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El conill és un animal idoni per a la producci6 de carn degut a les seves capacitats
productives i les caracteristiques de la seva carn. Tot i aixo, la cria i consum de
conill ha patit una davallada en les ultimes décades. La seleccié genetica
enfocada a millorar el seu creixement i eficiéncia alimentaria tindria grans
beneficis, ja que reduiria els costos econdmics en alimentacié i I'impacte

ambiental resultant de la produccio de conill.

L’IRTA ha realitzat el primer estudi d’associacié del genoma complet (GWAS)
per caracters d’eficiencia alimentaria i creixement individual. En aquest treball
s’han estudiat gens candidats anotats en les regions genomiques associades a
aquests caracters, amb I'objectiu d’identificar variants genetiques que puguin ser
incloses en futurs programes de seleccié genomica. S’han seleccionat un total
de nou gens candidats, dels quals s’ha sequenciat la regié promotora proximal
dels gens FTO, TP53INP1 i FEZF2 en 10 conills de la linia Caldes. S’ha
identificat un total de 15 polimorfismes, set en el gen FTO, set en el gen
TP53INP1 iun en el gen FEZF2. Finalment, el estudi in-silico de les regions
promotores ha permes identificar la preséncia d’alguns d’aquests polimorfismes
en llocs d’'unidé de factors de transcripcid, modificant-ne la uni6 depenent del
genotip de I'animal. La identificacié d’aquests polimorfismes permetra una futura
validacio funcional i la inclusié en futurs programes de seleccié destinats a

millorar el creixement i I'eficiencia alimentaria dels conills.
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Rabbit is an ideal animal for meat production due to its productive capacities and
meat characteristics. However, rabbit production and consumption have
decreased during the last decades. Genetic selection for feed efficiency and
growth in rabbits would have great benefits because it would reduce economic

costs and environmental footprints due to rabbit production.

Researchers at IRTA have performed the first genome-wide association study
(GWAS) for feed efficiency and individual growth traits. In this final degree project,
we have selected nine candidate genes annotated in the genomic regions
associated with these traits, with the aim to identify genetic variants that could be
included in future genomic selection programs. The proximal promoter region of
FTO, TP53INP1, and FEZF2 genes was amplified and sequenced. A total of
fifteen polymorphisms were detected, seven in FTO gene, seven in TP53INP1
gene, and one in FEZF2 gene. Finally, an in-silico study of the promoter regions
of FTO and TP53INPlallowed the identification of some polymorphisms in
transcription factors binding sites. The identification of these polymorphisms will
allow future functional validation experiments and their inclusion in future genetic

selection programs to improve growth and feed efficiency in rabbits.
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1. Introduccié

El conill (Orycytolagus cuniculus) és un animal excel-lent per a la produccio
de carn degut al cicle de vida curt, un periode de gestaci6 curt, la seva prolificitat
i la capacitat de conversi6 d’aliment (Lebas et al, 1997). Com a consequéncia de
la seva fisiologia, pot convertir aliments rics en cel-lulosa en proteines,
aconseguint que la produccio6 cunicola sigui més sostenible, ja que no entra en
competencia amb els humans per I'aliment. A més cal tenir en compte la bona
gualitat de la seva carn. Aquesta és rica en proteines i aminoacids essencials,
vitamines i minerals, i conté un baix contingut en greix i colesterol (Dalle Zotte i
Szendro, 2011; Cullere i Dalle Zotte, 2018). Aquests aspectes fan que pel
consumidor estigui percebuda com una carn sostenible i saludable. Tot i aixo, hi
ha hagut un declivi en el seu consum, ja sigui pel canvi d’habits alimentaris, la

percepcié com animal de companyia i/o els preus de la carn.

1.1. Producci6 Cunicola

1.1.1 Producci6 a nivell mundial

La produccioé de carn de conill es situa en 1,39 milions de tones a nivell
mundial cada any. El principal productor és el continent asiatic amb un 73%,
seguit d’Europa amb un 19% (Figura 1). La Xina és el primer pais productor amb
865.477 tones/any, a més és el principal exportador a la Uni6 Europea (UE)
(FAOSTAT, 2018).

America
7%

Europa
19%

Asia
73%

Figura 1: Produccio de carn de conill per continents, 2018 (% de la produccio)
Font: FAOSTAT, 2018.



1.1.2 Producci6 a Europa

A Europa la carn de conill és la sisena en nombre de sacrificis, i la vuitena
en volum de carn. El principal volum de produccié de la Unié Europea, el 83%,
es concentra en tres paisos. El major productor és I'Estat Espanyol amb 48,5
milions de conills sacrificats el 2016, seguit de Franca amb 29 milions i Italia amb

24,5 milions (European Union, 2017).

A Europa el 66% dels conills (119 milions) son criats en granges comercials i
sacrificats en escorxadors oficials, l'altre 34% (61 milions) és criat en
explotacions domestiques i comercialitzat amb venda directa i local (Trocino et
al, 2019). Aquesta és una practica amb un volum significatiu comparat amb altres
especies de bestiar criat a la UE. Segons dades d’Eurostat es calcula que hi ha
vora 161.000 granges no comercials i aquestes comporten una font de proteina
per a paisos membres menys desenvolupats i comunitats rurals. En 16 paisos

de la Uni6é Europea aquesta és la via de consum de la carn de conill.

1.1.3 Produccio a Catalunya

Catalunya és la comunitat autonoma que presenta més explotacions
cunicoles de I'Estat Espanyol. Representa el 24,8% de la produccié (13,167
tones), segons dades del ministeri d’agricultura, pesca i alimentacié (2018). Tot
i presentar un major nombre d’explotacions aquestes es caracteritzen per ser
explotacions més petites, amb un menor nombre de mares reproductores, amb
comparacié amb les de I'Estat Espanyol. A més Catalunya lidera el nombre
d’explotacions per seleccié amb un total de sis. Tot i aix0, Catalunya segueix la
tendéncia Europea. Com es pot veure a la Figura 2, en els ultims 12 anys
presenta una clara davallada en els cens total de conills i el nombre

d’explotacions, I'any 2010 el departament no va publicar dades.



CENS - EXPLOTACIONS

3000000 2500

2500000 2000

2000000

1500
1500000
1000
1000000
500000 00
0 0

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

Cens Cunicola

(€]

B Cens Total === Explotacions

Figura 2: Grafics de cens total cunicola i nombre d’explotacions a Catalunya 2008-2019.
Dades extretes del Departament d’Agricultura, Ramaderia, Pesca i Alimentacio.

1.2. Seleccio genetica

Els conills criats de manera intensiva per a la produccié de carn son
animals producte de creuaments i seleccié per augmentar el rendiment i/o
eficiencia (Estany et al, 1992; Larzul i DeRochambeau, 2004). Aquesta seleccio
busca un major creixement postdeslletament i una millora de [Ieficiencia
alimentaria (EA) (Feki et al, 1996).

L’EA es pot definir de forma general com la capacitat que té lindividu per
convertir els recursos alimentaris en rendiment. Es pot mesurar principalment de
dues maneres. La primera correspon a la quantitat d’aliment (i molt important
quantitat de nutrients) consumits per el guany de pes de I'animal en un periode
de temps, també es coneix com I'index de conversié de l'aliment (ICA). La
segona es bassa en el residual feed intake (RFI) (en anglées), que es refereix a
la diferéncia de I'aliment consumit per I'animal i I'aliment que tedricament hauria
de ser consumit basat en les seves necessitats de creixement i de manteniment
(Hill, 2012). La prediccié del consum esperat es fa mitjancant una regressio
multiple sobre el creixement diari, representant les necessitats pel creixement, i

sobre el pes metabdlic, que representa les necessitats pel manteniment.

La seleccié enfocada en millorar 'EA és molt important, tant a nivell econdmic

com a nivell ambiental. Des del punt de vista de la produccid, el nivell més alt de
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despesa se’l emporta I'alimentacio de I'animal, que pot arribar a representar el
70% dels costos de l'explotacié (Gidenne et al, 2017). Alhora, la reducci6
d’aquestes despeses en la produccio de carn de conill és de gran importancia
per poder competir amb altres carns, com poden ser la del porc o la del pollastre
(Maertens, 2009).

En conills el ICA durant el periode d’engreix és més alt que el dels pollastres, el
gue redueix la seva EA. A més com a herbivor monogastric requereix dietes amb
nivells de fibra alts, fet que contribueix a que I'ICA sigui més alt (Cesari et al,
2018). Tot i aix0, fent canvis en la composicié de I'aliment, s’ha aconseguit
millorar el rendiment, reduint I'lCA en el ultims anys, provocant una davallada en
la produccio de fosfor i nitrogen, i per tant reduint I'impacte en el medi que té la
seva produccio (Gidenne et al, 2017). Per tant la seleccio enfocada en la millora
de 'EA és capac de reduir la petjada ecologica, reduint els inputs i outputs de les

explotacions.

L’IRTA (Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries), té dues linies de

selecci6 (Linia Prat i Linia Caldes) enfocades en aquest sentit.

La linia Prat, fundada I'any 1992, ha estat seleccionada pel nombre de conills al
deslletament. Per altra banda la linia Caldes, fundada I'any 1983, és va comencgar
a seleccionar pel pes de la conillada als 60 dies, es tenia en compte tant la mida
de la conillada com la velocitat de creixement. Actualment es selecciona pel
creixement entre els 32 i 60 dies de vida, amb I'objectiu de millorar 'EA i '|CA
(Gomez et al, 1999).

La seleccio per millorar 'EA presenta complexitats, donada la dificultat i costos
de mesurar aquests fenotips. El poder identificar gens i marcadors genetics
associats amb aquests caracters pot permetre millorar la precisid6 de les

prediccions genetiques fent més facil la posterior seleccié (Petrovi¢ et al, 2018).

1.2.1 Variants genétiques utilitzades com a marcadors moleculars
Un marcador molecular o marcador genetic és una sequéncia de DNA, del
gue es coneix la seva localitzacio fisica (locus) en el genoma, i I’heréncia del qual

es pot tracar. Solen ser variacions en la sequéncia de DNA que permeten la



diferenciacié entre els individus d’'una poblaci6. Marcadors proxims en un
cromosoma tendeixen a heretar-se conjuntament, sent util per tracgar diferéncies
fenotipiques entre individus. Per aquests motius els marcadors moleculars son
fonamentals per construir mapes geneétics, detectar els locus dels quantitative
trait loci (QTLS) i portar a terme estudis d’associacié dels caracters fenotipics
(Nadeem et al, 2018). Els SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), la
substitucié d’una base nucleotidica per un altra en el genoma, son els marcadors
genetics més utilitzats i els mes estudiats. Els SNPs en regions codificants que
no produeixen cap alteracié en la sequéencia d’aminoacids son substitucions
sinonimes, en canvi els que produeixen un canvi d’aminoacid s’anomenen no
sinonimes (Figura 3). Els SNPs que es troben en regions reguladores (regions
promotores, regions 5’UTR o 3'UTR) poden alterar I'expressié del gen, ja que
poden afectar els motius d’'unié dels factors de transcripcio o els llocs d’uni6 de
microRNAs (miRNA).

M Adenina @ Timina [l Guanina @l Citosina
O Vracil

DNA [ R
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Figura 3: Mutacions sindnimes vs. Mutacions no sinonimes

Per poder genotipar el SNPs, s’han desenvolupat chips d’alta densitat que
permeten fer-ho. En el cas del Conill el Axiom Rabbit Genotyping Array de
Affymetrix, permet la identificacié de fins a 200.000 variants. Aquest procés
permet genotipar els SNPs en cada animal donant lloc a multiples aplicacions.
Permet realitzar estudis d’associacio dels caracters amb marcadors, avaluacio
de linies pures, realitzar matrius de parentiu (probabilitat que un gen sigui idéntic
per descendéncia), estudis d’associacio del genoma (Genome-Wide Association
Study o GWAS) i de selective sweeps ( increment de frequéncia d’un al-lel). Els

chips de SNPs permeten estimar el valor genétic dels animals quant son joves,



fent que augmenti la taxa de millora genetica al reduir-se I'interval generacional
(Crespo, 2018).

1.2.2 GWAS i gens candidats
El GWAS és una tecnica que permet identificar regions del genoma

associades amb els caracters d’interés.

El GWAS permet estudiar I'associacido de cada marcador per separat amb el
caracter d’interés a la poblacié. Es solen utilitzar marcadors tipus SNPs, els quals
es troben distribuits pel genoma, per tal d’identificar marcadors al-lélics en
ligament o desequilibri de lligament amb la mutacié causal que provoca el
caracter. Si un al-lel es més freqient en animals mostrant un fenotip concret es
defineix com un SNP associat a aquest fenotip i es considera com un marcador.
Aixo serveix com a font d’'informacié per predir els valors de millora genética i és

utilitzat per aplicar seleccio genetica.

A partir de la identificacio d’aquestes regions es poden cercar gens anotats en
aquestes regions i que les seves funcions estan relacionades amb el fenotip que
s’esta estudiant. Quan el nom d’'un gen no esta assignat es busquen gens
ortdlegs en humans. Es a dir, una seqiiéncia homologa amb funcié similar en

’espécie humana, separada pel procés d’especiacio.

En conill s’han descrit pocs GWAS a diferéencia d’altres espécies. S’han fet
estudis per a la identificacio de regions cromosomiques que poden influenciar el
greix intramuscular (Sosa-Madrid et al, 2019) i caracters reproductius (Sosa-
Madrid et al,2017), entre d’altres. L’estudi fet pel grup de I'IRTA és el primer

GWAS per creixement i eficiencia alimentaria en conill.

1.2.2.1 GWAS per eficiencia alimentaria

El GWAS per a creixement i eficiencia alimentaria es va fer sobre dos grups
d’animals amb régims d’alimentacio diferent: ad libitum (F) i sota restriccié (R).
Aquest Ultim grup rebia el 75% de la ingesta del grup F. La restriccid alimentaria
posterior al deslletament és una practica habitual a les granges per reduir els
problemes digestius. També redueix la mortalitat postdeslletament i millora

I'eficiéncia alimentaria durant el periode de restriccid i en especial quant els
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animals tornen a una alimentacio6 ad libitum (knudsen et al,2014; Sanchez et al,
2019; Tumova et al, 2016; Sanchez et al,2020).
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Figura 4: Manhattan plot per guany diari mitja en animals sota regim
d’alimentacié F i R. Font: IRTA, Grup de Genética i Millora Animal.

Els caracters analitzats van ésser els seguents:
- Guany de pes diari mitja en alimentacio ad libitum (ADGg).

- Guany de pes diari mitia en alimentacié en restricci6 d’aliment
(ADGR).

- Mitjana individual diaria d’ingesta d’aliment (ADFIg).
- Proporcié mitjana diaria de conversio6 de I'aliment (ADFRCk).

- Mitjana diaria de la ingesta d’aliment residual (ADRFIE).

El GWAS va permetre trobar associats 189 SNPs en 9 cromosomes del conill
per caracters d’EA (Figura 4). S’han proposat fins a 20 gens candidats (Taula 1),

associats amb creixement i eficiéncia alimentaria.
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Taulal:Taula resum dels gens candidats. Font IRTA, Grup de Genética i Millora Animal

INITIAL FINAL

METHOD OCC* TRAIT Mb Mb GENE FUNCTION
BI 3 ADGr 100.99 101.11 CAZ Respiration and transport of COvbicarbonate
QXPAK, BI 3 ADGr 10222 102.37 - --
QXPAK 3 ADGF 10799  107.99 -- --
QXPAE, BI 3 ADGr 105.07 110.88 NDUFAFG, TP53INP1 IMitochondrial Respiration, Oxidative Stress Response
QXPAK 3 ADGr 11346 113.46 -- -
QXPAK 5 ADGr 9.07 9.07 FTO,AKTIP Growth
QXPAK 5 ADGr 18.95 18.97 -- -
QXPAK, BI 21  ADGr ADRFIg 7.16 921 ATXN2ACADI0,TRAFDI1 PTPN11 Energy Homeostasis, Immunity
BI 9 ADGr 29.66 31 FEZF2.PTPRG Behaviour
BI 12 ADGr 99.88 9988 - --
QXPAK 13 ADGr 0.4 2.09 RC3H1,TNFSF18 Lmmunity
BI 17 ADGr 73.57 74.16 LGALS3, TMEM260 Circadian Rhythm, Immunity, Lipid Metabolism
- B - Energy Homeostasis, Adipogenesis, Feed
BI 5 ADFIg 37 3.85 CEBPA,KCTD15 Behaviour Food ftake
BI 6 ADFCRy 26.28 26.44 SIK1B Hormone Signalling
BI 186 ADFCRy 82 86 8326 PLA2G4A Lipid Metabolizm, Inflammatory Responss
BI 21 ADRFIg 3.89 4.33 SELENOM Energy Metabolism

2 Oryetolagus cumiculus chromosome
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2. Objectius

El treball t¢ com objectiu estudiar el determinisme genétic de caracters
d’eficiéncia alimentaria en conill sota dos régims alimentaris: ad libitum i en
restriccio per: (1) identificar variants genétiques que puguin ser incloses en futurs
programes de seleccié genética/genomica per aquests caracters, (2) incrementar

el coneixement sobre els processos bioldgics implicats en I'eficiéncia alimentaria.
Els objectius especifics son:

1. Caracteritzar gens candidats e identificar variants genétiques associades
a aquests caracters.
2. Estudi funcional in-silico de les variants genetiques identificades en les

regions promotores proximals dels gens candidats.

13



3. Metodologia

3.1. Material Animal

Els animals utilitzats (n=438) per aquest estudi pertanyen a'IRTA, son conills
de la linia Caldes seleccionats per al creixement postdeslletament (Figura 6).
D’ells s’han extret mostres de sang, fetge, muascul i greix que han sigut

congelades a -20°C (sang) i -80°C (teixits) per als analisis posteriors.

Figura 6: Mascle linia Caldes Font: Gomez et al (2002)

3.2. Extraccio de DNA
Per obtenir DNA, s’ha fet servir el protocol del Fenol-Cloroform isoamil
alcohol. Aquest protocol permet extreure DNA integre, de bona qualitat i

guantitat.
El procés d’extraccio es separa en tres fases:

- Lisi cel-lular
- Desproteinitzacio o purificacié del DNA
- Precipitacio del DNA

Pel primer pas s’ha d’utilitzar un tampé de lisi, el qual es prepara a partir de Tris-
HCI, EDTA i SDS. També s’hi afegeix proteinasa k fent que es digereixin les
nucleases, evitant aixi la degradacio, i fent el trencament de les proteines. Les
mostres es deixen overnight a 56°C, d’aquesta manera s’allibera el DNA del nucli

de les cél-lules.

El segon pas s'inicia afegint el fenol-cloroform, un cop s’ha centrifugat s’observen

tres fases. A la part superior s’observa un fase aquosa on hi troben el DNA. Per
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sota trobem la interfase, aguesta conté proteines i a baix de tot trobem la fase

organica, que conté lipids i altres impureses com el fenol.

La fase aquosa es recupera per poder fer la precipitacié del DNA, aquesta es fa
afegint Clorur de Sodi (NaCl) 2M i etanol 100%. Els ions del NaCl i I'etanol
s’uneixen als grups fosfats, permetent que el DNA es plegui tornant-lo insoluble,
fent aparéixer un “pellet” de DNA. Aquest es centrifugat per poder treure les
restes d’etanol, i netejat amb etanol 70%, decantant i deixant assecar

posteriorment.

Finalment es dissolt el pellet de DNA en aigua Milli-Q, amb I'ajuda d’un bloc a
56°C. Un cop dissolt es pot guardar al congelador a -20°C per analisis posteriors.

Les mostres van ser marcades numéricament (Annex: Taula 1 i 2).

3.3. Extraccio de RNA
Per poder sequenciar les regions codificants dels gens LGALS3 i
KCTD15, vam fer extraccions de RNA a partir de mostres de fetge; posteriorment
vam fer un transcripcio inversa (explicat a I'apartat de RT-PCR) per obtenir el

cDNA. Per fer I'extraccié de RNA vam utilitzar el kit Ribopure (Life Technologies).

El primer pas correspon a la homogeneitzacio de 20 mg de cada mostra amb Tri
reagent, aquesta es va dur a terme en tubs amb boles de ceramica utilitzant
aparell fastPrep per desfer la mostra rapidament. Després de centrifugar, el
sobrenedant es traspassat a un tub eppendorf on s’hi afegeix bromocloropropa
(BCP). Es centrifuga i es recupera la fase aquosa. Seguidament aquesta fase
aguosa es traspassada a un altre tub eppendorf on és tractada amb etanol 100%
i Wash solution per purificar el RNA extret. Finalment el RNA era diluit amb
elution buffer i guardat a -80°C. Les mostres van ser marcades numericament

(Annex: Taula 2).

3.4. Disseny de primers
Durant l'estudi s’ha portat a terme el disseny de primers per poder

amplificar regions dels gens d’interés (Annex: Taula 3). Els primers han estat
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dissenyats per les regions reguladores (regi¢ promotora i 3' UTR) i per la regio

codificant.

Les sequéncies dels gens a amplificar s’han obtingut del ensembl

(https://www.ensembl.org/index.html), on hi trobem gran quantitat de genomes

de vertebrats. En aquest portal s’han buscat les sequiéncies del genoma del conill
amb I’homoleg huma, per tal de poder comparar les dues anotacions. D’aquesta
manera es pot detectar una mala o incompleta anotacié dels gens del conill donat
gue el seu genoma al no estar gaire estudiat esta pitjor anotat que el genoma
huma.

Per alinear les dues sequéencies sha utilitzat el multalin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). Un cop comparades les sequiéncies, es

realitzava un repeatmasker (http://www.repeatmasker.org/cqi-

bin/WEBRepeatMasker). Aix0 ens permet trobar regions repetitives a la nostra

sequencia. Un cop comprovada la presencia de regions repetitives, es realitzava
el disseny de primers utilitzant el programa Primer3

(http://biocinfo.ut.ee/primer30.4.0/). Aquesta web ens permet dissenyar el primers

del tros de sequéncia que I'hi introduim.

En aquest portal triem les seglent caracteristiques per als nostres primers:

- Mida del producte: 700-750 pb, tot i que a vegades era una mica

superior.
- Mida dels primers: Minima: 20; Optima 21., Maxima 24
La resta de parametres eren per defecte.

Per cada regio promotora es van dissenyar dues parelles de primers solapants.
A T'hora de fer el disseny dels primers teniem en compte la separacio
d’aproximadament 50 pb entre els primers solapants per evitar perdre sequiencia

durant la seqlienciacio.

Per ultim, un cop dissenyada la parella de primers, es portava a terme un Primer-
Blast. El Primer-Blast ens permet veure si els primers dissenyats sén especifics

per la regié a amplificar.

Aquest passos descrits eren els mateixos tant pel disseny de primers de les

regions reguladores com de les regions codificants. La Figura 7 mostra un
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exemple del disseny de primers pel gen CA2 de les regions promotores i la regio
codificant.

Codificant (=]
Gen CA2 ==

No Codificant

5' 3
—i—H i
—_———

—_—
MRNA CA2 (Després del splicing)

—_—  —
—_———

Figura 7: Disseny de primers per al gen CA2

Per poder identificar zones riques en GCs en la nostra seqiiéncia, que poguessin
interferir en 'amplificacié posterior del gen, vam utilitzar el programa EMBOSS

CpGPLOT (https://www.ebi.ac.uk/Tools/segstats/emboss _cpgplot/). Els grafics

ens indiquen les zones de la seqiiéncia que presenten un percentatge elevat de
CpG (Figura 8).Aguests resultats també podien indicar quin tipus de Taq calia

utilitzar per a la PCR (explicat a 'apartat 3.6).

Observed va Expected

rﬂj\wﬁﬂ"q&kamwjﬂrm"“w/wv’“ E CPCPLOT islands ol unusual CC composilion

0.00.0.40.60.8 .2
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L L
o 1000 1500

Base number
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s & ‘WWVW\WN— M"’"ﬁf"'N‘ Tength > 200
£ of
& af ‘ Length 558 (952..15009)
e oo e 100
Base rumber

Putative Islonds
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0.00.20.406081.0
T T

L L
1000 1500

3"_

Base Number

Figura 8: CG plot de la seqiéncia del promotor del gen FTO
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3.5. Quantificacié del DNA i RNA amb espectrofotometre
Per poder fer la quantificacio de DNA i RNA es va utilitzar el Nanodrop.
Aquest, és un espectrofotometre de microvolums que permet obtenir una
quantificacié del DNA i RNA a partir de 2 pl. Després de la quantificacio amb el

Nanodrop vam diluir les mostres per les analisis posteriors.

3.6. PCR
Per I'amplificacié dels diferents fragments dels gens candidats es va
utilitzar la técnica de PCR (Reacci6 en cadena de la polimerasa). Aquesta tecnica
en permet fer gran quantitat de copies del fragment d’interés a partir de reaccions
en cadena de la DNA polimerasa amb cicles a diferents temperatures

(desnaturalitzacio, annealing i extensio).

En el nostres estudi vam utilitzar diferents Tagq depenent de les regions a

amplificar.
- HotStarTag Master Mix (Qiagen).

Amb aquesta taq utilitzaven els seguents reactius:
0 Master mix (2x)*: 12,5 pl
o Primer F (10 uM): 1,25 ul (Cf=0,5 mM)
o Primer R (10 uM): 1,25 pl (Cf=0,5 mM)
0 H20: 8,5 pl
o0 DNA: 1,5 ul (20 ng/ml)
*La Master mix contenia la HotStarTaq polimerasa, PCR
buffer amb 3mM MgCI. i 400 uM de cada dNTP.

Aquests reactius (excepte el DNA i 'aigua per al control negatiu, eren multiplicats
per el nombre de mostres a les que se’ls volia fer la PCR). El volum final per a
cada PCR era de 25 pl.

Abans de procedir amb I'amplificacio es feia un PCR de gradient (Figura 9) de
prova per tal de optimitzar les temperatures d’annealing dels primers. Aquesta
prova es feia a partir d’'un pool de 5 mostres triades a I'atzar. Un cop s’optimitzava

la temperatura es continuava amb la PCR per a cada mostra.
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Figura 9: Gel d’agarosa amb els productes de PCR de gradient (56°C — 58°C — 60°C) del
gen KCTD15 amb les dues parelles de primers (P1i P2).
Per calcular la Tm dels primers, es va utilitzar la segtent formula:
Tm= (2 x (A+T) + 4 X (G+C)) - 4°C

Les condicions de la PCR van ser les seguents:

15 min - 95°C
1 min - 94°C )
35 cicles
1 min - 52-63°C [~
1 min - 72°C
10 min - 72°C

Aquesta taq ha estat usada per 'amplificacié dels gens FTO, FEZF2
i KCTD15.

- GxL

Alguns gens presentaven regions riques en GCs, aquests no
s’amplificaven bé amb la Taq anterior. Per aquests gens vam utilitzar
la GxL DNA polimerasa (TaKaRa). S’ha utilitzat per amplificar els
gens CA2 i TP53INP1.

Amb aquesta Taq vam utilitzar els seglients reactius:

0 5x Primerstar GxL buffer: 4 pl
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0 dNTP mixture (2,5 mM each): 1,6 pl

o Primer forward (10 puM) : 0,6 pl

o Primer reverse (10 uM): 0,6 pl

0 Primestar G

XL polymerase: 0,4 ul

0 Aigua RNAasa free: 10,8 pl

o DNA: 2 pul

Per calcular la Tm dels primers, es va utilitzar la segient formula:

Tm= (2 X (A+T) + 4 x (G+C)) - 5°C

Condicions PCR:

Per productes <10 k

98°C
55-60°C
68°C
O be
98°C

68°C

3.6.1. RT-PCR

Agquesta

técnica

10 seg |
15 seg
15 seg

10 seg

1 min/kb

L 30-35 cicles (3-steps PCR)

— 30-35 cicles (2-steps PCR)

de transcr

ipci6  reversa, també anomenada

retrotranscripcio (RT) ,ens permet passar mostres de RNA a cDNA,. D’aquesta

manera vam obtenir copies de cDNA del gen d’interés, KCTD15. Vam utilitzar la

Primescript transcriptasa inversa de TaKaRa, seguint el protocol de SYBR

Green. Vam utilitzar els seguents reactius:

5x Primescript

Reverse: 2 ul

Primescript RT enzyme mix I: 0,5 pl
Oligo dTPrimer (50 uM): 0,5 ul
Random 6 mers (100 uM): 0,5 pl
Total RNA (500 ng): 2,5 ul
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o H>O RNAasa free: 4 pl

Condicions RT:
e 37°C —-15min
e 85°C —-5seg

3.7. Electroforesis amb Gel d’Agarosa
Els fragments amplificats de les PCRs van ser comprovats mitjancant gels
d’agarosa. Aquests gels ens permeten veure que els productes amplificats tenien

la mida esperada i s6n especifics.

Caracteristiques del gel per productes de PCR (1,5% d’agarosa):

Gels petits:

- 60 ml TAE 1x

- 0,9 gr Agarosa

- 3 ul Pronasafe (agent intercalant de la doble cadena de DNA)
Gels grans:

- 100 ml TAE 1x
- 1,59gr Agarosa

- 5l Pronasafe

Com a ladder per aquests gels vam fer servir el Midranger de 1Kb (10 pl), a cada
pou i carregavem 8 pl de mostra, 2 ul d’aigua i 2 pl de loading buffer. Aquest gels

els feiem coérrer a 100V durant 20 minuts.

3.8. Placa de sequenciaci6
Després de I'amplificacid i comprovacié en gel dels diferents fragments
dels gens d’interés en tots els animals a analitzar, es va procedir a preparar un
placa de sequenciacié. D’aquesta placa cada pou corresponia a un animal, amb

la PCR del fragment de cada gen amplificat i el primer que li corresponia.

A cada pou s’hi ficaven:
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- 6 pl de mostra a un concentracié de 50 ng/pl.
- 5 pl de primer, després de fer una dilucié a 5 pM.

3.9. Anotacié funcional i analisis de dades
Per trobar la funcié de cada gen candidat s’han utilitzat diferents bases de

dades i webs. Una d’elles és Genecards (https://www.genecards.org/), aquesta

base de dades conté informaci6 sobre gens humans. L’Ensembl

(https://www.ensembl.org/index.html) és un altre portal que recull genomes de
vertebrats que permet la recerca en genomica, evolucio, la variacié en les
sequencies i la regulacio transcripcional. Alhora aquest portal permet realitzar
analisi de sequencies, amb eines com el BLAST. Aquesta eina ha estat utilitzada

per cerca fragments d’'una sequencia en diferents parts del genoma.

Un altre portal per trobar les diferents funcions dels gens ha estat el Mouse

Genome Informatics (http://www.informatics.jax.org/). Aquesta base de dades

conté informacié genetica, genomica i biologica a través d’informacio generada

en ratolins de laboratori.

A part de webs i bases de dades especialitzades, també s’ha fet recerca

bibliografica d’articles cientifics i tesis online.

Per analitzar les sequencies que vam amplificar i genotipar es va utilitzar el

programa DNAstar (Seqman Ultra™ https://www.dnastar.com/workflows/sanger-

sequence-assembly/). Varem determinar el diferents polimorfismes que

presentaven els animals estudiats (Figura 10).
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Figura 10: (A) Electroferograma del gen FTO s’observa un polimorfisme a la posicié 280
(B) Electroferograma del gen TP53INP1 s’observa un polimorfisme a la posicié 174

Per estudiar com es podiem veure afectats el llocs d'uni6 de factors de
transcripcio a consequencia dels SNPs identificats en les regions promotores és

va utilitzar el Lasagna-Search 2.0 (https://biogrid-

lasagna.engr.uconn.edu/lasagna_search/index.php). Aquest programa identifica

els llocs d’'unié de diferents FT, en un fragment especific de la teva sequencia.
També t’indica la posicio, en quina cadena es troba (Forward o Reverse) i el p-

valor entre d’altres.

4. Resultats
4.1. Recerca bibliografica dels Gens candidats anotats en les regions
associades amb els caracters de creixement i eficiéncia
alimentaria
Per iniciar la recerca bibliografica dels gens candidats, és van seleccionar
nou gens de la taula 1. A I'hora de seleccionar els gens s’ha intentant que es
trobessin en regions associades a tots els caracters previament estudiats (ADGr,
ADGR, ADFIlr, ADRFIE).

CA2

El gen Carbonic anhydrase 2 (CA2) es troba anotat en la regié genomica
OCC3: 100.99-101.11 Mb associada amb el caracter ADGr. El gen esta

involucrat en el transport de CO: i bicarbonat, tenint un paper important en la
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regulacié del pH i el transport de ions. Una expressio anormal del gen pot
provocar malalties autoimmunes (Zhang C et al, 2018). Els ratolins kcnockouts
per al gen CA2 tenen un retard en el creixement, presentant una mida menor des
de les primeres setmanes d’edat (Lewis et al, 1988; Margolis et al, 2008). La
deficiencia en humans esta associada a osteoporosis i problemes renals (Venta
et al, 1985).

EL CA2 presenta 7 exons ben conservats entre conills i humans, I'exd 1il'exé 7
presenten una fragment de sequiéncia no codificant. Tot i aixi el gen CA2 huma
presenta un ultim ex6 amb una part no codificant més llarga que el conill (Figura
11). La regio promotora d’aquest gen també es troba ben conservada entre les

dues especies.

1 10 20 30 a0 50 60 70 80 %0 100 110 120 130

Rt GGG OO TG AR GG C AL CC-GCC L TGCCC LT e aCTCONTCATGICCNTCACTGGGGOTACGGGAMGCACAATGEACCTGAGCACT GG
CCARGCCGCCGCCGCCAGATCGGTGCCBATICCTGCCCTGCCCCGACCGCCAGCRCEACCATGTCCCATCACTGREEGTACGGCARACACARCGGACCTEAGCACTGE
R BbaaCE ahaCehCCE<bEcNERC e LCEANETCE  CECCTLCELCONEECEEabE oo CATTCCCATCAT GCOBOTACLCAaENCARCLGRCETONCENC T

Consenmun - NERCRGRGE.
13 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

Rabbit CATARGGATTTTCCCATTGCCARTGGCGAGCGCCAGTCTCCTATTGACATCGACACTAACGCGECCARGCACGACCCTTCCCTGARGECTCTGCGTGTTTGTATGAGCACCCCATTTCTCGGAGGATCA
Hunan  CATAAGGACTTCCCCATTGCCARGGGAGAGCGCCAGTCCCCTGTTGACATCGACACTCATACAGECARGTATGACCCTTCCCTGARGCCCCTGTCTTTTCCTATGATCARGCARCTTCCCTGAGGATCE
Consensus  CATARGGACTTCCCCATTGCCARgGGAGAGCGCCAGTCCLCTaT TGACATCGACACT afical ablCARGOACGACCCTTCCCTGARGCCCC TGeeTATTTeC TATGAGCRacCaRCTTCCCEGAGGATC

%1 270 280 290 300 310 320 330 3d0 350 360 370 380 390

R T GG T TG AT GG AAGECCTC T TGRAGTCACTTACAGATTGATTCAGTITCACTITCACTGGGCTCATCCGATGGAC
Hunan  TCAACARTGGTCATGCTTTCARCGTGGAGTTTGATGACTCTCAGGACARRGCAGTGL TCARGGGAGEACCCCTGGATGGCACT TACAGAT TGATTCAGT TTCACTTTCACTGGGGTTCACTTGATGGACA
Consonmun TCARCARTGGTCROGETHTCRACLTCOAGTTOATOACTLTCACEACAANACHATGE TCARaRaRBGaC oL SAaGGERCTTAERGATT AT TCRGH TEACY TCALT GoGBETCAeeEOATCAACH

391 400 at0 a0 a3 aq0 as0 a0 a7 a0 a%0 500 510 520

Rabbit AGGCTCTGARCACACTGTGARCAAGAAGARGTATGCTGCAGAGCTTCATTTGGTTCACTGGARCACCAAGTACGGGGATTTTGGARRRGCTGTARARCACCCTGATGGATTGGCTGTTTTGGTATCTTT
Human  AGGTTCAGAGCATACTGTGGATARRAAGAAATATGCTGCAGAACTTCACTTGGTTCACTGGARCACCARRTATGGGGAT TTTGEGAAAGCTGTGLAGCARCCTGATGGACTERCCGTTCTAGETATTTTT
Consensus  AGGCTCaGAACACACTGTGaACARAAAGARATATGCTGCAGRACTTCAC TTGGT TCACTGEARCACCARATACGEEGATTTTGGARRRGL TG TaaRaCRaC L TGATGGACTGECORTTCTaGTATCTTT

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

bt T LA TG G AL AT AT AR ACARGGGTAAGAGCTTGAC T TCACTGACTT TGATCCTCGTGGCCTCCTICCTGAAAGCLTGRACT
Hunan  TTGARGGTTGGCAGCGCTARACCGGGCCT TCAGARAGT TGT TGATGTGCTGGATTCCATTARRRCARAGGGCARGAGTGCTGACT TCACTARCTTCGATCCTCGTGGCCTCCTTCCTGARTCCTTGGATT
Consensus  TTGARGATTGECAGCGCTARACCAGGCCTTCAGARAGTTGTTGAT acal TGaal TCOATCARAACAAAGGGCARGAGCGCTGACTTCACTaACTTCGATCCTCRTRRCCTCCTTCCTEARACCCTGGACT

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

Rabbit ACTGGACCTACCCAGGCTCACTGACCACCCCTCCTCTTCTGGARTGTGTGACATGGATTGTGCTCAAGGARCCCATCACTGTCAGCAGTGAGCAGATGTTGARRTTCCGTARCCTTARCT TCAACARGGA
Hunar  ACTGGACCTACCCAGGCTCACTGACCACCCCTCCTCTTCTGEAATGTGTGACCTGGATTGTGCTCARGGAACCCATCAGCETCAGCAGCGAGCAGGTGT TGARRT TCCGTARACTTRACTTCATGGGGA
Consensus  ACTGGACCTACCCAGGETCACTGACCACCCCTCCTCTTCTGGARTGTGTGACATGGATTGTGLTCARGGARCCCATCACCGTCAGCAGEGAGCAGATGTTGARRTTCCGTARACTTARCTTCARCAAGGA

781 79 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

Rabbit GGCGGAACCTGAGGAGCCARTGGTGGACARCTGECECCCTACTCAGCCACTGAAGGGCAGACARGTCAARGCTTCCTTTGTTTARG=TGGTCCCAGAGCCAGTGTCCARATGATGAR-CTTCTGATGTTT
Hunar  GGGTGARCCCGARGARCTGATGGTGGACAACTGGCGCCCABC TCAGCCACTGAAGARCAGGCARRTCARAGCTTCCTTCARATAAGATGGTCCCATAGTCTGTATCCARATAATGARTCTTCREGTGTTT
Consensus  GogGAACCCGRAGRACCaRTEETGGACARCTGELCCCaaC TCAGCCAL TGAAGAACAGACARATCARRGETTCC TTCaaaTAAG, TGETCCCAGAGCCAGTaTCCARATAATGAR. CTTCEGATGTTT

w920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

Rabbit CCCTTTAGCTAAGCACARATCTACCTTGGTGATTTGEECCCTGGTTGLTTTGIGTCTGGTTATTTAGATCCT-CATCTCTTACTTGATGTGCTTTCCARTARAATGTGARGAGCTACACTAARTGTCTCA
Human  CCCTTTAGCTRRGCACAGATCTRCCTTGGTGATTTGGACCCTGGTTGCTTTGIGTCTAGTTTTCTAGACCCTTCATCTCTTACTTGATAGACTTRCTARTAAAATGTGARGA~CTAGACCARTTGTCATG
Consensus  CCCTTTAGCTAAGCACRAATCTACCTTGGTGATTTGGACCCTGGTTGLTTTGTGTCTaGTTaTcTAGACCCT  CATCTCTTACTTGATagaCTTaCoRRTARAATGTGARGA, CTACACCARATGTCaca

1041 1050 1060 1070 1080 1030 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 170

Rl OO T TGE TG TG T TGET - GaC TG TG GGG AT AR ACEAGGANCACGCATAGTACCTTGACTTTGTCACHGCHCATGEAGTECTE
Human  CTTGACACARCTGCTGTGGCTGETTGETGCTTTGTTTATGGTAGTAGTTTTTCTGTARCACAGARTA] RRAGTACCTTGACTTTGTTCACAGCATGTAGGGTGATGAGCACT
Consemen CTTGCRCMRCaRCTSTOACTCRTTGGTGETH TG TATGRT- GTRGEETETCTGTROERChGRaTT AaghcanCamRenaCanTAMRGTACETTGRET TG TEACHChe T aebTaa e v
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Figura 11: Multialin del cDNA de gen CA2 de Conill vs. Huma

En conill, el gen es troba en el cromosoma 3: 101,101,607-101,118,201 (ID
ensembl: ENSOCUG00000011742). En mamifers el CA2 el trobem expressat
ampliament, podem trobar valors alts en sang, fetge, al sistema nervids, etcetera
(Database, 2020: Venta et al, 1985)

TP53INP1

24



El gen Tumor protein p53 inducible nuclear protein 1 (TP53INP1) es troba
anotat en la regié genomica OCC3: 109.07-110.88 Mb associada amb el ADGk.
Esta involucrat en la resposta a I'estrés oxidatiu i en la respiracié mitocondrial.
S’ha vist que juga un paper important en l'aturada del creixement cel-lular,
I'apoptosi, la migracioé cel-lular i I'autofagia (Seux et al, 2011; Tomasini et al,
2005; Seillier et al, 2012). TP53INP1 també regula I'activitat transcripcional de
p53 i p73 e intercedeix en I'activitat antioxidant de p53 (Warnez-Soulie et al,
2019).

En ratolins, una deficiencia en TP53INP1 produeix una resisténcia a la insulina i
un increment del greix corporal, canviant la morfologia de I'animal (Saadi et
al,2015; Warnez-Soulie et al, 2019). A més a més, s’ha comprovat que sén més
susceptibles a desenvolupar tumors i a presentar una major produccié de ROS
(Reactive Oxygen Species), fet que provoca danys a les cél-lules (Cano et al,
20009).

El gen presenta un promotor ben conservat entre ambdues espécies. No obstant,
el primer exd d’huma no es troba anotat en conills. Al fer un BLASTN en la
sequencia de I'ex6 1 huma al genoma del conill, vam localitzar un fragment
homoleg de sequiéncia en la posicio 3:110556533 — 110556294 del genoma del
conill. L’alineament entre huma i conill mostra una alt grau de semblanca (Figura

12) el que indicaria que I'exd 1 es troba mal anotat en el genoma del conill.
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Figura 12: Multalin del Ex6 1 Huma vs. Fragment de seqliéncia de conill trobat al fer el
BLASTN

En conill el gen TP53INP1 es troba al cromosoma 3: 110,541,562-110,555,252
(ID ensembl: ENSOCUG00000016241). El trobem expressat amb valors alts a
fetge i pancrees (GeneCards: https://www.genecards.org/cqi-
bin/carddisp.pl?gene=TP53INP1&keywords=TP53INp1)

FTO
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El gen FTO (fat mass and obesity-associated gene) es troba anotat en la
regié genomica OCC5: 9.07-9.07 Mb associada amb ADGr. Esta relacionat amb
el creixement, involucrat amb I'index de massa corporal (IMC) i el risc de patir
obesitat en humans (Yeo G,S,H, 2014). També esta associat en el pes corporal,
el contingut de greix i el creixement en pollastres porcs i vedells (Gan et al, 2015;
Xing et al, 2013). S’ha demostrat que el gen FTO actua en el creixement postpart
en ratolins. Quan aquest no s’expressa, els animals presenten una mida més

petita i un pes menor (Gao et al, 2010; McMurray et al,2013).

Diferents estudis han identificat SNPs en el gen FTO en conills associats amb el
greix intramuscular, el pes corporal i la mitjana de guany diari (Zhang G-W et al,
2013; Zhang G-W et al, 2014). En aquesta espeécie I'expressio de FTO presenta
valors més alts en la melsa, fetge i pulmons. Depenent de l'estadi del
desenvolupament en el que es troba l'animal I'expressio varia. En el fetge
'expressié augmenta durant el desenvolupament, arribant al seu maxim en la
lactacio, pero disminueix en adults. En altres teixits, com el muscul, presenta un
valors d’expressié semblants, en animals joves I'expressio €s més elevada que

no pas en animals adults (Xing et al, 2013).

EL gen FTO presenta un promotor ben conservat entre humans i conills. Les
dues especies presenten 9 exons, amb una llargada igual en quasi tots el exons,
a més mostren un bon alineament al fer el multalin. El primer i Ultim exd presenten

regions no codificants.

En conill el FTO es troba al cromosoma 5: 10,027,822-10,444,669 (ID ensembl:
ENSOCUG00000001741). Aquest gen es troba conservat en els organismes,

des de algues fins a humans (Xing et al, 2013).

FEZF2

FEZ Family zinc Finger 2 (FEZF2) es troba anotat en la regid6 genomica
OCC9: 29.66-31 Mb associada amb ADGr. Codifica per factors de transcripcio
essencials per la diferenciacié neuronal en el desenvolupament del cortex
cerebral (Zhang S et al, 2014). Aguest gen també esta associat amb patrons de
comportament, com I'activitat locomotora, les interaccions socials, aprenentatge

associatiu i hiperactivitat (Clare et al, 2017).
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S’ha demostrat que ratolins amb deficiéncia del gen FEZF2 desenvolupen un
comportament hiperactiu, presentant una conducta d’alimentacié anormal,
provocant un retard en el seu creixement postdeslletament (Hirata et al, 2004;

Mouse Genome Informatics).

Aquest gen sembla mal anotat en el genoma del conill, presentant el gen FEZF2
huma un ex6é més que el del conill. De fet, I'exd 1 de conill es homoleg a I'exo 2
en humans i 'exd 1 huma no apareix anotat en conills. Al fer el BLASTN (Annex:
Figura 1) per aquest primer exd huma en el genoma del conill, hem trobat un hit
al cromosoma 9, a la posicié6 29293984 — 29294213, mostrant un 100%
d’alineament i e-value de 4e-130. Aquest primer ex6 huma esta anotat com a
regio promotora en conill, s’ha comprovat fent un multalin per veure I'alineament

(Figura 13).

1 10 20 a0 a0 50 60 70 a0 20 100 110 120 130

Robbit.  ATCCAGGGGAGGT TCTGCTGTTTCARTCTGETCCTTARACAGETGGAGATTGGACCTTCTCART TATACARACAGT ARG TACCCATCGGCGGEGAGAC TRCCCTCGATCC TCCCTGEACGCAGECGTCLG
Hunan

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
Robbit  CCOGCARCACAGCACGGETTTGCCCCAGCANCCCGATCATARACCAGCAGT TETGATCGATTAGGATCTCOARCAGCCCTCCAGCOAGEEGTECAGEE TECECECAGCETCAGEEGEGEAGECEGCECTA
Hunan

ase ago aro ago a80

Rebbit  TATCATTTGCGCGTGTTCGGGGETGRCECCHGETCCGTGHE TAAATGGCAGTTTAGCACGATGCCCAGE TCGEC TGCGCAGGEETANGGGATACT ICGGLGACTGGACGEACACCCAGEAGLTCC TCGGG
Hunan

651 660 670 600 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

CGECGTRETEGRGACCCCCCCRCCETCOrT

CCARACCTGEABGCCCCCARAGT TGTGARTCACGCACGGARE TCTGECTGRGTTTRGGT TCRGECTE TECRCACCEECCCCCCTTTCCTTED

781 790 800 810 820 830 840 850 860
Robbit  ACCAGCARARCCATCACGATTCCTCCCCCTECCCCTCECRTCTCTTCOCTECTTCCCEATTCOCARACCOETCREACTTTECE
Hunan

11 920 o 240
Rebbit G1GGCGGCOOLOGLCGOCAGGALAGLALANCACH
Huna: GGEOGCCHGCAGGCACGU0GGANCACANGGGEEGE Il|U.L.m|hleuLll.LLullUllhlUll uuu e GAC 1 mummumumumuum
Con H 6 i ?
1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
Robbit.  GGAGGGGANGATGTTTGCTATCANANTGTGACAGANGAGECACGET GCATEGETCOGAACGCTTCTCCTTORE GAGGTGECTCTCCEROGCCTCEGTARCTTTGECED
Hunan  GGAGGGGANGATGT T TGCCATCAARATGTGACAGARGAGACACGLT GCA THGE T CHGAACGCATCTCCT TGRTGHTGOGRGARAGAG
Consensue  GGAGGGGARGATGT T TGCGATCARARTGTGACABAAGAG aCACGET GEATEGE T CEGAACECATCTCCT TEGEGETGEEGAaRAGAG s s yessesersssssssssssssossnssssssssssoss
1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

TARTTTGAGGCTCTTITCTTCTTCTCCCCCCCACCCCCEETTCTCCTITICCTTIGIARA

1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430

COGGETTANTGOGCEGTARTTTGGTACCETTGEGTGCACTTTRTTETGECTCTGTTCATTTGAATGCAR

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500

Rebbit  ATGGGTGACCCGGGCCCANCTAGGTGCT TATTANAT TGCGGCTTCCCCCCCTGCCTTTTCCGGANTGCAG
Hunan

Figura 13: Multalin de la regié promotora del gen FEZF2 de Conill vs Ex6 1 del gen
FEZF2 huma

En conill el gen FEZF2 es troba al cromosoma 9: 29,290,244-29,294,091 (ID
ensembl: ENSOCUG00000002823). Aquest gen el trobem sobre-expressat a
diferents zones del cervell com, I'hipocamp, cortex, amigdala, entre d’altres.
També el trobem expressat en el fetge i el sistema biliar (Database, 2020; Fezf2
MGI Mouse Gene Detail - MGI:1859823 - Fez family zinc finger 2, 2020)

PTPRG
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El gen Protein tyrosine phosphate receptor type G (PTPRG), es troba
anotat en la regié genomica OCC9: 29.66-31 Mb associada amb el ADGr. Esta
associat amb patrons de comportament i amb trastorns psiquiatrics. En ratolins,
la deficiencia del gen PTPRG provoca un canvi de comportament, augmentant
I'activitat locomotora (Cressant et al. 2017). En humans, aquest gen s’ha associat

amb esquizofrénia (Andreassen et al, 2013).

Aquest gen presenta 29 exons en humans i conill, trobant-se ben conservats
entre les dues espécies. L'ultim exd de conill presenta una fragment més de
sequencia que en humans, aquest fragment és no codificant. En canvi en
humans el primer exé té anotat un fragment no codificant. Tot i aquestes
diferencies les parts codificants es troben ben conservades entre ambdues
espeécies. El promotor també es troba ben conservat, presenta un bon alineament

amb el promotor huma.

En conill el gen es troba al cromosoma 9: 28,410,476-29,189,284 (ID ensembl:
ENSOCUGO00000002809). Es troba expressat en el sistema nervios i en altres
teixits com fetge, mascul i teixit adipos (Zhang W et al, 2012: Brenachot et al,
2017).

LGALS3

El gen LGALS3, també conegut com Galectin-3, es troba anotat en la regio
genomica OCC17: 73.57-74.16 Mb associada amb el ADGgr. Codifica per
proteines que tenen un rol en un gran nombre de funcions cel-lulars com
apoptosis, immunitat innata, cel-lules T, creixement i supervivencia cel-lular, i

processos inflamatoris (Arsenijevic et al, 2019; Stojanovic et al, 2019).

Els promotors entre les dues espécies no es troben ben conservats. A fer el
BLASTN del promotor del huma en el genoma del conill no es troba cap resultat
significatiu en la regi6é del gen LGALS3. En conill aquest gen presenta 5 exons a

diferéncia dels humans que en presenten 6.

En conill el gen LGALSS el trobem al cromosoma 17: 73,821,777-73,827,521 (ID
ensemble: ENSOCUG00000002924). S’expressa en un gran ventall de teixits i
organs, com ara fetge, muscul i teixit adipés (Lgals3 MGI Mouse Gene Detail -
MGI:96778 - lectin, galactose binding, soluble 3, 2020).
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CEBPA

El gen CCAAT/enhancer binding protein alpha (CEBPA), es troba anotat en

la regi6 genomica OCCS5: 3.7-3.85 MB associada amb el ADFIr. Té un paper

important en la regulacié de processos metabolics com la adipogénesis i la

lipogénesis, també és vital per mantenir ’Thomeostasi energética i per moderar el

creixement de les cél-lules hepatiques ( Madeira et al. 2017; Horodyska et al.
2019; Tan et al, 2005).

En el cas del CEBPA els promotors de les dues espécies no s’alineen

correctament al fer el multalin (Figura 14). El gen en conill i huma estan anotats

de forma diferent. En conill el gen presenta 2 exons i en huma tant sols 1. El

primer exo del conill anotat té una llargada molt petita i presenta un intrd6 molt

llarg (38227 pb), aquest podria estar mal anotat o poc conservat en el gen huma.
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Figura 14: Multalin Promotor del gens CEBPA de Conill vs. Huma

En conill el gen es troba al cromosoma 5: 3,189,242.3,256,494 (ID ensembl:
ENSOCUG00000022985). El gen es troba altament expressat en fetge, pell i

teixit adipds entre d’altres. (Wang G et al. 2010; Database, 2020).

KCTD15
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El gen Potassium Channel tetrameritzation domain containing 15
(KCTD15), es troba anotat en la regiéo genomica OCCS5: 3.7-3.85 Mb associada
amb el ADFIg. Té un paper important en el desenvolupament dels vertebrats i la
diferenciacio cel-lular (Liang S et al. 2015).

Esta expressat en regions del cervell on hi juga un paper important en el balang
d’energia i la regulacié de la ingesta d’aliment (Bauer et al. 2009; Smaldone et
al, 2018). Altres canals de potassi participen en vies que regulen el pes corporal,
la sensibilitat a la insulina, i canvis en aquests poden provocar un increment en
la taxa metabolica. Es possible que KCTD15 tingui funcions similars a aquests
(Xu et al, 2003). Estudis en pollastres suggereixen que esta relacionat en el
metabolisme lipidic (Liang S et al. 2015).

En aquest gen el exons es troben ben conservats entre els gens huma i del conill.
Tots dos presenten 7 exons. La diferéncia la troben en el promotor, on en el
genoma del conill trobem una amplia zona que presenta un gap al genoma de

referencia, és a dir, falta sequéncia (Figura 15).

>S5 dna:chromosome chromosome:OryCun2.0:5:3639427:3653764:1
CCGGGTGC, CGCCCGCGCCCCCACGCCCCCGCGCCCCCGGTTCCCGACGTTGG
CTTATAGAACCGAGGTTGGGATGGATTCCCTATGTGGGTACATTTGTACACTTTTCTGTG
AGGGCAAACGTCATCTAGCTTCACAGGGGATTAGAAGACCCATGCCTTCCAATTTGTGTA
GTGTGAATCGCCCGCCCAGGTCTGCACCGATTTTCAGCCGCATTCTCCTCGCACTGTCAC
TCATGTCCCGAAATAAATGGCTTCGTGTTTTTCCCATCCTGTTGGATCCAAGTTAGTGTC
TCCTTTGCATTACTTTGCAATTCTAAAGATATTTGTGATCCTCTAAAACTGCATCCTGTG
AAACTGTTGACTAGTATCCTCCAGTCTTCTACTAGCTTAATGGGCATGTTCTTATTCTAA
AAAGTCTTATTGAATAGTCGCTAGTCATGATCGATACGTTGGCAAACCGGTTATGGTCTT
TTTTTAATTCCTAATTTAGTAGTCT

CCAGGACGAGACCGGAGCGACCCGCGCGGCGAGCACAGGCGGCCAGGCTGAGCGCGGCGC
CCGAGACCGGCGGCTGCGGGGGGCGGGGGCTGCGTCCGAGCCCGATCCGCCGCTCCGGCT
CCGAGGTAAGCCCAGCGCGGGCGGCCGGCGCTCAGCGGCCGCGCACCCCAGTCCCCAAAG
TGCCCGCGATGGCCAGAAAGTGGCCCGGCCGGGGTCCGGACCTGGGCGGGGGCGGCTGCT
TTGTCCCTCTGCTGAGCGGCGGGGGCGCCCGGCACAAAGGCCTGGCGCGAGGTGGGGGGE
TACCCACGTGGGCTGGTCCTGGGCGCGGGTGGACCCTCCCCACGCGGACGGGCCGCGAGL
TTCCTGCCGCGCGGGCTGTGCGCGTGAGTGTATGCAGGTCCCTGCACTCTGGCCCCCGCA
CGGGGCCGGCCGAGCGCCCCGCTGGAGCCAGCGAGTTTCCGGGGTCAGAAACCGGCTTGC
GCAAGCTGGGGCTTTGGGGGCGCACAGGGCCCCGTTTGGCGCCCAAATCAGAGAAAGAAA
AAGTCTCTAACGGGACAGATCGAGTCCGCTGAAGCCCACCCGGCGAGTCCGGGGCCGGAG
CGCTGGCGGGGGTCCCGGGCGCGCCGGGGTCCGGGGCACAGCGCACCCGGGAGCTGGACG
CGCGCAGCGGGCACGCAGCCGCCGACACCCCCAGCCCTGCGGCCGCCGCGCCTCTCTGTC
CTCCCCGAGCCCCCGGCTGCAGAAAGATAAAAGCTGCAAGTTTTCACTCCGTGTCTCAAA
TGTGCATGAAGGAATTTAACTGCACGAGTGAATAACAGCATTAGTTTCAATTAATTTTTT

Figura 15: Fragment de promotor del gen KCTD15,
on s’observa el gap.

En conill el gen es troba al cromosoma 5: 3,640,927-3,653,764 (ID ensembl:
ENSOCUG00000010531). EL KCTD15 el trobem expressat en I'hipotalam, en
teixit adipds, fetge i sistema biliar (Liang S et al. 2015; Kctd15 MGI Mouse Gene
Detail - MGI:2385276 - potassium channel tetramerisation domain containing 15,
2020).
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SELENOM

El gen Selenoprotein M (SELENOM), es troba anotat en la regié genomica
OCC21: 3.89-4.33 Mb associada amb el ADRFIg. Té un rol important en la
proteccio contra el dany oxidatiu. En ratolins knock-down decreix la viabilitat de
les cel-lules i augmenten les ROS, fet que demostra la seva importancia
prevenint I'estrés oxidatiu (Guerriero et al, 2014). També té un paper important
en la regulacié del metabolisme i el pes corporal. Ratolins knock-out per aquest
gens mostren un major pes i mes quantitat de teixit adipos blanc (Pitts et al, 2013;
Liu et al, 2018).

Aquest gen presenta grans diferéncies en les sequéncies promotores de humans

i conills, el multalin no presenta un bon alineament.

En els exons també trobem diferencies entre les dues espécies. En conill trobem
4 exons, 3 menys que en humans. El genoma del conill mostra un primer ex6
molt llarg que podria estar mal anotat, degut a les grans diferéncies entre les
especies esmentades i a la mida dels introns presents en huma. Part d’aquest

primer exo de conill s’alinea amb els exons 2 i 3 d’huma.

En conill el gen el trobem al cromosoma 21: 3,561,832-3,565,455 (ID ensembl:
ENSOCUG00000033676). Aquest gen s’expressa en teixits com muscul, fetge,
ronyo, pulmons, entre d’altres, pero els nivell d’expressiéo més alts es troben en
el cervell (Huang J et al, 2016; Korotkov et al 2002).

4.2 ldentificacido de polimorfismes en les regions promotores dels
gens FTO i TP53INP1

Per al gen FTO es van amplificar dos fragments solapants de 769 pb i 703

pb de la regié promotora proximal en 10 animals (Annex: Taula 1).

Després de la seva sequenciacié i analisis, es van identificar un total de set
polimorfismes (FTOc.-1090C>T, FTOc.-888 A>G, FTOc.-857C>G, FTOc.-
738T>C, FTOc.-580A>G, FTOc.-350C>T, FTOc.-302T>G) (Taula 2). Per aquest
gen I'unic SNP que presenta el tres genotips és el FTOc.-857C>G. En el qual

tenim animals homozigots CC i GG, i animals heterozigots GC.
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Taula 2: Polimorfismes de la regié promotora del gen FTO

_ Parella 1 Parella 2
SEQ REF C G C T A C T
POSICIO | -1090 -888 -857 -738 -580 -350 -302
ANIMAL
113238 CIT AIG G/C T A/IG C/T G/T
116167 C G C T A C T
113146 C/T AIG G C/T AIG C/T G/T
114760 - - - - - (3 T
115277 CIT AIG G/C T A/IG C/T G/T
113165 C G G/C C/T A C T
115259 CIT AIG G/C T AIG C/T G/T
113058 CIT AIG G/C T A/IG C/T G/T
113063 CIT AIG G C/T AIG C/T G/T
116206 CIT AIG G/C T A/G C/T G/T

*Per fer 'anotacié s’ha pres com a punt O la primera base del ex6 1

Per al gen TP53INP1 es va amplificar un fragment de 780 pb de la regio

promotora proximal en 10 animals (Annex: Taula 1).

Posteriorment es van enviar a sequenciar i es van identificar els polimorfismes

representats a la Taula 3. Al TP53INP1 hem pogut identificar fins a sis SNP i un

indel per a la regié promotora d’aquest gen. Els SNPs i indel son el seglents:
TP53INP1c.-492C>T, TP53INP1c.-334C>T, TP53INP1c.-317A>G, TP53INP1c.-
297A>G, TP53INP1c.-199delC, TP53INP1c.-90C>T, TP53INP1c.-69C>T.

Els SNPs TP53INP1c.-90C>T, TP53INP1c.-297A>G, i TP53INP1c.-334C>T

presenten els tres genotips.

Taula 3: Polimorfismes de la regié promotora del gen TP53INP1

_ Parella 2
Seq Ref C C A G INDEL C/- C C
POSICIO | -492 | -334 -317 -297 -199 -90 -69
ANIMAL

113238 C T A A CcC/cC T C
116167 C/IT CIT A A CCcC/ccC C C/IT
113146 C/IT T A A CcC/cC

114760 C T A A CC/CC C/IT C
115277 C/IT CIT A A/G__| Ccc/ccC C C/IT
113165 C T A A CC/cC T C
115259 C/IT CIT A A/G__| Ccc/ccC C C/IT
113058 C CIT A A CC/cC

113063 C C A G CCc/ccC C C
116206 C CIT A/G A/G Cc/cC

*Per fer 'anotacio s’ha pres com a 0 la primera base del ex6 1
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Al FEZF2 hem trobat un indel a la posicié FEZF2c.1440delC.

4.3  Caracteritzaci6 in-silico de llocs d’unié de factors de transcripcio
en els promotors dels gens candidats

Per identificar com poden afectar els polimorfismes trobats en les regions
promotores, es va realitzar un estudi in-silico dels llocs d'unio dels factor de
transcripcié (FT). Aquest procés es va realitzar a través de la identificacié de
sequencies motiu de DNA Cis-acting amb programes informatics (Corominas et
al, 2013). Els factors de transcripcio son unes proteines funcionals, les quals
s’enganxen a sequencies especifiques de les regions reguladores dels gens i

controlen la seva transcripcio (Latchman, 1993).

Inicialment es va fer una recerca bibliografica de factors de transcripcio
involucrats amb els gens d’interés, observant alhora que s’expressin en el mateix
teixit on s’expressa el gen. Posteriorment es va analitzar la presencia de
polimorfismes en els llocs d’unié dels FT amb el programa Lasagna. Aquestes
variacions poden fer canviar el lloc d’unié i consequentment I'expressio del nostre

gen.

Pel gen FTO vam trobar SNPs en llocs d’'unié de factors de transcripcio (Figura
15). El primer SNP interessant és el FTOc.-1090C>T. Els animals amb una
citosina (C) presenten un lloc d’'unié per al FT ATF-2, mentre que en els animals
amb una Timina (T) aquest lloc d’'unié no esta present (Figura 15 i Annex: Taula
4).

Per el SNP FTOc.-888 A>G, els animals amb una Guanina (G) presenten un lloc
d’unié per al FT FOXAL1. Per al SNP FTOc.-738T>C, els animals amb una C
presenten un lloc d’'unié per al FT FOXA2 (Figura 16 i Annex: Taula 4).
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-1129 CACCATTTCACACTACCCGTCCTCACGGTGCTGCTCCAAIC/TICTCATTCTTG

ATF-2

GATAG
-1079 ACTTCCTTCGAAGCGGCCCTTCCCTIGTGTGCCTTTGCATTAGCTGGGGTCTCGCCTCAA
-1019 TTTTCCAGAAMGGCTTTTCCCCACCACTCTATTCCTCTACATTCATTGCTTTCACAGCCG
-959 TCGCCTCTCTGAAATTACCTTATTGGCTTACCAGTTCACTGTCGGCACTAACGAAGTACA
-899 AGCACCTTGGGIAGITGGGTATGGGTCTIGTCCACAGC TGGTGGGIG/CIATCAGG
FOXA1 GATAG
— HNFZ
-850 ACTGGGTACTTGGTGGGCACTATATTAATATTCACGG TGTGAATAAACCGCCACCAG GAATTGAGACCAGA
-779 ATGGTCAACCGCGTCCCTACCTCTAGG GAGCTAACAGCTTAIC/TIGGGGGTGACGAGAGGACA
FOXA2
GATAG
-719 CACAAATTATAGTAAGCAGTCAGGCAAGAACAGGCCACTCAGGAGGCGTAGGGACTGAC
-659 AATCAACTCCTAATTCAGGACAAACGAACGAATGAAGGATC TGGATATGGACAGCAATTC
-599 GCAGCCTCAAGTCTCATCC [AGICTAAGGG TTTATGGCTGAGATACAAAATTTCAACTCGGTC
GATAG
FNF4
-539 CTGGGCATGGGGAAMAGGGCGGGCTGTGATICAGGCCTAACGCCGTGGAGATGCTTTTT
-479 ATGCGGGCACGAGGCCAGGGTCTTCTGCAGGCCGCAAAGCGGATCTCAGACTGCCGCCCG
-419 CGCTGCGCGGGGAGGG TCAGCCAACCTGTAGCCACCCCCGTCCGCCCCCAGGGTACTCAC
-359 CGCCACACTICT] TCTCCGCCGCTAGCTACCGTTGCTATAGCGCCCACGGCGTGTCCGGCIGTIGE

GATA6

Figura 16: Representacio dels llocs d’unio, depenent del polimorfisme, dels FT a la regio
amplificada del gen FTO

Al gen TP53INP1 també troben SNPs interessants que afecten de manera
diferent als FT (Figura 17). Pel SNP TP53INP1c.-334C>T els animals amb una
Timina (T) presenten un lloc d’unié per al FT FOXA1/FOXA2, no obstant, aquest
lloc d’'uni6é no esta present amb els animals que tenen una C (Annex: Taula 5).
El SNP TP53INPL1 c.-317A>G també presenta aquest casuistica. Els animals que
presentin una G tenen un lloc d’unié per al FT GATA-1, no obstant els que tenen
una Adenina (A) no. Pel que fa al polimorfismeTP53INP1c.-199delC, el animals
gue presenten la delecid no presenten cap lloc d’'unié de FT, no obstant, els que
no presenten aquest canvi tenen un lloc d’'unié per al FT GATA-1 (Figura 16 i

Annex: Taula 5).

Per dltim el SNP TP53INP1c.-69C>T també provoca que els animals que
presentin una C s’hi podra unir el FT FOXAZ2 i en els que presentin la T no ho

podra fer (Annex: Taulab).
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-239

-179
-119

-59

CAGCCCCCAGTGCTGGTTACTACAACAGGTGGGGCCCGGTCCTTGTC[C/T|GAAAAGGGGAAG

p53

E2F1

GATA
TTGAGTGGGCCGGCATCGCCCACGACGCGGCCCAGCCATTCCCTCCCGGGAAGGCCTAGA
AGTGGCCTTCAAGTTCCAACCAAGTCCACGGCTCTAGCTGGAATTGGGGCTCCGGGAGTC
TGAAGCCGCTGACACTCTGTGTCTTIC/TIGCTGTCCTCTCACGGAIA/GJAAGCTTCCTGTGTTCCC

FOXA2 ATF-2
FOXA1/FOXA2
CTCF

GATA-1
CG[G/AJGCCCCAACCCCTCGACAACGGGCCGCTGAAGTTGGGTTCTTCCCCGCACCGCAAGCG
GATA-1

CACCCCGCGGGCGCCCCCGCCCCCTCCGGCCTCCTCGGCT[EECICCIGGCTTTTGTIGCCCGGG

GATA-1
FOXA2

CTTGTTTCTGACTCGCGAACGCCGCCCGGCTCGGCGCCAGGTCACATGCGTTAGTGACAA
CCTCTCGCAGGGCGGCCCCGGGGCCTCCG[C/T]GCTGCCGATTGGCTGGAGCC[C/TIGGGCTGGCG
GATA-1 FOXA2
p53
CGGCCCTGGGGCGGGGCGGCCGGCGGGCGGGCCCGACGCGGGCGGAGCGGCCGATCAGCT

Figura 17: Representacio dels llocs d’unio, depenent del polimorfisme, dels FT de la
regié amplificada del gen TP53INP1
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5. Discussio

Estudis previs en altres espécies animals han identificat i caracteritzat
polimorfismes i gens candidats relacionats amb eficiencia alimentaria (Sherman
et al, 2010 ;Do et al, 2014). Aquest treball representa el primer estudi on
s’identifiquen polimorfismes en gens candidats posicionals per caracters

d’eficiéncia alimentaria en conills.

Els resultats en la recerca bibliografica dels gens candidats reforca la possible
implicacio dels mateixos en la determinacié dels caracter analitzats. El gen CA2
s’ha relacionat en problemes de creixement en ratolins knockout, fet que suporta
la seva possible implicacié en el caracter de ADGr. L'abséncia d’expressié del
gen TP53INP1 en ratolins knockout s’ha relacionat amb I'aparicié d’obesitat i per
tant la funcié d’aquest gen podria estar determinant el caracter de ADGkr. Pel que
fa al gen FTO esta associat amb el ADGr. Estudis en ratolins han demostrat que
aquest gen esta relacionat amb el creixement post-part. Alhora estudis previs en
altres linies de conills I’han associat amb el greix intramuscular, el pes, i el guany
de pes diari, fet que fa del gen FTO un fort candidat a explicar la variacio en el
caracter ADGr. Pel que fa als gens FEFZ2, PTPRG, i LGALS3, aquests gens
s’han associat a patrons en el comportament, fet que podria explicar les
diferencies observades en el caracter ADGr quant els animals son sotmesos a
un regim alimentari en restriccio. El gen FEZF2 ha estat relacionat amb patrons
de comportament que afecten a la conducta alimentaria de I'animal i en
consequencia al seu creixement (Clare et al, 2017; Lamprianou et al,2006; Orr
et al, 2013). Estudis amb ratolins knockouts per al gen LGALS3 van determinar
pertorbacions en els ritmes circadians dels animals, els quals presentaven un
increment en el pes corporal , aixi com en els nivells de teixit adipés visceral
(Chaudoin & Bonasera, 2018). També augmentaven els nivells d’insulina i
glucosa en sang (Pejnovic et al, 2013). EL gen CEBPA també es un fort candidat
ha explicar el caracter de ADFIr, ja que ha estat previament relacionat en
caracters d’eficiéncia alimentaria en porcs. Aquest gen ha estat relacionat amb
I'adipogenesi i I'hnomeodstasi de la glucosa. Experiments amb ratolins han
demostrat com ratolins knockout per CEBPA presentaven alteracions en els teixit
adipds, aixi com una reduccié de la ingesta d’aliment (Hipofagia) (Yang et al,

2005). Un altre gen candidat a determinar les variacions en el caracter ADFIr, es
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el gen KCTD15, involucrat en el control de la ingesta d’aliment i el balang
d’energia. S’ha descrit que ratolins amb mutacions per al gen provoquen un
comportament alimentari anormal, presentant una disminucié de la ingesta
alimentaria (Mouse Genome Informatics, 2020). Finalment, pel que fa al gen
SELENOM, es desconeix quina és la funcié exacta. Perd s’ha comprovat que
ratolins transgenics amb una delecié per aquest gen mostren un incrementat de
pes, per tant indica que pot estar relacionat amb la regulacié del metabolisme i
el guany de pes (NCBI, 2020).

En el transcurs del treball s’han pogut identificar un total de 13 SNPs i un indel
en les regions promotores proximals dels gens FTO i TP53INP1. Aquests
polimorfismes podrien determinar canvis en I'expressié dels gens candidats al
estar situats en regions reguladores podent modificar llocs d’'unié de factors de
transcripcio. Per aquest motiu es va dur a terme una caracteritzacio de les

regions promotores dels gens FTO i TP53INP1.

Pel que fa als polimorfismes identificats per al gen FTO, el FTOc. 738T>C es
troba localitzat en un lloc d’unié per al factor de transcripcié FOXA2. Aquest lloc
d’unié sols esta present en els animals que presenten una C. El FOXA2 és un
FT que esta relacionat amb la regulacié del metabolisme i €s essencial per la
homeostasis de lipids i la glucosa. Cal remarcar que estudis realitzats en linies
cel-lulars humanes han determinat la unié d’aquest FT en el promotor del gen
FTO regulant negativament la seva expressio (Guo et al, 2012). A més estudis
demostren que el gen FTO s’autoregula fent que la seva proteina s’enllaci al seu
propi promotor (Liu et al, 2019). Alhora el gen FTO és un coactivador per
reguladors transcripcionals de la familia C/EBP (Wu et al, 2010). En el nostre
estudi el gen CEBPA, que pertany a aquesta familia, es un candidat per al
caracter ADFIr. Aquest FT, que intervé en la regulacié de la homeostasis del
pes corporal, també s’ha identificat com un regulador de I'expressié del gen FTO
(Ren et al, 2014). Per tant el polimorfisme identificat (FTOc.-738T>C) podria
estar afectant I'expressié del gen FTO i d’altres reguladors com el CEBPA en
els nostres animals afectant a diferents caracters d’eficiencia alimentaria.
Caldria pero portar a terme una validacio funcional per tal de verificar la nostra

hipotesi (veure apartat validacié funcional).
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Pel que fa al SNP FTOc.-888 A>G, als animals que presenten una G se’ls hi pot
unir el FT FOXAL. Aquest factor de transcripcio és redundant amb el FOXA2
durant el desenvolupament, el FT explicat anteriorment. El FOXAL és un FT
necessari pel desenvolupament del fetge i el metabolisme de lipids. Com passa
amb el FOXA2, el FOXAL1 té funcio cis-reguladora. A més estudis han comprovat
que FOXA1 i FOXA2 s’enllacen a diferents regions d’introns del gen FTO
(Bochkis et al, 2012), pel que també es un bon candidat a provocar variacions
en l'expressido del gen FTO. Per ultim, el SNP FTOc.-1090C>T, també
modificaria la unié d’un factor de transcripcid, el ATF-2, depenent del genotip
dels nostres animals. Aquest factor de transcripcio, tot i que no s’ha demostrat
que pugui regular directament I'expressié del gen FTO, es sabut que esta
involucrat en la regulacio de gens que intervenen en el creixement. Ratolins
mutants per als gens de la familia ATF presenten un baix creixement postnatal
i poc creixement (Bhoumik et al, 2007). Per tant es interessant investigar si

aquest polimorfisme afectaria I'expressio del gen FTO a través del FT ATF-2.

Pel que fa al gen TP53INP1, també s’han identificat polimorfismes en llocs d’unié
de FT. EI FT FOXAZ2 podria unir-se als animals que presenten una C per al SNP
TP53INP1c.-69C>T. En canvi, en els animals que presenten una T per al
TP53INP1c.-334C>T s’hi podria unir el FT FOXA1/FOXA2 (LASAGNA-Alignes
OregnANNO Models). Com s’ha explicat anteriorment el FOXA1 i FOXA2 estan
involucrats en la regulacio del metabolisme. Pel que fa al TP53INP1c.-317A>G,
en els animals amb una G s’hi podria unir el FT GATA-1. El mateix passa amb el
TP53INP1c.-199delC, on en els animals que no presentin la delecié s’hi podria
unir aquest FT. El GATA-1 és un factor de transcripcio essencial per a la formacié
normal dels globuls vermells, eritropoesi. En ratolins, la pérdua de GATA-1
comporta que els eritrocits es vegin involucrats ens processos d’apoptosi,
provocant anémies (Ferreira et al, 2005; Weiss et al, 1995). En aquests
processos d’apoptosi hi intervenen gran quantitat de gens, entre els quals trobem
el TP53INPL. El nostre gen d’estudi esta involucrat en processos d’apoptosi,
regulant alhora l'autofagia ( Mello et al, 2019). No obstant, caldria realitzar
validacions funcionals per determinar si aquests FT es poden unir a la regi6
promotora del gen TP53INP1 i si els polimorfismes identificats poden afectar la

seva unio.
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Validaci6 funcional de polimorfismes en regions reguladores

Un cop identificats els polimorfismes en la regié promotora proximal es
poden dur a terme experiments de validacié funcional per veure si aquests tenen

algun efecte sobre el gen i el caracter estudiat.

Es poden fer estudis per determinar els nivells de mRNA dels gens candidats
mitjancant una técnica que es coneix amb el nom de PCR quantitativa a temps
real (RT-gPCR). En aquesta tecnica el material inicial €s RNA el qual és transcrit
a cDNA i aquest s'utilitzara com a motlle per una gPCR. La RT-gPCR té moltes
aplicacions, entre les quals es troba la analisis d’expressio génica, podent aixi
observar si els nivells d’expressio varien en funcié del genotip dels animals de
'estudi (Freeman et al, 1999). Una altra técnica que es pot utilitzar per veure si
els SNPs afecten I'expressié del gen, és la técnica de la luciferasa. Aquesta
tecnica consisteix en introduir la regié promotora amb les diferents mutacions a
analitzar en diferents plasmids. Aquests plasmids contenen un reporter, que es
un gen el qual la seva expressio6 es pot quantificar facilment. En aquest cas és el
gen que codifica per a la luciferasa. A continuacio els plasmids es transfecten a
les cel-lules que expressaran el gen de la luciferasa donant lloc a I'enzim
luciferasa. Posteriorment, mitjancant una série de reaccions i amb I'acci6 de la
luciferasa, es genera llum que es quantificara mitjancant un luminometre, podent
determinar si el polimorfisme afecta o no I'expressié del gen (Saiz, 2014). Per
altim, també es poden portar a terme experiments de immunoprecipitacié de la
cromatina (CHIP) que permeten estudiar la interaccié de les proteines amb el
DNA i per tant determinar si la unio de factors de transcripcio pot estar afectada

per la preséncia de mutacions(Gade & Kalvakolanu, 2012).
Associaci6 dels polimorfismes amb els caracters d’interes.

Per poder analitzar 'associacié dels polimorfismes dels gens candidats
amb els caracters d’interés cal préviament genotipar tota la poblaci6 per aquests
polimorfismes. Existeixen diferents tecniques per realitzar aguest genotipat,
algunes més tradicionals i tedioses com la PCR-RFLP. Aquesta técnica utilitza
enzims de restriccié per poder observar diferencies entre individus, veiem si

presenten una mutacié a través dels fragments de DNA tallats per els enzims de
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restriccio (Rasmussen, 2012). Altres tecniques més modernes i menys tedioses
i que a mes permeten el genotipat d’'un gran nombre d’animals per a un gran
nombre de SNPs son les basades en la tecnica de la PCR quantitativa a temps
real. Una tecnologia que ho permet és la OpenArray. Aquest genotipat es basa
en la fluorescéncia que produeix un colorant en el moment de la hibridacié.
Depenent de la base que s’hibridi el colorant que emetra la fluorescéncia sera
diferent. Per tant la mesura del dye permetra saber quin SNP trobem en aquella
sequencia (Thermo Fisher Scientific,2020). També podem trobar altres técniques
per poder genotipar la nostra poblaci6é. Algunes d’aquestes son la PCR-HRM
(High Resolution Melting) o la PCR-AD (PCR de discriminacio al-lelica).

Un cop fet el genotipat es pot realitzar un analisi d’associaciéo amb els caracters
d’interés. Els efectes dels polimorfismes en els fenotips es poden analitzar amb
un model lineal general (GLM, en angles). Aquest estudi permetra saber quins
polimorfismes (genotip) estaran associats significativament amb els caracters de
I'estudi. Aixi posteriorment, els polimorfismes que presentin una associacio amb
els caracters d’estudi podran ser utilitzats en programes de selecci6 genetica per
aquests caracters (Zhang, G-W et al,2013; Zhang, G-W et al, 2014; Sanchez, J.P
et al, 2020)
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6. Conclusions

La recerca bibliografica dels gens candidats associats amb caracters de
creixement i eficiencia alimentaria ha permes profunditzar en els processos
biologics en els quals estan implicats i poder entendre d’'una manera més
amplia com poden afectar als caracters analitzats.

S’han identificat un total de 15 polimorfismes a les regions promotores
proximals dels gens FTO, TP53INP1, i FEZF2. Set SNPs al gen FTO, sis
SNPs i unindel al gen TP53INP1 i un indel al gen FEZF2.

Els polimorfismes FTOc.-1090C>T, FTOc.-888A>G, FTOc.-738T>C del gen
FTO i els polimorfismes TP53INP1c.-334C>T, TP53INP1c.-317A>G,
TP53INP1c.-69C>T i TP53INP1c.-199delC es troben localitzats en llocs
d’unié de factors de transcripcio.

Es necessari dur a terme estudis funcionals per comprendre com afecten els
polimorfismes identificats a I'expressio dels gens FTO i TP53INP1.

Els polimorfismes identificats en els gens candidats poden ser utilitzats en un
futur com a marcadors genétics en programes de seleccio genética per tal de

millorar els caracters de creixement i eficiencia alimentaria en conills.
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8. Annex

Taula 1: Identificador Animal — Mostra per a 'amplificacio de la regié promotora

ID Animal ID Mostra Gens estudiats
113238 1 FTO, FEZF2,TP53INP,CA2
116167 2 FTO, FEZF2,TP53INP1,CA2
113146 3 FTO, FEZF2,TP53INP1,CA2
114760 4 FTO, FEZF2,TP53INP1,CA2
115277 5 FTO, FEZF2,TP53INP1,CA2
113165 6 FTO, FEZF2,TP53INP1,CA2
115259 7 FTO, FEZF2,TP53INP1,CA2
115069 8 FTO, FEZF2,TP53INP1,CA2
113122 9 FTO, FEZF2,TP53INP1,CA2
113058 10 FTO, FEZF2,TP53INP1,CA2
113063 11 FTO, FEZF2,TP53INP1,CA2
116206 12 FTO, FEZF2,TP53INP1,CA2
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Taula 2: Identificador Animal — Mostra per 'amplificacié de la regié codificant

ID Animal ID Mostra Gens estudiats
155068 1 KCTD15
155139 2

KCTD15
155106 3

KCTD15
755045 4

KCTD15
755063 5

KCTD15
755036 6

KCTD15
355063 7

KCTD15
355088 8

KCTD15
355027 9

KCTD15
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Taula 3: Primers dels gens d’interés

GEN Primer Forward Primer Reverse Regié
FTO Parella 1 CACCATTTCACACTACCCGTC CAGTCTGAGATCCGCTTTGC Promotor
FTO Parella 2 CAGCCTCAAGTCTCATCCACT GGCTTAATACCGTGCATCCTG Promotor
FEZF2 TTCCCCATTAACAAGTTCCCC CGTGCCTCTTCTGTCACATTT Promotor
TP53INP1 CAAGTGATAACTTCCTGGGGC GTCCTTTTGTTGTTGTGCAGC Promotor
CA2 GCGATCATAAAGTGGACAGGA GATTCCTCGACAGTGGCTTG Promotor
PTPRG Parella 1 GGGAATCAAATCCCAACGTAA ATAGAAACGGCCGGAGGAAA Promotor
PTPRG Parella 2 TGCTCACATGTTACTTCCTGT AAGCACACGACATAATGGAGC Promotor
LGALS3 AACGATGCCCTATCTGGGTCT AGGAAGTCTGTCCCTTCCAGA cDNA
KCTD15 Parella 1 GATGCATTTGTCGGAGGGAG CCACCAGGCAGTCACAGG cDNA
KCTD15 Parella 2 TTCTCCCCGATGACTTCAAGG CCCACCCTCAGTCTCATGG cDNA
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Electroforesis en gels d’agarosa dels productes d’amplificacié dels gens
candidats

Foto 1: Gel amplificacié gen CA2

Foto 2: Gel amplificacié gen TP53INP1
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Foto 3: Gel amplificacio gen TP53INP1
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Foto 5: Gel amplificacio FEZF2

Foto 6: Gel amplificaci6 KCTD15
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Taula 4: Taula SNPs — Factors de Transcripcié gen FTO

SNPs

2 3 4 5 6 7
C-A-G-T-A-C-G GATAG
ATF-2 HNF4 GATA6 GATA6 GATA6 No s’enganxa cap
reerer | e row mmm | mmm  QUOREE o
No s’enganxa cap
C-G-C-T-A-C-T
ATF-2 FOXAL GATA-6 Gata6 Gata-6 Gatab No s'enganxa cap
C-G-G-C-A-C-T ﬁL';f Sgssggg HNF4 pos 230 R - - - - No
HNF4A pos 549 R ,
s’enganxa cap
ATF-2 Pos 37 F GATA-6 pos 541 R Gata6
CAG-CACG | fNes socace HNF4A GATA-6 Foxa2 HNF4A pos 549 R No
s’enganxa cap
T-G-G-T-G-T-T e 20R | A Gatas Gataf

——

Factors de Transcripcié: ATF-2 HNF4

HNF4A pos 549 R

No
s’enganxa cap
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Taula 5: Taula SNPs — Factors de transcripcié gen TP53INP1

Factors de Transcripcid: GATA1

CTC

SNPs 1 2 3 4 5 6 7
CTCF No s’hi uneix cap
C-T-A-A-CC-T-C CIcE FOXA2 TE GATA1 '
E2F1
GATA1 Foxa2 ATF-2
C-C-A-A-CCC-C-C p53 CTCF % GATAL ERaE GATAL '
E2F1
T ' ATF-2
CTCF FOXA2 GATAL p53
T-T-A-A-CCC-C-T =T FOXA2 GATA1 T
E2F1
C-T-A-A-CCC ‘E - Sl GATAL GATAL GATAL
CTCF FOXA2
E2F1
S ' ATF-2 o
CTCF No s’hi uneix cap
T-T-A-A-CC CTCE FOXA2 GATA1 TF GATA1 '
E2F1
S ' ATF-2 o
CTCF GATAl No s’hi uneix cap
C-T-A-A-CC-C-C CTCE - TE GATAl1 '
E2F1
— ' ATF-2
CTCF GATA1
T-T-A-G-CCC-C-T =] FOXA2 GATA1 GATAL p53
E2F1
GATA1 FOXA2 ATF-2
C-C-A-G-CCC-C-C CTCF ﬁ G GATA1 GATA1 '
E2F1
No s’hi uneix cap
S ' ATF-2
GATA1 GATA1 TF
C-T-G-G-CC L e B GATA1 '

E2F1
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