormente, se realizé un andlisis de
asociacion dentro de linea usando los dos métodos descritos previamente. La busqueda de
genes candidatos de las regiones gendmicas asociadas se realiz6 utilizando la base de datos
Ensembl (Zerbino et al., 2018).

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de componentes principales con los genotipos mostré una clara diferenciacion de
las dos lineas excepto para 8 individuos (3 de la linea Hy 5 de la L) a los que se le habia
asignado errébneamente la linea. Ambos métodos de asociacién identificaron dos regiones
asociadas en el cromosoma 3. En el estudio de regresidon de un Unico marcador, esta
asociacion detecté 54 SNPs en una zona de 1.3Mb con un p-valor menor a 6.24 E-04. El
estudio de multiples marcadores identific6 dos ventanas consecutivas en 3:50019899-
50991122 (Mb) y 3:51013933-51891704 (Mb), regiones detectadas también con el anterior
método. Estas ventanas explican un 10.50% (7.76% y un 2.74%, respectivamente) de la
varianza genética total del caracter Ve. En el cromosoma 14 y 1 también se identificaron
regiones que podrian ser relevantes, ya que explican un 2.76% y un 1.23% de la varianza
genética total, respectivamente. En la figura 1 se muestra la relevancia estadistica de la
asociacion entre cada marcador y Ve. Los resultados muestran una evidencia de asociaciéon
fuerte (BF entre 10 y 100) para los SNPs del cromosoma 3, asi como para algunos
caracterizados en los cromosomas 1y 14. Los resultados del efecto de sustitucion alélica de
los SNPs relevantes para el analisis de asociacién dentro de linea mostraron concordancia
con los resultados del analisis con las dos lineas. En el andlisis de las regiones identificadas
como asociadas al caracter Ve, se observo la presencia de genes (SLIT3, DOCK2, LCP2,
CD59, LMO2 y GPR15) relacionados con procesos inmunoldgicos; respuesta al cortisol,
formacion de la sinapsis inmunoldgica, seleccidn, proliferacién y activacion de las células T,
macropinocitosis, activacion de mastocistos, regulacién de la hematopoyesis, regulacion de
entrada viral en las células, entre otras. Estos resultados respaldarian la relacién del caracter
Ve con el fitness del animal y su adaptacion a factores de estrés ambientales (Blasco et al.,
2017). Sin embargo, son necesarios posteriores andlisis para validar estos resultados.
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Figura 1. Manhattan plot. Representacion gréafica del Bayes Factor (BF) obtenido para cada
SNP analizado en funcién de su posicion en el cromosoma. La linea harizontal de color azul
indica una evidencia fuerte para los SNPs superiores a él. La linea horizontal de color rojo
indica el umbral para BF mayor de 20.

Unraveling genomic regions associated to environmental variance of litter size in
rabbits

ABSTRACT: Genetic determination of environmental variance (Ve) of quantitative traits are
increasingly interesting in animal breeding. A twelve-generation divergent selection
experiment for Ve of litter size (LS) showed that the low Ve line tolerated external stressors
more effectively than the high Ve line. The aim of this work was to identify genomic regions
associated with Ve of LS in these lines. Samples from 288 rabbits does of both lines at
generations 11th and 12th were genotyped with Affymetrix Axiom OrcunSNP. Ve was
calculated as the within-doe variance of LS after pre-correcting LS by year-season and parity-
lactation. Two approaches were used: (a) a single marker regression corrected by GRM built
excluding the chromosome of the SNP tested and (b) multimarker regression analysis by
Bayes B. Two regions were identified on chromosome 3 (10.5% of genetic variance) with three
genes highlighted as candidate genes (DOCK2, LCP2 and SLIT3). Functions of these genes
are involved in immunological process such as macropinocytosis, thymic T cell selection and
response to cortisol.
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