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INTRODUCCION

La restriccién alimentaria en porcino conlleva una reduccion del crecimiento que en algunos
casos es parcialmente contrarrestada por un crecimiento compensatorio posterior (e.g.
Heyer y Lebret, 2007; Daza et al., 2007), existiendo cierta controversia respecto a los
posibles beneficios de dicha restriccion en el rendimiento final. Algunos estudios apuntan a
una mejora de la eficiencia alimentaria en animales bajo restriccion (e.g. Daza et al., 2007),
y en algunos casos la reduccién del tocino dorsal podria ser considerada deseable. En
cualquier caso, el efecto sobre el depdsito de grasa en el musculo y el perfil de acidos
grasos de la grasa intramuscular deben ser parametros a tener en cuenta, principalmente en
sistemas dirigidos a obtener un producto de calidad diferencial. En un experimento llevado a
cabo con una linea comercial Duroc (resultados no publicados) se pudo comprobar que la
restriccion alimentaria no provocd cambios significativos en el depédsito de grasa
intramuscular, tal como observaron Heyer y Lebret (2007), aunque si se produjeron
variaciones importantes en el perfil de &cidos grasos. En este sentido se observé un
importante incremento del porcentaje de acidos grasos poliinsaturados, resultado que
concuerda parcialmente con los obtenidos por Daza et al. (2007) en cerdos Ibéricos. Bajo la
hipétesis de que estos cambios estan asociados a una modificacion en el perfil de expresion
génica a nivel muscular, el objetivo del presente trabajo consiste en analizar los cambios en
el transcriptoma del musculo esquelético asociados a la restriccion alimentaria durante el
periodo de engorde en una poblacion comercial Duroc.

MATERIAL Y METODOS
Material animal: Se utilizaron 24 hembras procedentes de 12 camadas de una linea
comercial Duroc. Durante la primera fase de engorde (60-120 dias de vida) se aplicaron dos
regimenes alimentarios distintos: doce hembras fueron alimentadas ad libitum (grupo AL),
mientras que las doce restantes recibieron una alimentacion restringida (grupo RE).
Posteriormente, durante la segunda fase de engorde (hasta ~150 dias de vida) todos los
animales fueron alimentados a voluntad. Al sacrificio, se recogieron muestras del musculo
gluteus medius (GM) de todos los animales con RNA-later (Ambion) y posteriormente se
guardaron a -80°.
Extraccion de ARN y secuenciacion (RNA-Seq): Se aislé el ARN total a partir de todas las
muestras del musculo GM utilizando el kit RiboPure (Ambion). EI ARN total se cuantificé con
un espectrofotdometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop products) y su calidad fue verificada
mediante un equipo Bioanalyzer-2100 (Agilent Technologies). La secuenciacion se realizd
en el Centro Nacional de Analisis Gendmico (CNAG). Se generd una genoteca para cada
animal utilizando el kit TruSeq RNA Sample Preparation Kit (Ilumina). Las genotecas fueron
secuenciadas con un equipo lllumina Hi-Seq 2000 mediante lecturas de 2x75 pb.
Mapeo y anotacién de las lecturas: Se utilizd el programa FASTQC para el control de
calidad de las lecturas generadas. Las lecturas fueron indexadas con BOWTIE2 v2.2.3
(Langmead et al., 2012), y mapeadas en el genoma de referencia porcino (Sscrofa10.2)
utilizando el programa TopHat v2.0.9 (Trapnell et al., 2009). Los archivos bam resultantes se
fusionaron mediante el programa Samtools v0.1.18 (Li et al., 2009). El control de calidad del
mapeo de lecturas y sus estadisticos se realizd mediante Qualimap v2.2 (Okonechnikov et
al., 2015).
Analisis de genes diferencialmente expresados: El nimero de lecturas que mapean en
cada gen se determind con el programa Hiseq-count (Anders et al., 2015). Para identificar
los genes diferencialmente expresados entre ambos grupos se utilizaron los paquetes de R
DESeq2 (Love et al., 2014) y EdgeR (Robinson et al., 2010), seleccionando aquellos genes
con una tasa de cambio (FC) tal que |logFC|>1, y que mostrasen diferencias significativas
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después del ajuste para multiples contrastes (p,4; 0 FDR <0,05). Finalmente, los genes
diferencialmente expresados fueron analizados mediante la herramienta ClueGO del
programa Cytoscape (Bindea et al., 2009) y David v6.8 (Huang et al., 2009) para identificar
las rutas y funciones biol6gicas sobrerrepresentadas (p.¢<0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION
Mediante la secuenciacion de las 24 muestras del musculo GM se obtuvieron un total de
2108 M de lecturas pareadas de 75 pb. El 84,1% (81,8%-86,9%) de los transcritos fueron
asignados al genoma de referencia porcino, de los cuales aproximadamente el 23,9%
mapearon en mas de una localizacion. Del total de lecturas mapeadas, el 72,4%
correspondié a genes anotados, el 80,5% se localizd en regiones exdnicas, y sélo el 7,8%
en regiones intronicas. El 11,5% de las lecturas mapearon en regiones intergénicas.
Se identificaron un total de 168 (EdgeR) y 90 (DESeq2) genes diferencialmente expresados
entre los animales bajo restriccion y los que no. De éstos, 69 genes fueron identificados en
ambos andlisis, detectdndose 58 y 11 genes cuya expresion era mayor en los grupos AL y
RE respectivamente. En la Tabla 1 se muestran los 5 genes mas sobre-expresados y sub-
expresados al comparar el grupo RE vs AL. Cabe destacar el gen CD36, que presentd
mayores niveles de expresion en el grupo AL. Este gen codifica una proteina de membrana
predominante implicada en el transporte de acidos grasos en adipocitos, enterocitos y
miocitos cardiacos y esqueléticos (Glatz y Luiken, 2016). Por otra parte, el gen PCK1
presentd un relevante incremento de expresion en el grupo RE. Este gen es clave en la
regulacion de la gluconeogénesis, ya que la proteina PCK1 interviene en el paso limitante de
la via metabdlica que produce glucosa a partir de lactato y otros precursores derivados del
ciclo de Krebbs (Gomez-Valadés et al., 2008).
La Tabla 2 muestra las rutas y funciones bioldgicas sobrerrepresentadas en la lista de genes
diferencialmente expresados. Entre las rutas metabodlicas identificadas cabe destacar la ruta
de sefializacion FoxO, la de AMPK y la de la insulina (KEGG, Tabla 2). Dichas rutas estan
interrelacionadas y juegan un papel clave en el mantenimiento de la homeostasis
energética. Entre los procesos bioldgicos mas representados en el conjunto de genes
identificados en este estudio cabe destacar el metabolismo del piruvato, la modificacion de
lipidos y el transporte de glucosa. Por lo que respecta a las funciones moleculares
significativamente representadas conviene resaltar la actividad lipasa, cuyos genes se
encuentran sobre-expresados en el grupo AL (Tabla 2).
En conclusion, la restriccion alimentaria provoca cambios en la expresidon génica que
continlan incluso después de que ésta haya cesado; modificAndose una serie de rutas
metabodlicas y genes candidatos entre animales con alimentacion restringida vs los
alimentados ad libitum que pudieran estar determinando a nivel molecular las diferencias
entre los perfiles de acidos grasos de los animales de ambos grupos. Un estudio
multivariante de los datos del transcriptoma con los datos fenotipicos relativos al depdsito y
composicién de la grasa en musculo permitira ir mas alla en el conocimiento de los efectos
de la alimentacion restringida sobre la composicion de la grasa en porcino.
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Tabla 1. Lista de los 5 genes mas sobre-expresados y los 5 genes mas sub-expresados entre los
grupos AL y RE identificados simultdaneamente con los programas DEseq2 y EdgeR.

EdgeR DESeq2
Ensembl Gene ID Gen Log,FC** P-Valor FDR Log,FC** P-Valor padj
ENSSSCG00000024306 UBE2D2 -265 6,63E-05 8,79E-03 -1,18  2,65E-04 1,65E-02
ENSSSCG00000026110 SRPK2 -2,38 1,45E-08 2,30E-05 -1,64 3,73E-08 4,68E-05
ENSSSCG00000026196 ~ FAM13A* -1,97  3,24E-08 3,61E-05 -1,48  8,65E-08 8,57E-05
ENSSSCG00000030638 CD36* -1,93  6,57E-04 3,31E-02 -1,06 9,72E-04 2,99E-02
ENSSSCG00000013119 STX3 -1,92 5,21E-06 1,61E-03  -1,37 3,11E-06 1,11E-03
ENSSSCG00000030425 SPHK2* 1,46 4,83E-04 2,84E-02 1,01 8,42E-04 2,73E-02
ENSSSCG00000015541 1,51 4,46E-06 1,55E-03 1,19 9,48E-06 2,04E-03
ENSSSCG00000003148 DBP* 1,58 4,52E-05 7,10E-03 1,17 4,39E-05 5,10E-03
ENSSSCG00000007507 PCK1 1,66 1,26E-03 4,44E-02 1,01 1,43E-03 3,72E-02
ENSSSCG00000011133 PFKFB3 2,08 2,25E-07 1,93E-04 1,47 5,89E-07 3,45E-04

*gen ortélogo humano; **Log,FC: RE respecto a AL

Tabla 2. Rutas metabdlicas, procesos bioldgicos y funciones moleculares sobre-representadas para
los genes diferencialmente expresados en cerdas que han recibido una alimentacion restringida vs
cerdas alimentadas ad libitum.

GOID Término GO N2 Genes P-valor
KEGG:04152 Ruta de sefnalizaciéon de AMPK 5 5,25E-03
KEGG:04068 Ruta de sefializacion de FoxO 3 1,85E-02
KEGG:04910 Ruta de sefalizacion de la insulina 3 2,21E-02
G0:0006090 Proceso metabdlico del piruvato 5 4,34E-03
G0:0030258 Modificacion lipidica 5 1,25E-02
G0:0015758 Transporte de glucosa 3 2,27E-02
G0:0016298 Actividad lipasa 3 1,43E-02

EFFECTS OF FEED RESTRICTION ON SKELETAL MUSCLE TRANSCRIPTOME IN PIGS

ABSTRACT: This study aims to determine changes in the pig skeletal muscle transcriptome
profile derived from feed restriction. A total of 24 females belonging to a Duroc commercial
line were fattened under two feeding conditions: ad libitum (AL) and restricted (RE). At ~150
days of age animals were slaughtered, and transcriptome from gluteus medius muscle
samples was analysed by RNA-Seq. The comparison of the AL and RE expression profiles
by using both EdgeR and DESeq2 programs made possible to identify 168 and 90
differentially expressed (DE) genes, respectively. A total of 69 genes were identified as DE in
both analyses, 58 overexpressed in AL and 11 overexpressed in RE. Among the most DE
genes it is worth highlighting the CD36 gene which was overexpressed in AL group and
encodes a membrane protein involved in fatty acids transport, or PCK1, a key gene in the
regulation of gluconeogenesis that was overexpressed in RE animals. The biological
processes over-represented in the list of DE genes include metabolism of pyruvate, lipid
modification and glucose transport, whereas the main over-represented metabolic pathways
were the FoxO, AMPK and insulin signaling pathways, which play a key role in the
maintenance of energy homeostasis. Further studies will allow us to associate these
transcriptomic changes with the modifications observed in the fatty acid profile observed in
animals under feed restriction.
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