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RESUMEN

En la presente tesis se estudié el efecto de dietas con diferente contenido lipidico
sobre el comportamiento productivo, la calidad de la carne, carcasa y expresion génica
en el musculo esquelético de lechones Pampa Rocha. Se utilizaron 16 cerdos de esta
raza los cuales fueron asignados al azar entre los tratamientos: TO (dieta control con 0
% de afrechillo de arroz) y T15 (dieta con mayor contenido lipidico, con 15 % de
afrechillo de arroz). Para estudiar el comportamiento productivo se determinaron la
ganancia diaria en peso, la eficiencia en conversién y el consumo de racion en la
totalidad de los individuos (N=16), no registrandose diferencias en el promedio del
periodo experimental. El estudio de la calidad de la carne y la carcasa se realiz6 en los
machos (N=12), analizdndose las siguientes variables: pH; luminosidad, indice de rojo
y de amarillo; fuerza de corte; contenido de grasa intramuscular y perfil de acidos
grasos; peso de la carcasa y espesor de grasa dorsal. Se registraron diferencias en los
valores de pH 90 minutos y 24 horas (inferiores en T15), luminosidad, contenido de
acido linoleico y de &cidos grasos poliinsaturados (AGPI) y en la relacion AGPI/AGS
(mayores en T15). El analisis de la expresion génica se realizd a través de la
secuenciacion del ARN extraido de las muestras de musculo esquelético mediante
ARNseq vy evidencié 359 genes conocidos con expresion diferencial. EI analisis
funcional de estos genes reveld su participacion en diferentes procesos y vias
metabolicas, destacandose los relacionados con la calidad de la carne (metabolismo
de lipidos y carbohidratos, desarrollo del masculo esquelético e interaccién receptor-
matriz extracelular). Se concluye que la inclusion de afrechillo de arroz en la dieta de
lechones Pampa Rocha podria considerarse como una alternativa en la elaboracion de
raciones para esta categoria, debiendo tenerse en cuenta otros factores que podrian
haber incidido sobre las variables afectadas. Por otro lado, los genes y procesos
metabdlicos identificados pueden orientar futuras investigaciones sobre la calidad de la
carne en cerdos asi como en el estudio de enfermedades humanas relacionadas con el
metabolismo energético y el desarrollo muscular.

Palabras clave: recursos zoogenéticos, comportamiento productivo, calidad de
carne, nutrigenomica, transcriptomica.
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GENE EXPRESSION STUDY OF SKELETAL MUSCLE OF PAMPA
ROCHA PIGS FED WITH DIFFERENT DIETS

SUMMARY

In this thesis, the effect of different diets when varying the lipid content on growth
performance, meat quality, carcass and gene expression in the skeletal muscle of
Pampa Rocha piglets was evaluated. Sixteen pigs were randomly assigned among the
treatments: TO (control diet, 0% of bran rice) and T15 (diet with greater lipid content,
15% of bran rice). In order to study growth performance; daily gain weight,
conversion efficiency and feed intake were determined in the totality of the
individuals (N = 16), without finding differences in the average during the
experimental period. For the analysis of meat quality, the meat and carcass of the
males were used (N = 12) to measure some variables: pH, luminosity, index of red
and yellow, shear force, content of intramuscular fat and fatty acid profile, body
weight and back fat thickness. Differences were found for pH values at 90 minutes
and 24 hours (lower in T15), luminosity, content of linoleic acid and of
polyunsaturated fatty acids (PUFA) and in the PUFA/SFA (higher in T15). The gene
expression analysis was carried out through the sequencing of the RNA extracted
from the samples by RNAseq and showed 359 differentially expressed genes. The
functional analysis of these genes revealed their participation in different processes
and metabolic pathways, highlighting those related with the meat quality (lipid and
carbohydrate metabolism, skeletal muscle development and receptor-extracellular
matrix interaction). In conclusion, the inclusion of bran rice in the diet of Pampa
Rocha piglets could be considered as an alternative for their food intake, however,
other factors that could have affected the variables should be considered. The genes
and metabolic processes identified can guide future research about the meat quality
in pigs as well as in the study of human diseases related to energy metabolism and
muscle development.

Keywords: zoogenetic resources, productive behavior, meat quality, nutrigenomic,

transcriptomic.



1. INTRODUCCION

1.1 JUSTIFICACION

La produccion porcina en Uruguay ocupa un lugar de escasa relevancia desde
el punto de vista econdmico. Sin embargo, esta actividad ha desempefiado
tradicionalmente un rol de importancia social como sustento de pequefios y medianos
productores rurales (Castro, 2007).

La escasa relevancia, la inexistencia de politicas que impulsen el sector y las
politicas de libre mercado, entre otros aspectos, han conducido a una disminucién en
el nimero de pequefios y medianos productores de cerdos en las Gltimas décadas.
Conjuntamente se observa una concentracion de los animales en un nimero menor
de explotaciones, las cuales utilizan mayoritariamente lineas hibridas comerciales
que requieren condiciones de produccion particulares y costosas, siendo inaccesibles
para los productores con menores recursos.

Esta situacién se observa a nivel de la produccion porcina mundial, donde el
desarrollo tecnolégico ha establecido sistemas de produccién modernos, con alto
grado de insumos y rendimientos, en los cuales para aprovechar el potencial genético
de las razas utilizadas los criadores deben proporcionar a los animales un ambiente
estandarizado. Estos sistemas de produccion, ademas de ser inaccesibles para los
productores con menores recursos, también han conducido a una disminucién en la
variabilidad racial y a la sustitucion de las razas locales. En contraposicion, los
sistemas tradicionales de subsistencia de pequefia escala utilizan animales adaptados
localmente o sus cruzamientos, buscan el suministro a determinados segmentos de
mercado y contribuyen a la seguridad alimentaria (FAO, 2016, FAO, 2010).

Las razas y poblaciones locales constituyen recursos genéticos animales,
entendiéndose a estos como las especies animales que se utilizan o pueden utilizarse
para la produccién de alimentos y la agricultura (FAO, 2010). La conservacion de
estos recursos se considera de suma importancia a nivel mundial, con el objetivo de
mantener la mayor diversidad posible en las especies de animales domeésticos. Se
estima que la variabilidad genética de los recursos locales les permitiria adaptarse a
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eventualidades que puedan surgir en el futuro. Asimismo, esta variabilidad puede ser
aprovechada en planes de mejora y obtencion de productos en mayor cantidad y
calidad (FAO, 2010, Martinez, 2001).

En el caso de Uruguay, la produccion pecuaria en general no se basa en la
utilizacion de recursos locales, debido principalmente a la falta de informacién
acerca de los mismos (Castro et al., 2004).

Nuestro pais cuenta con un recurso genético porcino que es el cerdo Pampa
Rocha, el cual fue reconocido en 1997 por la Asociacion Rural del Uruguay (ARU)
como la primera raza de cerdos criolla de Uruguay. Desde el afio 1994 esta raza es
investigada por la Facultad de Agronomia (Universidad de la Republica) con el
objetivo central de conservarlos, multiplicarlos e incluirlos en la cadena productiva.
Posteriormente, y también con el objetivo de estudiar al cerdo Pampa Rocha, se
incorporaron otros grupos de trabajo provenientes de las Facultades de Veterinaria y
Ciencias. A partir de la unificacién de estos esfuerzos se ha logrado una importante
caracterizacion de esta raza desde el punto de vista productivo, morfométrico y
genético (Vadell y Carballo 2013, Castro et al., 2012). Las diferentes investigaciones
sobre la canal, carne y grasa de este recurso permiten afirmar que los cerdos Pampa
Rocha pueden ser incorporados en la cadena productiva (Barlocco, 2011, Barlocco y
Vadell, 2005).

En los ultimos afios han surgido nuevas oportunidades de mercado para la
carne del cerdo Pampa Rocha, como el incremento en el consumo de carne porcina
que se viene registrando en Uruguay. Barlocco (2011) afirma que otras
oportunidades para la produccién del cerdo Pampa Rocha son la industria del turismo
en ascenso, el mayor poder adquisitivo en estratos sociales de altos ingresos y el
aumento del precio de la carne vacuna. Se genera asi un escenario favorable para la
produccion de cerdos como el Pampa Rocha, pudiendo considerarlos como un
recurso de importancia econémica, principalmente con un enfoque hacia un producto
diferencial.

La utilizacion productiva de razas locales es importante para la conservacion
de las mismas. Un ejemplo reconocido a nivel mundial de aprovechamiento exitoso
de un recurso local es el caso del cerdo ibérico, del cual se han logrado recuperar y
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conservar las diferentes variedades a partir de la implementacion de planes de
conservacion y uso sostenible del mismo.

Ademas de la importancia para la conservacion de la variabilidad genética, el
empleo de una raza local como la Pampa Rocha también resultaria beneficioso para
los pequefios productores rurales, debido a que la rusticidad caracteristica de esta
raza les permite producir con minimos requerimientos y poco manejo, lo cual podria
contribuir a contrarrestar la problematica de abandono de la actividad.

En cuanto a los factores de produccion, uno de los méas importantes en la cria
porcina es la alimentacion, incidiendo sobre los costos de produccion, el
comportamiento productivo y la calidad de la carne (Echenique, 2007, Bauza, 2000).

En funcién de lo expuesto, en la investigacion que dio lugar a esta tesis se
plante6 analizar la incidencia de la alimentacion sobre el comportamiento
productivo, calidad de la carne y expresion génica a nivel del masculo esquelético en
cerdos de la raza local Pampa Rocha. Para esto se utilizaron dietas con diferente
contenido lipidico, aportado por un alimento econdmico como lo es el afrechillo de
arroz.

Para estudiar el efecto de la nutricion sobre la expresion génica en el masculo
esquelético se aplicd un enfoque transcriptdmico. La transcriptémica se encarga del
estudio de los transcriptomas (conjunto de moléculas de ARN que se expresan en una
célula, tejido u organismo). Esta disciplina se enmarca dentro de la gendmica
funcional, la cual engloba a las diferentes disciplinas “6micas”, que son las que se
dedican al estudio de los diferentes productos de expresion de los genes en un
momento determinado o bajo distintas condiciones (transcriptomica, protedmica,
metaboldémica entre otras) (Llambi y Arruga, 2018).

En los ultimos afios, las técnicas utilizadas por las ciencias “Omicas” han
alcanzado gran desarrollo y han conducido a una utilizacion cada vez mayor de estos
enfoques en animales de produccion. El abordaje seguido por la transcriptomica
permite, en el caso de este estudio, profundizar en el conocimiento del metabolismo a
nivel de muasculo esquelético y su relacion con la calidad de la carne, en respuesta a

la alimentacion.



De esta forma, la presente investigacion pretende generar informacion en
aspectos de interés economico en la raza criolla Pampa Rocha, buscando asimismo

contribuir en la caracterizacion y conservacion de este recurso zoogenético local.

1.2 PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢Las dietas utilizadas, con diferente contenido lipidico, afectan el comportamiento

productivo, las variables de calidad de carne y de carcasa estudiadas?

¢La expresion genica en musculo esquelético de cerdos Pampa Rocha se ve afectada

por la alimentacion utilizada?

¢Constituye la transcriptomica un enfoque adecuado para analizar los procesos
metabdlicos que se ven afectados al modificar la dieta de los animales?

¢La transcriptdmica es una herramienta Util para caracterizar a los recursos

zoogenéticos locales?

1.3 OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de dos dietas con diferente contenido lipidico sobre el
comportamiento productivo, calidad de carne y expresién génica en mdasculo

esquelético en lechones Pampa Rocha.

1.3.1 Objetivos especificos

Determinar si existen diferencias en el comportamiento productivo frente a los

tratamientos propuestos.

Determinar si existen diferencias en caracteristicas de calidad de carne y carcasa

frente a los tratamientos propuestos.



Secuenciar el transcriptoma del musculo esquelético en lechones de la raza Pampa

Rocha mediante ARN-seq, en funcion de los tratamientos.

Determinar si existen diferencias en el perfil de expresion génica frente a los

tratamientos propuestos.

Identificar los genes que se expresan diferencialmente frente a los dos tratamientos y

en qué vias metabdlicas y/o procesos biologicos intervienen.

Identificar posibles genes candidatos asociados a calidad de carne.

Contribuir en la caracterizacién de la raza local Pampa Rocha.



2. MARCO TEORICO

2.1 CARNE DE CERDO: CARACTERISTICAS NUTRICIONALES, CONSUMO
Y PRODUCCION A NIVEL MUNDIAL

2.1.1 Caracteristicas nutricionales de la carne de cerdo

La carne de cerdo es la mas consumida en el mundo, contabilizando el 38 % de
la produccién y aproximadamente el 36 % del consumo mundial de carne. Es un
componente fundamental de muchas de las dietas tradicionales, y constituye una
importante fuente de energia y de nutrientes para la alimentacion humana (Dugan et
al., 2015, FAOQ, 2014).

El consumo de carne de cerdo aporta aminoacidos esenciales, que son aquellos
que los seres humanos no pueden sintetizar y que deben obtenerse a partir de fuentes
externas. Esta carne también proporciona minerales (fésforo, selenio, sodio, zinc,
potasio, cobre, hierro y magnesio), y vitaminas (B6, B12, tiamina, niacina,
riboflavina y 4acido pantoténico), que son beneficiosos para el crecimiento y
desarrollo adecuado de nifios y adultos (FAO, 2014).

Asimismo la carne de cerdo aporta acidos grasos, siendo los monoinsaturados
(AGM) la clase mas abundante, seguidos de los saturados (AGS) y los
poliinsaturados (AGPI). Por tratarse de una especie monogastrica, la composicion de
acidos grasos en la carne de cerdo dependera en gran medida de la alimentacion que
reciban, lo cual determina que las modificaciones en la dieta de estos animales
puedan ser utilizadas para mejorar los perfiles de &cidos grasos de su carne (Dugan et
al., 2015).

La carne de cerdo, por ser la mas consumida en el mundo, por el aporte de
aminoéacidos esenciales, minerales y vitaminas, asi como por la posibilidad de
obtener perfiles lipidicos adecuados a través del control de su alimentacion,
constituye un recurso alimenticio saludable y beneficioso si se incorpora

adecuadamente en las dietas humanas.



2.1.2 Consumo v produccién mundial de carne de cerdo

La carne de cerdo es la carne roja de mayor consumo a nivel mundial, junto
con la aviar y la bovina, registrandose durante el afio 2017 un consumo de 110.588
millones de toneladas, segin datos del Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA, 2017). Su demanda ha registrado un fuerte incremento en las Gltimas
décadas, principalmente debido a los cambios en los patrones de consumo
relacionados con el aumento de ingresos en los paises en desarrollo con economias
en crecimiento (FAO, 2016).

En el afio 2017 la produccion mundial de carne de cerdo fue de 111.034
millones de toneladas, significando un aumento del 1 % con respecto al afio anterior.
Esta carne se produce en todo el mundo, exceptuando algunas regiones que
mantienen reservas culturales y religiosas en relacién al consumo de la misma. El
principal productor de cerdo es China, pais que durante el afio 2017 abarcé el 48 %
de la produccién (53.5 millones de toneladas). China es, ademas, el principal
consumidor de carne de cerdo, seguido por la Union Europea, Rusia y Brasil
(MGAP-OPYPA, 2017, FAO, 2016).

Con respecto a las exportaciones de carne de cerdo, se ha observado un
descenso durante el 2017, pero se estima un incremento del 3 % para el 2018. El
principal exportador es la Union Europea, con 2.800 miles de toneladas de carne
exportadas durante el 2017, seguida por Estados Unidos, Canada y Brasil. Las
importaciones también registraron un leve descenso, aunque se predice que las
mismas crecerdn un 2 % en 2018 por la mayor demanda de México, Filipinas y
paises de América del Sur (MGAP-OPYPA, 2017, USDA, 2017).



2.2 PRODUCCION DE CERDOS EN URUGUAY

2.2.1 Situacion actual

La actividad agropecuaria es primordial para la economia uruguaya, ya que
representa en promedio el 10,4 % del producto interno bruto (PIB) (promedio para el
periodo 2009-2016, incluyendo la actividad agropecuaria y las industrias asociadas al
agro). Dentro del sector agropecuario, la actividad pecuaria genera aproximadamente
el 46,3 % de la produccion (periodo 2009-2016), correspondiendo mayoritariamente
a la produccion de carne bovina, lecheria, ovinos y lanas (MGAP-DIEA, 2017).

En este contexto el sector porcino presenta una menor relevancia. Sin embargo,
las condiciones de nuestro pais son favorables para la cria de cerdos en sistemas
sustentables, debido al clima y a la produccion de pasturas de calidad (Castro, 2007),
a la vez que se observa un incremento del consumo de carne de cerdo en los Ultimos
afios. En el 2009, el consumo de esta carne en Uruguay se ubicé en los 9,7 Kg por
habitante (Errea, 2012), valor que ascendio a los 15,3 kilogramos por habitante en el
afio 2016.

A pesar de esta situacion, la cria de cerdos presenta importancia social al
proporcionar parte del sustento de las familias de pequefios y medianos productores
rurales (Castro, 2007), ademas de constituir una de las actividades que mas fomentan
el asentamiento de estas familias. Esto es consecuencia de la demanda diaria de
atencion y los habitos alimenticios de la especie, que permiten la utilizacion de
productos de escaso valor disponibles localmente como alimento (Bell et al., 2014).

Aunque la produccidn de cerdos revista tal importancia social, y aun cuando su
consumo haya aumentado, el nimero de productores y explotaciones ha disminuido
drasticamente en las Gltimas décadas. Tanto en este sector como en otros rubros
agropecuarios, los productores que abandonan el campo son principalmente los de
menores recursos. El abandono de la cria de cerdos tiene sus causas principalmente
en la escasa rentabilidad de la actividad, debida a aspectos econémicos y comerciales
tales como el alto costo de insumos, el bajo precio del producto final y las
dificultades en la colocacion de la produccién. Esta problematica es agravada por el
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ingreso cada vez mayor de materias primas y productos elaborados que compiten con
la produccion nacional (Bell et al., 2014).

En la actualidad la mayor parte de la carne de cerdo consumida en Uruguay
procede de la importacion. Durante el 2017 se importaron 30.714 toneladas (datos a
noviembre de ese afio), un 9% mas que en el mismo periodo del afio 2016. EI 88% de
la carne de cerdo importada por Uruguay proviene de Brasil. Esto ha repercutido en
la faena, la cual ha experimentado un descenso continuo (Cuadro 1) (MGAP-
OPYPA, 2017).

Asimismo, la ausencia de mecanismos de fijacion del precio del cerdo dificulta
aun mas la situacion de los productores, siendo los industriales quienes lo determinan
generalmente en funcidn del costo de las importaciones (Bell et al., 2014).

Los productores de cerdos han seguido diferentes estrategias para contrarrestar
la baja rentabilidad del sector. Las mejoras en los indices productivos a traves de la
intensificacion y concentracién de la produccion han sido la estrategia desarrollada
por las grandes empresas, con una alta inversion de capital en insumos, genética e
instalaciones. En cambio, los pequefios y medianos productores han optado por
disminuir los costos de produccion mediante la utilizacion de sistemas de baja
inversion y uso de alimentos de menor costo. La incorporacion de mas tecnologia
para mejorar la productividad y la competitividad del sector implica mayores
dificultades para los productores de menor escala, obstaculizando aun mas su
participacion en el mercado (FAO, 2016, Bell et al., 2014).



Cuadro 1: existencias, faena, importacion, exportacion y consumo de carne de cerdos
para el periodo 2009-2016.

3 7

Afio | Exist.? Faena® Imp. Exp. Consumo Interno
(milesde | (milesde | (toneladas | (toneladas) | (toneladas) Global Por
animales) | cabezas) | de carne) (toneladas) | habitante

(en kilos)

2009 199 230 17.290 15.156 27 32.419 9,6

2010 207 241 16.624 17.678 25 34.277 9,9

2011 225 243 16.492 21.391 14 37.869 11,1

2012 207 250 17.223 26.376 16 43.583 12,8

2013 200 252 17.650 30.720 118 48.252 14,1

2014 208 241 16.916 31.992 38 50.703 14,7

2015 216 227 15.850 35.203 39 51.014 14,7

2016 187 215 14.983 38.272 44 53.211 15,3

Exist.: Existencias. Datos a junio de cada afio.
? Incluye autoconsumo en los predios.
*Imp.: Importaciones.

*Exp.: Exportaciones.

Fuente: modificado del Anuario Estadistico Agropecuario 2017 (MGAP-DIEA,
2017).

2.2.2 Principales caracteristicas de la produccién de cerdos en Uruguay

2.2.2.1 Distribucién geogréfica

En Uruguay, los establecimientos con cerdos se localizan mayoritariamente en
las zonas centro-sur, litoral oeste y litoral este del pais, donde se concentra la
demanda y existe disponibilidad de alimentos econdmicos. Los establecimientos en
las zonas centro-sur y litoral oeste del pais estan asociados a los rubros agricolas,
horticola y lechero, mientras que en el litoral este se asocian a la ganaderia extensiva
y a la industria arrocera (Bell et al., 2014). En cuanto a la distribucion por

departamentos, el 23,1 % de las explotaciones con venta de cerdos se ubicaba en el
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departamento de Canelones, seguido por Colonia (10,8 %), San José (8,4 %), Rocha
(6,9 %) y Soriano (6,7 %) (MGAP-DIEA, 2013).

2.2.2.2 Sistemas de produccion

Los sistemas de produccion pueden definirse en funcién de los objetivos de
produccidn, del tipo de alojamiento y del tipo de alimentacion.

De acuerdo a los objetivos de produccion, en nuestro pais el 77 % de los
productores comerciales de cerdos de Uruguay se dedican a la cria y recria
(criadores), el 19 % al ciclo completo; y el 4 % a terminacion. Para los
establecimientos criadores el rubro porcino no es el principal generador de ingresos y
se caracterizan por una escasa inversion en instalaciones. En cambio, para la mayoria
de las explotaciones de ciclo completo, el rubro porcino si representa la principal
fuente de ingresos y la inversion en instalaciones es mayor (Gonzélez y Bauza,
2009).

En funcién de los sistemas de alojamiento, un 36 % de las explotaciones con
cerdos en Uruguay emplea el confinamiento total o parcial de los animales; un 44 %
utiliza la cria a campo y un 20 % una combinacion de ambos sistemas. La
correlacion entre el objetivo de produccion y el tipo de alojamiento es alta, ya que la
mayoria de los criadores, quienes manejan un nimero menor de animales, utilizan el
sistema a campo con menor inversion, mientras que las explotaciones de ciclo
completo emplean el confinamiento o la combinacion de sistemas (Gonzélez y
Bauza, 2009).

Al considerar la alimentacion que reciben los animales, puede observarse que
el 94 % de las explotaciones utiliza una complementacién entre racion balanceada y
alimentos alternativos. Estos altimos pueden ser subproductos lacteos, granos,
subproductos de molineria y residuos de industria alimentaria. La racién balanceada
es el principal alimento en el 61 % de las explotaciones (que concentran mas del 71
% de las existencias, aunque solamente el 27 % de los animales son alimentados
unicamente en base a racion), mientras que las pasturas son empleadas como parte de
la alimentacién de los animales en el 71 % de las explotaciones (42 % del stock).
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Los sistemas de alimentacion también se correlacionan con la escala productiva y el
nivel de inversion. En las explotaciones de menor tamafio predomina una
alimentacion basada en la combinacién de concentrado y pasturas, en tanto que los
productores con mas de 500 animales utilizan preferentemente el concentrado
(Gonzélez y Bauza, 2009).

2.2.2.3 Rodeo porcino: numero de animales, categorias y razas

Para el afio 2016 (datos a junio de ese afo, Cuadro 1), las existencias se
ubicaron alrededor de los 187.000 animales. A pesar de la disminucion en el nimero
de productores, el nimero de animales se ha mantenido relativamente constante
debido a la concentracién de la produccion en explotaciones de mayor escala. De
acuerdo a los datos recabados en el ultimo Censo General Agropecuario del afio 2011
(Cuadro 2), para ese entonces las existencias porcinas del pais eran de 194.639
animales. Para ese mismo afio, el 29 % de las explotaciones concentraban el 84 % de
los animales, mientras que las explotaciones de menor escala constituian el 71 % de
las explotaciones totales y poseian solamente el 16 % de los animales (MGAP-DIEA,
2013).
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Cuadro 2: nimero de explotaciones y existencias registradas durante el Censo
General Agropecuario 2011 (MGAP-DIEA, 2013).

Explotaciones con cerdos

Con produccion comercial

Tamafio de la Existencias de cerdos
piara Total Total
(N° de N° de Promedio
animales) explotaciones (cabezas por
Cabezas % »
N° de . . explotacion)
. Existencias
explotaciones
Total 8080 194.639 2.367 163.577 100 69
Menos de 10 5451 17.290 631 3.117 1,9 5
De 10a 20 1260 17.564 620 8.964 55 14
De 21 a50 854 27.136 619 20.271 12,4 33
De 50 a 151 389 31.926 372 30.662 18,7 82
De 151 a 300 67 13.967 66 13.807 8,4 209
Mas de 300 59 86.756 59 86.756 53 1470

Fuente: Censo General Agropecuario 2011 (MGAP-DIEA, 2013).

Con respecto a las razas de cerdos criados en Uruguay, en la actualidad
predominan los hibridos comerciales, de alta produccién y adaptados a sistemas de
produccién intensivos. Los reproductores de este tipo comenzaron a importarse a
partir de la década del 90, llegando a reemplazar en gran medida a las razas
utilizadas tradicionalmente, como ser Duroc, Landrace y Large White (Barlocco,
2011, Gonzélez y Bauza, 2009). Barlocco (2011) sefiala que la recuperacién de estas
razas clasicas podria ser trascendental para el desarrollo del sector, principalmente
para los productores que no cuentan con los recursos para cumplir con los
requerimientos de las lineas hibridas. Para estos productores, otra posibilidad
radicaria en la utilizacion de recursos porcinos locales y sus cruzamientos con otras
razas, ya que estos se encuentran localmente adaptados y se caracterizan por su
rusticidad, lo cual les permite producir con menores requerimientos.

La utilizacion de animales adaptados localmente o sus cruzamientos se observa
a nivel mundial en los sistemas tradicionales de subsistencia de pequefia escala. Estos

sistemas son fundamentales para garantizar la seguridad alimentaria y forman parte
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de los medios de subsistencia del 70 % de la poblacion pobre del medio rural (FAO,
2016, Hoffmann, 2010).

A pesar de que nuestro pais cuenta con recursos zoogenéticos locales, estos no
son utilizados con fines productivos debido fundamentalmente al desconocimiento de
sus caracteristicas y a la buena adaptacion de las razas extranjeras (Castro et al.,
2004).

2.3 RECURSOS ZOOGENETICOS

Los recursos zoogenéticos son las especies animales, y sus diferentes
poblaciones, que se utilizan o pueden utilizarse para la produccion de alimentos y la
agricultura. Las poblaciones diferenciadas dentro de una misma especie constituyen
las razas (FAO, 2010). Si bien existen diferentes definiciones para el término raza,
segun la FAO (1999), citado por FAO (2010), una raza consiste en un grupo
subespecifico de ganado doméstico con caracteristicas externas definibles e
identificables que permiten separarlo por inspeccion visual de otros grupos de la
misma especie, 0 bien en un grupo cuya separacion geografica y/o cultural de grupos
fenotipicamente similares ha llevado a aceptar su identidad separada.

Los recursos zoogenéticos locales se caracterizan por su adaptacién a las
condiciones en las cuales se originaron, lo cual puede observarse a través del
desarrollo de resistencia a enfermedades y parasitos especificos, adaptacion a las
condiciones climaticas, disponibilidad de agua y alimentos, y capacidad de producir
sobre la base de los recursos forrajeros locales. Estas caracteristicas les permiten
producir en ambientes y sistemas en los cuales otras razas, como las comerciales
mejor adaptadas a sistemas de produccion controlados, no logran producir (FAO,
2015).

Los rasgos productivos y funcionales de las razas y la habilidad de estas para
adaptarse a las condiciones locales, son definidos por su diversidad genética
(Hoffmann, 2010). La diversidad de los recursos zoogenéticos es fundamental para
todos los sistemas de produccion, proporcionando la materia prima para la mejora
genética y la adaptacion a las circunstancias cambiantes. EI mantenimiento de esta
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diversidad incrementa las alternativas para enfrentar los retos que puedan presentarse
en el futuro, ya sean relacionados con el cambio climético, la amenaza de nuevas
enfermedades, el descubrimiento de nuevos requisitos nutricionales para las
personas, las fluctuaciones del mercado o los cambios en las necesidades de la
sociedad (FAO, 2010).

En la actualidad, la diversidad del ganado a nivel mundial esta reduciéndose y
se estan perdiendo rapidamente recursos zoogenéticos Unicos y generalmente no
caracterizados. De las 7161 razas registradas en la base de datos DAD-IS de FAO, el
26 % se encuentra en riesgo, mientras que en el 66 % de estos recursos se desconoce
el estado de riesgo (FAO-DAD-IS, 2018a).

La extincion de estos recursos y de su diversidad genética implica la pérdida de
sus caracteres adaptativos unicos y reduce las oportunidades para disminuir la
pobreza, lograr la seguridad alimentaria y una agricultura sostenible (Hoffmann,
2010).

Por otro lado, los recursos zoogenéticos locales constituyen un medio de vida
para muchas familias rurales de menores recursos alrededor del mundo. Estos
animales proporcionan insumos para la produccién agricola y pueden ser vendidos en
casos de necesidad, equivaliendo a los servicios de ahorro y seguro. El ganado y sus
productos también satisfacen diferentes funciones sociales y culturales, y
contribuyen al apoyo de actividades deportivas y de esparcimiento. EI ganado
también cumple funciones importantes en los ecosistemas agricolas, como ser el
reciclaje de nutrientes, dispersion de semillas y mantenimiento del habitat. Las
funciones del ganado en sociedades con mayor poder adquisitivo son menos
variadas, pero se mantienen algunas funciones culturales importantes relacionadas
con el deporte y el esparcimiento, asi como con el suministro de productos
alimenticios de importancia cultural. Asimismo han surgido otros roles,
generalmente en el caso de razas tradicionales, vinculados con el turismo y la gestion
de paisajes (FAO, 2010).

La conservacion de los recursos zoogeneticos locales y de la diversidad
genética que portan se ha convertido en una prioridad a nivel mundial. El reto
relacionado con la gestion de los recursos zoogenéticos consiste en promover
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estrategias que permitan el desarrollo econdmico mientras se mantiene y utiliza la
diversidad genética (FAO, 2010, Hoffmann, 2010).

Para lograr conservar a los recursos zoogenéticos es necesario caracterizarlos,
lo que conlleva el estudio de diferentes caracteristicas (productivas, morfométricas,
genéticas, etc). En la proxima seccion se mencionaran los recursos zoogeneticos
porcinos de Uruguay, puntualizando en la raza Pampa Rocha y en los diferentes

esfuerzos que se han llevado a cabo en el pais para su caracterizacion.

2.3.1 Recursos zoogenéticos porcinos de Uruguay

En nuestro pais se han descrito tres recursos porcinos locales: los cerdos
Mamellados, Casco de Mula y Pampa Rocha (Castro, 2007, Vadell et al., 1995). Los
Mamellados se caracterizan por la presencia de mamellas (apéndices pendulosos en
la base del cuello), caracteristica asociada a cerdos descendientes de ibéricos. En el
afio 1997 fueron identificados en un frigorifico en nuestro Pais. Con anterioridad a
esa fecha existian referencias de estos animales, pero no se observaban con facilidad
por encontrarse fuera del circuito comercial (Castro, 2007).

Los cerdos Casco de Mula presentan fusion de dedos (sindactilia),
caracteristica que los haria mas resistentes a la fiebre aftosa en comparacion con
otros recursos. Uno de los posibles origenes propuestos para estos cerdos es Brasil,
desde donde probablemente hayan llegado a Uruguay, ya que las evidencias de estos
animales corresponden a departamentos fronterizos o cercanos al vecino pais (Castro,
2007).

En la actualidad no existe informacion respecto al numero de cerdos
Mamellados y Casco de Mula en Uruguay, desconociéndose la situacion de riesgo de
ambos recursos (FAO-DAD-IS, 2018b).

Los cerdos Pampa Rocha se originaron naturalmente en la zona este de
Uruguay, principalmente en el departamento de Rocha, en un ecosistema de bafiados,
con buena capacidad de produccién de pasturas y utilizando como alimento el fruto
de la palmera Butia capitata que predomina en el lugar (Vadell, 2008, Castro, 2007).
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En el aflo 1997 fue considerada como la primera raza criolla de cerdos por la
Asociacion Rural del Uruguay (Barlocco, 2011).

Foto 1: cerda Pampa Rocha y su lechigada. Foto tomada en el Centro Regional Sur,
Facultad de Agronomia, Departamento de Canelones.

El plantel de reproductores de esta raza se establecio en el afio 1996 cuando fue
creada la Unidad de Produccion de Cerdos (UPC) en el Centro Regional Sur
(Facultad de Agronomia). En la actualidad los animales de esta raza se mantienen
principalmente en la mencionada unidad, en un sistema de cria a cielo abierto y
alimentados fundamentalmente con pasturas (Castro et al., 2012).

Los cerdos Pampa Rocha se caracterizan por ser de tamafio medio y presentar
pelaje negro con hasta seis regiones de pelaje blanco (frente, punta de la cola y las
cuatro extremidades), con predominancia de un perfil cdncavo y orejas de tipo
célticas (Vadell y Carballo 2013, Castro et al., 2012). Las cualidades méas destacables
de la raza se relacionan con caracteristicas de las hembras, tales como la prolificidad,
la habilidad de consumo de pasturas, la produccién de leche y la longevidad
productiva (Vadell et al., 2010). A causa de su rusticidad y adaptacion, esta raza es
utilizada por pequefios productores quienes emplean sistemas de produccion de

minima inversion.
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Estos cerdos son el recurso porcino local més estudiado, lograndose hasta la
actualidad una importante caracterizacion productiva, morfométrica y genética.

Los estudios de caracterizacion morfométrica han evidenciado dimorfismo
sexual, asi como una proporcion esquelética mayor en comparacion con la de otros
porcinos latinoamericanos (Castro et al., 2012).

Diferentes estudios acerca del comportamiento productivo de esta raza
destacan la superioridad de los cruzamientos de la misma con cerdos Duroc y Large
White en la fase de crecimiento y engorde (Barlocco y Vadell, 2005). Con relacion a
la carne del cerdo Pampa Rocha, las investigaciones han evidenciado condiciones de
estabilidad oxidativa y calidad de carne aceptables para su industrializacion
(Carballo, 2013, Mernies et al. 2012).

Los diferentes estudios realizados hasta el momento han permitido concluir que
los cerdos Pampa Rocha presentan niveles de productividad aceptables y que es
posible su inclusion en la cadena productiva (Barlocco 2011, Barlocco y Vadell,
2005).

La caracterizacion genética de la raza Pampa Rocha ha incluido la aplicacion
de un panel de microsatélites recomendados por FAO-ISAG a partir de lo cual se
determind que esta raza presenta una elevada variabilidad genética y constituye un
grupo genético bien definido (Montenegro et al., 2015). Otros estudios de
caracterizacion genética del cerdo Pampa Rocha han implicado el andlisis de
polimorfismos en genes mayores asociados a caracteristicas de interés productivo
(LIambi et al, 2015, Montenegro, 2012).

En la actualidad se desconoce el nimero exacto de cerdos Pampa Rocha,
encontrandose en estado de riesgo segun la base de datos DAD-IS de FAO (FAO-
DAD-IS, 2018b).

Si bien esta raza cuenta con una importante caracterizacion en aspectos
productivos, morfométricos y genéticos, los estudios enfocados en integrar
caracteristicas productivas con aspectos moleculares son escasos, pudiéndose citar
unicamente el trabajo de Llambi et al., 2015.

En los cerdos uno de los aspectos productivos de mayor importancia es la
alimentacion, debido a su efecto sobre la rentabilidad del sector y la calidad del

18



producto final. En este sentido es fundamental evaluar como se ven afectados el
comportamiento productivo y la calidad de la carne. Asimismo es interesante
comprender los cambios que ocurren a nivel molecular como respuesta a la
alimentacion que reciben los animales. En la actualidad existen diferentes disciplinas
que permiten este abordaje, tales como la nutrigenémica y la transcriptomica. Ambas
se enmarcan dentro de las ciencias “Omicas”, areas de investigacion que han
experimentado un gran desarrollo en los Gltimos afos.

En las siguientes secciones se abordaran la importancia de la alimentacion y su
incidencia sobre caracteristicas de interés econdmico en cerdos, y las oportunidades
que ofrecen la nutrigendmica y la transcriptémica para profundizar en aspectos

moleculares que pueden verse modificados por la alimentacion.

2.4 IMPORTANCIA DE LA ALIMENTACION EN PRODUCCION PORCINA

Los costos en alimentacion representan cerca del 70 % de los costos totales en
la produccion porcina. En el caso de Uruguay, donde esta actividad es llevada a cabo
mayoritariamente por pequefios y medianos productores, los cambios en los valores
de los alimentos repercutirdn directamente en la rentabilidad. Esto determina la
busqueda de una economia en la dieta ofrecida, pero sin afectar los parametros
productivos de los animales (Echenique y Capra, 2011, Bauza, 2000).

La alimentacion también influye en la composicion y calidad de la carne y en
los productos elaborados a partir de esta. En la produccion porcina es considerada
uno de los aspectos mas importantes cuando se busca la obtencion de un producto de
calidad (Echenique, 2007).

El metabolismo de los lipidos a nivel muscular es uno de los factores que
afecta en gran medida a la calidad de la carne. El cerdo por ser un animal
monogastrico almacena los acidos grasos del alimento con pocas variaciones,
existiendo una relacion cercana entre el tipo de grasa ingerida y la depositada. Los
acidos grasos presentes en la carne y en el tejido adiposo del cerdo pueden provenir
de la sintesis por parte del animal o de la deposicion directa a partir de la dieta. Esto
determina que sea posible cambiar, dentro de ciertos limites, el perfil lipidico en los
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tejidos muscular y adiposo de los cerdos, asi como el contenido de grasa
intramuscular a través de la alimentacion (Echenique, 2007, Rosenvold y Andersen,
2003).

En la industria porcina, enfocarse en la naturaleza de la fuente de grasa de la
dieta es esencial para asegurar la produccion de carne de calidad (Tikk et al., 2007).

Las caracteristicas del tejido adiposo de cerdo seran diferentes en funcién de si
su destino final sera la industrializacion o el consumo fresco. Desde el punto de vista
industrial, la composicién del tejido adiposo va a afectar propiedades tecnoldgicas de
la materia prima, como ser la consistencia, color, vida atil, aroma y sabor. Estas
propiedades dependeran principalmente de la proporcion de acidos grasos saturados
e insaturados que conforman los fosfolipidos y triglicéridos del tejido adiposo. Si la
proporcion de &cidos grasos poliinsaturados es elevada, se produciran consistencias
blandas, viéndose también afectados el color, la vida util de la carne y los productos
elaborados, como consecuencia de una mayor susceptibilidad a la oxidacion. Si la
proporcion de &cidos grasos saturados es elevada, el tejido adiposo presentara
consistencia firme, color blanco y baja susceptibilidad al deterioro por oxidacion,
siendo estas caracteristicas buscadas desde el punto de vista industrial (Echenique,
2007).

Los requerimientos para la carne destinada para consumo fresco son opuestos a
los industriales. Desde el punto de vista nutricional es fundamental reducir el
contenido de AGS en la carne para consumo humano ya que su presencia,
conjuntamente con la del colesterol, eleva la concentracion de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) en el suero, lo cual se asocia con la presentacion de enfermedades
coronarias. Dentro de los AGS, no todos son equivalentes ya que los que poseen
cadenas de 18 carbonos o mas de longitud no contribuyen al incremento del
colesterol sérico en los seres humanos. Se considera hipercolesterolémicos a los
acidos grasos laurico (C12:0), miristico (C14:0) y palmitico (C16:0), siendo este
ultimo el que se encuentra en mayor proporcion en la grasa porcina (Braun y
Pattacini, 2013).

Por otro lado, se promueve el incremento del consumo de los AGMI y AGPI
por los beneficios que presentan para la salud humana. Los AGPI son esenciales y
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por lo tanto deben ser proporcionados por la dieta (Simopoulos, 2016). Sin embargo
deben mantenerse relaciones adecuadas entre los AGPI de tipo omega 6 (n6) y los
omega 3 (n3), asi como también se desaconseja el consumo de acidos grasos trans y
se incentiva el aporte de antioxidantes naturales (Dugan et al., 2015). El &cido
linoleico es el principal AGPI esencial de la serie n6 por ser el precursor en el
organismo de todos los acidos grasos de la serie n6 por desaturacion y elongacion
enzimatica. En la serie n3 encontramos al acido linolénico, a partir del cual se
originan los AGPI de la serie n3 (Braun y Pattacini, 2013).

Los cerdos tampoco poseen sistemas enzimaticos capaces de sintetizar los
acidos linoleico y linolénico, por lo cual la presencia de estos en la carne porcina
depende exclusivamente del aporte a través de la alimentacion. El consumo de carne
de cerdos producidos en base a una alimentacion en la cual se haya considerado la
inclusion de estos &cidos grasos esenciales constituye una forma de incorporarlos en
las dietas humanas.

Debido a la incidencia de la alimentacion en la rentabilidad, el comportamiento
productivo y la calidad de la carne, es de interés el estudio de la inclusion de
diferentes alimentos en la dieta. Un alimento que puede ser tenido en cuenta por ser
econdmico y por sus caracteristicas nutricionales es el afrechillo de arroz.

El afrechillo de arroz es un subproducto de la industria molinera que posee una
elevada concentracion de energia y cantidades adecuadas de proteina que se ubican
en el orden del 10 al 15 %. Se caracteriza por presentar un alto contenido de &cidos
grasos insaturados, lo cual puede producir enranciamiento oxidativo de los lipidos,
pudiendo afectar el valor nutritivo y palatabilidad (Cozzolino, 2000). Esto también
puede incidir negativamente sobre la calidad de la grasa con fines de
industrializacion, pero resultando interesante si se destina a cortes para consumo
fresco (Bauza et al., 2007).
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2.5 ESTUDIO DE LA INCIDENCIA DE LA ALIMENTACION SOBRE LA
EXPRESION GENICA A TRAVES DE LAS CIENCIAS OMICAS

2.5.1 Ciencias 6micas

La gendmica es la ciencia dedicada al estudio de los genomas. Dentro de los
objetivos de la gendmica se encuentra la comprension del contenido y organizacién
de los genomas, y de la funcién de sus diferentes componentes. Dentro de la
genomica existen distintos enfoques, como ser la gendmica estructural, la
comparativa o la funcional. La genémica estructural, tal como lo indica su nombre,
se encarga de estudiar la estructura de los genomas. La genémica comparativa
estudia la funcién, el contenido y la organizacion de genomas de diferentes especies
u organismos y los compara con otros previamente secuenciados y con genomas
ancestrales (Llambi y Arruga, 2018).

La genomica funcional surgié a partir de la necesidad de seguir avanzando en
el conocimiento de la funcion de los genomas y engloba a las llamadas ciencias
“omicas”. Estas disciplinas estudian los diferentes productos de la expresion de los
genes en un momento determinado o bajo distintas condiciones (transcriptomica,

protedmica, metaboldmica entre otras) (Llambi y Arruga, 2018).

2.5.2 Nutrigendmica vy transcriptdmica

Dentro de las ciencias dmicas se encuentra la nutrigendémica, que estudia el rol
de los nutrientes y componentes bioactivos de los alimentos sobre la expresion
génica, incluyendo el efecto de la dieta sobre la estabilidad del genoma, alteraciones
epigenomicas; y en la expresion de ARN, proteinas y metabolitos (Fenech et al.,
2011). Los nutrientes y componentes de la dieta pueden afectar a los individuos
influyendo sobre los diferentes niveles que son objeto de estudio de las ciencias
omicas (Kato y Kimura, 2003).

La transcriptomica es otra de las ciencias que se enmarca dentro de la
gendémica funcional. Esta disciplina estudia los transcriptomas bajo diferentes
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condiciones. El transcriptoma se define como el conjunto de moléculas de ARN que
se expresan en una célula, tejido u organismo (Blencowe et al., 2009).

La transcriptomica incluye la clasificacion de los diferentes transcriptos, la
determinacion de la estructura transcripcional de los genes y la cuantificacion de los
cambios en la expresion génica bajo determinadas condiciones o en distintas etapas
del desarrollo (Wang et al., 2009).

El transcriptoma representa solo uno de los multiples aspectos bioldgicos que
se modifican en respuesta a los nutrientes. Sin embargo, Kato y Kimura (2003)
sostienen que el andlisis del mismo puede emplearse como marcador global de la
respuesta de las células, érganos y estado corporal de los individuos resultante de

cambios en el proteoma y metaboloma (Figura 1).

Alimentacion <&

e MELADOIOS  smsesmmsssisansass Metabolomica =~ ——
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>  Proteinas = --------—mmmmemmemm Protec')imica —_—
1 !

—>  TranscriptoS = ------e--me-mme-mm—-m-  Transcriptémica = ——!
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Informacién genética - o
la nutrigenémica

Figura 1: Incidencia de los nutrientes sobre los diferentes niveles de la expresion

génica. Figura adaptada de Kato y Kimura (2003).

El conocimiento del transcriptoma del cerdo bajo determinadas condiciones es
importante para interpretar elementos funcionales del genoma y mejorar la
comprension de caracteristicas complejas como la deposicion de grasa, el
metabolismo y el crecimiento. La generacion de esta informacion en el cerdo es
significativa ya que el mismo es uno de los modelos animales mas utilizados en la
investigacion de enfermedades humanas, como la obesidad y la diabetes, debido a su
similitud fisiologica (Chen et al., 2011).
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La importancia del cerdo como modelo en biomedicina también radica en la
gran homologia existente entre su genoma y el de los seres humanos, a pesar de que
ambas especies pertenecen a grupos evolutivos diferentes (LIambi y Arruga, 2018).

En los ultimos afios se ha buscado que las diferentes ciencias dmicas sean
incorporadas en el campo de la conservacion de los recursos zoogenéticos. Bruford et
al., 2015, sostiene que es fundamental incorporar los avances tecnoldgicos de las
ciencias dmicas para garantizar la conservacion de la biodiversidad de los animales
de granja. Para que los estudios que buscan el recuento de las bases bioldgicas para
la adaptacion y la identificacion de objetivos de seleccion y conservacion en
ambientes diversos sean exitosos, se requerira la integracion de datos genémicos,
epigenodmicos, transcriptomicos y ambientales. Las herramientas gendmicas en
conjunto con los estudios fenotipicos deben aplicarse de manera mas consistente para
describir, utilizar y conservar la diversidad gendmica y de razas del mundo para las
proximas generaciones (Bruford et al., 2015).

2.5.2.1 ARN-Seq

El desarrollo de la técnica de secuenciacion del ARN (ARN-Seq), basada en
las tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento, ha posibilitado el mapeo y la
cuantificacion de los transcriptomas (Mortazavi et al., 2008). La misma proporciona
una vision méas detallada de la expresion génica, permitiendo identificar las
diferentes moléculas de ARN, los eventos de splicing alternativo y la expresion
especifica de alelos. De esta forma ha revolucionado la comprension de la
complejidad y el dinamismo de los transcriptomas (Kukurba y Montgomery, 2015).

Un experimento tipico de RNA-Seq comprende el aislamiento de ARN a partir
de una muestra biologica, su conversion en ADN complementario (ADNCc), la
construccién de una libreria y la posterior secuenciacion en una plataforma NGS
(next-generation sequencing).

Para asegurar el éxito de la aplicacion de la técnica de RNA-Seq, el ARN
extraido debe ser de suficiente calidad para la generacion de la libreria. La calidad
del ARN suele medirse a través del nimero de integridad del ARN (RIN). Los
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valores de RIN se ubican entre 1 y 10, siendo las muestras con valor de RIN 10 las
que presentan menor degradacion y mayor calidad. EI RIN estima la integridad de la
muestra usando electroforesis en gel y el analisis de las relaciones de las bandas
ribosomicas 28S a 18S (Kukurba y Montgomery, 2015).

La creacion de la libreria de ARN-Seq puede variar mediante la seleccion de
diferentes ARN y entre plataformas NGS. Este paso implica el aislamiento de las
moléculas de ARN deseadas, su transcripcion inversa a ADNc, la fragmentacion o
amplificacion de las moléculas de ADNc de forma aleatoria y la union de
adaptadores de secuenciacion. La precision en la deteccion de los tipos especificos de
ARN depende en gran medida de la construccion de la libreria. El protocolo para la
construccién de la libreria debe seleccionarse en funcion del tipo de moléculas de
ARN que se desea estudiar. El conjunto de ARN total incluye ARN ribosémico
(ARNTr), ARN mensajero precursor (pre-ARNm), ARNm y diversas clases de ARN
no codificante (ARNNC). En la mayoria de los tipos celulares las moléculas de ARNr
representan mas del 95% del ARN celular total. Si las moléculas de ARNr no se
eliminan antes de la construccion de la libreria, disminuird la deteccion de otros
ARN menos abundantes. Muchos protocolos se centran en el enriquecimiento de las
moléculas de ARNm antes de la construccion de la libreria mediante la seleccion de
ARN poliadenilados (poli-A). Alternativamente, se puede reducir selectivamente el
ARNTr utilizando kits comercialmente (Kukurba y Montgomery, 2015).

El anélisis de los datos resultantes de un experimento de ARN-Seq presenta
desafios computacionales Gnicos que no se encuentran en otros analisis basados en
secuencias y requiere una consideracion especifica de los sesgos inherentes a los
datos de expresion (Kukurba y Montgomery, 2015).

Una vez obtenidos los reads (lecturas) en una plataforma NGS, se procede al
control de calidad y filtrado de esas secuencias. Si el genoma de referencia de la
especie estudiada esta disponible, el andlisis de ARN-seq normalmente implica el
mapeo de los reads sobre el genoma de referencia o transcriptoma para inferir qué
transcriptos son expresados. Cuando un genoma de referencia no esta disponible o
estd incompleto, las lecturas de ARN-seq pueden ensamblarse de novo (Conesa et al.,
2016).

25



El paso posterior generalmente consiste en la estimacion y cuantificacion de la
expresion génica, que se determina principalmente en base al nimero de reads
asignados a cada secuencia de transcripcion (Conesa et al., 2016).

La técnica de ARN-seq tiene diversas aplicaciones. La mas comun es la
deteccion de los genes que se expresan diferencialmente entre grupos experimentales
(muestras de diferentes tejidos, grupos de tratamiento o muestras de diferentes
poblaciones). El analisis de la expresion génica diferencial puede complementarse
con estudios de asociacion cuando se usan para proporcionar informacion de
expresion diferencial de genes ubicados en regiones genomicas de interés
identificadas por GWAS. Otras aplicaciones de la técnica de ARN-seq son la
identificacion de diferencias en la expresion de isoformas y de la expresion
especifica de alelos. Simultdneamente con el analisis de la expresion génica, los
datos de ARN-seq pueden usarse para identificar polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP) o repeticiones de secuencias simples para uso posterior en estudios
de marcadores. Asimismo esta técnica se usa para mejorar las anotaciones genémicas

mediante la identificacion de nuevas transcriptos (Hekman et al., 2015).
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Figura 2: esquema general del andlisis de datos obtenidos mediante ARN-Seq.
Fuente: Modificado de Kukurba y Montgomery (2015).

Numerosos trabajos analizan el transcriptoma de diversos érganos y tejidos en
cerdos mediante ARN-Seq (Liu et al., 2018, Palombo et al., 2018, Xu et al., 2018).
Dentro de los estudios nutricionales pueden citarse trabajos que evaltan el efecto la
contaminacion de la dieta con micotoxinas sobre el transcriptoma del higado e
intestino (Régnier et al., 2017), o la incidencia de la alimentacién sobre el
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transcriptoma del masculo esquelético e higado (Ogtuszka et al., 2017, Szostak et al.,
2016). Esta técnica también se ha utilizado para identificar marcadores para
caracteristicas de interés productivo (Pidrkowska et al., 2018, Ropka-Molik et al.,
2018). En nuestro pais y para el caso de animales de granja existen estudios
transcriptomicos en ovinos (Peraza et al., 2016, Grasso 2013), no habiendo

antecedentes en cerdos.
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3.1 RESUMEN

Se evallo el efecto de la inclusion de afrechillo de arroz en la dieta sobre el
comportamiento productivo y caracteristicas de carcasa en lechones de la raza Pampa
Rocha. Se utilizaron 16 animales desde el destete a los 42 dias y hasta los 77 dias de
edad, los cuales se alojaron en boxes en un sistema de cama profunda de paja de
trigo. Se empled un disefio experimental de bloques completos al azar con dos
tratamientos y cuatro repeticiones. Los tratamientos consistieron en dietas con
diferente contenido lipidico (TO = 0 % de afrechillo de arroz; T15 = 15 % de
afrechillo de arroz). Para evaluar el comportamiento productivo se realizd un analisis
de varianza y una comparacion de medias para las variables consumo diario de
racion (CD), ganancia de peso diaria (GD) y eficiencia de conversién (EC). Las
caracteristicas de carcasa evaluadas fueron peso y espesor de grasa dorsal, y se
analizaron a través de una comparacion de medias por tratamiento. Para GD y EC, se
observaron diferencias durante la semana 5, no presentandose diferencias en el
promedio del periodo experimental. Para el CD no se registraron diferencias a través
de las semanas y en el promedio del periodo experimental. Las caracteristicas de
carcasa no difirieron estadisticamente entre tratamientos. En funcion de los
resultados se concluye que el afrechillo de arroz podria considerarse como alternativa
en la elaboracion de raciones para lechones.

Palabras clave: nutricion, Pampa Rocha.

Inclusion of rice bran in diets for post-weaning piglets: effect on the productive

behavior and carcass traits

3.2 SUMMARY

This study assessed the effect of bran rice inclusion in the diet on the
productive behavior and carcass characteristics of Pampa Rocha piglets. Sixteen
animals were used from weaning up to 42 days and up to 77 days of age, which were

housed in boxes in a deep bed system of wheat straw. An experimental design of
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complete blocks at random with two treatments and four replications was used. The
treatments consisted of diets with different lipid content (TO = 0 % rice bran; T15 =
15 % rice bran). To evaluate the productive behavior, analysis of variance and
comparison of means were used for food daily consumption (CD), daily weight gain
(GD) and conversion efficiency (EC). The carcass traits evaluated were weight and
thickness of back fat, and were analyzed through a comparison of means by
treatment. For GD and EC, differences were observed during week 5, with no
differences in the average of the experimental period. For CD, no differences were
recorded through the weeks or the average of the experimental period. Carcass traits
did not differ statistically between treatments. Based on the results, it is concluded
that rice bran could be considered as an alternative for piglets food preparation.

Keywords: nutrition, Pampa Rocha.

3.3 INTRODUCCION

La produccion porcina en Uruguay se caracteriza por la presencia de pequefios
y medianos productores, que deben competir en un mercado interno reducido
abastecido en un porcentaje importante por productos importados y el agronegocio
mediado por grandes empresas de produccién intensiva. Como estrategia de
supervivencia en el rubro existe una busqueda permanente de alternativas que
tiendan a reducir los costos de produccion, representado mayoritariamente por la
alimentacion de los animales (Echenique y Capra, 2011). Es asi que cualquier
cambio en los valores de los alimentos repercutird directamente en la rentabilidad,
determinando la busqueda de una economia en la dieta ofrecida, pero sin afectar los
parametros productivos (Bauza, 2000a).

Un alimento alternativo que puede considerarse debido a su bajo costo y
caracteristicas nutricionales es el afrechillo de arroz. EI mismo puede reemplazar
parte de los granos y de los subproductos proteicos, estos Ultimos generalmente de
alto valor unitario, y se caracteriza por presentar una elevada concentracion de
energia, cantidades adecuadas de proteina y un alto contenido de &cidos grasos
insaturados (Cozzolino, 2000). Las caracteristicas de los lipidos del afrechillo de

31



arroz pueden repercutir sobre la palatabilidad y valor nutritivo de la carne, y afectar
negativamente la calidad de la grasa con fines de industrializacion. Sin embargo, su
inclusion en la dieta puede resultar interesante cuando se destina a cortes para
consumo fresco (Bauza et al., 2007).

Ademas de las caracteristicas de los alimentos, la raza de los animales es otro
factor que debe considerarse por su incidencia sobre el comportamiento productivo,
caracteristicas de carcasa y calidad de carne. En nuestro pais la Unica raza local es la
raza Pampa Rocha. Los estudios relacionados con la caracterizacion productiva, de la
canal, carne y grasa de este recurso han permitido concluir que presenta niveles de
productividad similares a los observados en las razas tradicionales. Si bien presenta
una tendencia al engrasamiento, esto puede modificarse manejando la instalacion, los
cruzamientos o la oferta de concentrado (Barlocco, 2011, Barlocco et al., 2003). En
la actualidad su bajo nimero poblacional es preocupante, principalmente por la
introduccién de lineas hibridas que han desplazado las razas existentes en el pais. Por
ser un recurso local caracterizado por su rusticidad, es utilizado principalmente por
pequefios productores, tanto en pureza racial como en cruzamientos, ya que estos
animales se adaptan a las condiciones fundamentalmente de infraestructura con que
cuentan estos productores, a diferencia de las lineas hibridas comerciales cuyos
requerimientos son mayores.

En funcién de estos antecedentes, el objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto del agregado de afrechillo de arroz en la dieta sobre el comportamiento
productivo y caracteristicas de carcasa en lechones de la raza Pampa Rocha.

3.4 MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizd en la Unidad de Produccion de Cerdos del Centro
Regional Sur (Estacion Experimental de Facultad de Agronomia-Universidad de la
Republica), ubicada en la localidad de Progreso (Canelones, Uruguay), entre los
meses de julio y noviembre de 2014. Los procedimientos se llevaron a cabo de
acuerdo al protocolo No. Exp. 111130-000834-13, aprobado por la Comision

Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA, Udelar).
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Se utilizaron 16 cerdos Pampa Rocha (machos enteros y hembras) desde el
destete (42 dias) y hasta los 77 dias de edad. El peso promedio al inicio del
experimento fue de 14,85 + 1,93 Kg. Se emple6 un disefio experimental de bloques
completos al azar con dos tratamientos y cuatro repeticiones. Los animales de cada
repeticion pertenecian a una misma camada y los tratamientos fueron asignados
aleatoriamente dentro de cada bloque.

Como tratamientos se utilizaron dietas isoproteicas e isoenergéticas con
diferente contenido lipidico: el tratamiento TO consistié en una dieta con 0 % de
afrechillo de arroz (control) y el tratamiento T15 una dieta con 15 % de afrechillo de
arroz (mayor contenido lipidico). El porcentaje de afrechillo utilizado en el
tratamiento T15 corresponde al maximo tolerado por la categoria (Bauza, 2000b). En
el cuadro 1 se detalla la composicion porcentual de las dietas y en el cuadro 2 la
composicion quimica del afrechillo de arroz utilizado. El contenido energético de
ambas dietas fue de 3.300 Kcal de Energia Digestible por Kg y 18 % de proteina
cruda (Tablas de Requerimientos del National Research Council, 1998).

La alimentacion se realizé una vez al dia (8:00 AM), basandose la oferta diaria
de alimentos en el peso vivo de los animales y considerando una restriccion de 75 %

respecto al consumo méximo tedrico durante los cuatro primeros dias.
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Cuadro 1. Composicion porcentual de ingredientes y niveles

nutricionales de las dietas empleadas (kg).

Ingredientes TO T15
Maiz 68 55
Harina de Soja 28,5 26,5
Afrechillo de Arroz 0 15
Fosfato 1,72 1,72
Carbonato 0,8 0,8
Nucleo vitaminico 0,5 0,5
Sal 0,5 0,5
Total 100 100
Niveles nutricionales (en base fresca)

Proteina Cruda (%) 0,2 0,19
Energia metabolizable (Kcal/kg) 3,25 3,27
Extracto etéreo (%) 0,034 0,048

Cuadro 2. Composicion quimica del afrechillo

de arroz utilizado (datos en base fresca)

Materia seca (%)

Proteina cruda (%)

Cenizas (%)

Fibra cruda (%)

Extracto etéreo (%)

Energia digestible (Kcal/kg)*

88,9
13,1
10,8
8,3

14,8
3200

Datos proporcionados por la empresa privada que suministro

el afrechillo de arroz. * calculado.

El experimento se llevd a cabo en un sistema de cama profunda de paja de trigo

de 50 cm de profundidad, alojandose cada repeticién en boxes con una superficie de

0,52 m?/animal, disponiendo de comederos grupales y bebederos tipo chupete para

permitir el libre acceso al agua de bebida.
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Para evaluar el comportamiento productivo se determiné el consumo diario de
racion (kg/dia), la ganancia de peso diaria (kg/dia) y la eficiencia de conversion, de
forma semanal y en el promedio del periodo experimental.

Respecto a las caracteristicas de carcasa, las mismas fueron efectuadas sobre
los machos (seis animales por tratamiento), los cuales fueron sacrificados al finalizar
la experiencia, evaludndose el peso de la carcasa y el espesor de la grasa dorsal. Para
la medicién de espesor de grasa dorsal se emple6 una regla milimetrada y se
promedio los valores obtenidos a la altura de la primera costilla, tltima costilla y
ultima vértebra.

Para el andlisis estadistico del consumo diario de racion, ganancia de peso
diaria y eficiencia de conversion, se realizdé un analisis de varianza utilizando un
modelo mixto con medidas repetidas en el tiempo. Las medidas repetidas fueron
evaluadas a nivel de cada lechdn y/o unidad experimental utilizando una estructura
autoregresiva heterogénea a través del tiempo. La comparacion de medias se realiz6
mediante el test de Diferencia Minima Significativa (DMS) con un nivel de
confianza del 95 %.

Para el anélisis estadistico del peso de carcasa y espesor de grasa dorsal se
realiz6 un ajuste de medias por tratamiento y su comparacion a través de prueba t de
student, con un nivel de significancia del 95%. Todos los analisis estadisticos fueron

implementados mediante el software estadistico Infostat.

3.5 RESULTADOS Y DISCUSION

Para las variables de comportamiento productivo, se observaron diferencias
entre tratamientos durante la semana 5 (interaccion tratamiento-fecha) tanto para la
ganancia de peso como para eficiencia de conversion, siendo mayor la ganancia y
mejor la eficiencia de conversion para el tratamiento TO. Para ambas variables no se
observaron diferencias en el promedio del periodo experimental. En el caso de la
variable consumo, no se registraron diferencias significativas a través de las semanas
y durante el valor promedio del periodo experimental. Estos resultados se detallan en

el Cuadro 3.
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Existen antecedentes en nuestro pais respecto al estudio de la inclusion de
afrechillo de arroz integral en dietas de hibridos comerciales durante el periodo de
terminacion (60-110 Kg de peso vivo) y su efecto en el comportamiento productivo,
caracteristicas de canal, carne y grasa (Bauza et al., 2007; Capra et al., 2007). Al
incluir este alimento en un nivel de 25 %, Bauza et al. (2007) encontraron una
disminucion en la velocidad de crecimiento, no observando diferencias en la
eficiencia de conversion, respecto a dietas con diferente composicién. Sin embargo,
no existen trabajos que evallen la inclusion de afrechillo de arroz integral en
lechones en posdestete y en la raza Pampa Rocha.

Por otra parte, los resultados obtenidos en el presente trabajo no difieren de los
parametros de crecimiento esperados reportados por las tablas de requerimientos
disponibles (INRA, 1989). Los resultados de ganancia diaria en peso son superiores a
los registrados por Barlocco et al. (2005) y Carballo (2007) en lechones Pampa
Rocha y sus cruzamientos con razas comerciales, en etapa de posdestete y en
condiciones de cria a campo, lo cual puede explicar las diferencias debido a los
mayores requerimientos energéticos de los animales en esas condiciones. En
comparacién con ambos trabajos, nuestros datos de consumo y eficiencia de
conversion fueron similares. Por su parte, Maciel et al. (2014) analizando el
comportamiento productivo en lechones en posdestete en sistemas de produccion al
aire libre y en cama profunda, reportaron valores similares de ganancia diaria en los
lechones criados a campo (0,550 kg/dia), y superiores en los lechones criados en
cama profunda (0,645 kg/dia). Los datos de eficiencia de conversion registrados en
nuestro trabajo son similares a los de estos autores.

Respecto a las caracteristicas de carcasa, no se registraron diferencias entre
tratamientos para las variables evaluadas (Cuadro 4).

Capra et al. (2007) al evaluar dietas con diferentes contenido lipidico, una de
las cuales incluia un 25 % de afrechillo de arroz, en hibridos comerciales en etapa de
terminacion (60-110 kg), tampoco encontraron diferencias en caracteristicas de

carcasa.
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Por ser los Pampa Rocha una raza caracterizada por su rusticidad, lo cual
determina una deposicion temprana de tejido adiposo (Barlocco et al., 2003), y
considerando el mayor contenido lipidico de la dieta que contenia afrechillo de arroz,
se podrian haber esperado un efecto sobre el espesor de grasa dorsal. La ausencia de
diferencias para esta variable podria deberse a que la duracion del ensayo no haya

sido suficiente para que se observaran diferencias.
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Cuadro 4. Medias ajustadas y desvio estandar de las
caracteristicas de carcasa evaluadas para los tratamientos TO
y T15.

T0 T15
Peso Carcasa (Kg) 234(23)a 242(23)a
Espesor de grasa dorsal (mm) 1,47 (0,3)a 1,44(0,3)a

Letras diferentes indican diferencias significativas, con un 95% de confianza.

Los valores entre paréntesis corresponden al desvio estandar.

3.6 CONCLUSION

Debido a que la inclusion de afrechillo de arroz en la dieta no influyé en el
comportamiento productivo y en las caracteristicas de carcasa estudiadas de los
lechones Pampa Rocha, se concluye que este alimento podria considerarse como una
alternativa en la elaboracion de raciones para esta categoria, principalmente al
considerar la reduccion en los costos de produccion y por lo tanto en el resultado

econdmico.
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4.1 RESUMEN

Se evaluo el efecto de dietas con diferente contenido lipidico sobre variables de
calidad de carne en cerdos de la raza local Pampa Rocha (Uruguay). Se emplearon 16
lechones, con un peso promedio inicial de 14,85 + 1,93 Kg, desde el destete, a los 42
dias, y hasta los 77 dias de edad, teniendo el ensayo una duracion de 35 dias. Se
utilizé un disefio experimental de blogques completos al azar con dos tratamientos. El
experimento se llevo a cabo en boxes, en un sistema de cama profunda de paja de
trigo. Los tratamientos consistieron en dietas con diferente contenido lipidico: el
tratamiento TO consistié en una dieta con 0 % de afrechillo de arroz (control) y el
tratamiento T15 una dieta con 15 % de afrechillo de arroz (mayor contenido
lipidico). Se midio el pH, color, fuerza de corte, contenido y perfil de acidos grasos
del tejido adiposo intramuscular. Los datos fueron analizados a través de un ANAVA
con los efectos de blogue y tratamiento, realizdndose posteriormente una
comparacion mediante el test LSD y un analisis de correlacion de Pearson entre las
variables de interés, con 95% de confianza. Se obtuvieron diferencias en el pH a los
90 minutos (TO =5,77 £ 0,13; T15 =5,11 + 0,13) y 24 horas post mortem (TO = 5,46
+ 0,14; T15 = 4,92 £ 0,14), luminosidad (TO = 39,79 + 0,62; T15 = 42,34 + 0,62),
contenido de &cido linoleico (TO = 11,05 + 0,66; T15 = 13,79 + 0,66), contenido de
acidos grasos poliinsaturados (TO = 13,26 + 0,78; T15 = 16,26 £ 0,78) y en la
relacion entre acidos grasos poliinsaturados y saturados (TO = 0,33 + 0,02; T15 =
0,39 £ 0,02). El tratamiento T15 pudo afectar desfavorablemente al pH y la
luminosidad, resultando favorable desde el punto de vista nutricional el mayor
contenido de AGPI observado en dicho tratamiento. Sin embargo, la relacién n-6/n-3
fue elevada en ambos tratamientos, por lo cual debe considerarse la inclusion de
alimentos con mayor contenido en AGPI de la serie n-3 para reducir esta relacion. De
acuerdo a estos resultados, se concluye que la utilizacion de afrechillo de arroz en un
nivel del 15 % podria considerarse como alternativa de alimentacion, debiendo
tenerse en cuenta otros factores que podrian haber incidido sobre las variables
evaluadas.

Palabras clave: pH, Color, Fuerza de corte, Acidos grasos
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Meat quality in pigs Pampa Rocha of Uruguay fed diets with and without rice

bran in its composition

4.2 ABSTRACT

The effect of diets with different lipid content was evaluated on variables of
meat quality in pigs of local breed Pampa Rocha (Uruguay). Sixteen piglets with an
inicial body weight of 14.85 + 1.93 Kg were used, from weaning (42 days) and up to
77 days of age, having the trial 35 days. The experimental design was completely
randomized blocks with two treatments. The experiment was conducted in boxes, in
a system of deep bed of wheat straw. The treatments consisted of different lipid
content diets: TO treatment consisted of a diet with 0% rice bran (control) and T15
treatment a diet with 15 % of rice bran (higher lipid content). The pH, color, shear
force, intramuscular fat and fatty acid profile were measured. Data were analyzed
through an ANAVA with block and treatment effects, subsequently performing a
comparison using the LSD test and Pearson correlation between the variables of
interest, with 95 % confidence. There were differences in pH at the 90 minutes (TO =
577 £0.13; T15=5.11 £ 0.13) and 24 hours (TO =5.46 £ 0.14; T15 =4.92 + 0.14),
luminosity (TO = 39.79 + 0.62; T15 = 42.34 + 0.62), linoleic acid content (TO =
11.05 + 0.66; T15 = 13.79 + 0.66), polyunsaturated fatty acid (PUFA) content (TO =
13.26 + 0.78; T15 = 16.26 + 0.78), and on the relationship between polyunsaturated
and saturated fatty acid (TO = 0.33 £ 0.02; T15 = 0.39 = 0.02). T15 treatment could
adversely affect the pH and luminosity, but the higher content of PUFA observed in
such treatment can be favorable nutritionally. The ratio of n-6/n-3 was elevated in
both treatments, so it should be deemed the inclusion of food with highest content in
the series n-3 PUFA to reduce this ratio. Based on these findings, it is concluded that
the use of rice bran at a level of 15 % could be considered as an alternative food.
However, other factors that might have influenced on the evaluated variables should
be taken into account.

Key words: pH, Colour, Shear force, Fatty acids
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4.3 INTRODUCCION

Diversos factores inciden sobre la calidad de la carne en cerdos. Uno de estos
es la alimentacion, representando un importante porcentaje en los costos de
produccion. En Uruguay la produccion porcina se caracteriza por la presencia de
pequefios y medianos productores, para los cuales cualquier cambio en los valores de
los alimentos repercutird directamente en la rentabilidad, determinando asi una
busqueda de dietas mas economicas que no afecten los parametros productivos
(Echenique y Capra, 2011, Bauza, 2000). Un alimento alternativo que puede
considerarse en funcion de su bajo costo y sus caracteristicas nutricionales es el
afrechillo de arroz, ya que posee una elevada concentracion de energia, cantidades
adecuadas de proteina y un alto contenido de &cidos grasos insaturados (Cozzolino,
2000). Los &cidos grasos presentes en la carne y tejido adiposo del cerdo pueden
provenir de la sintesis por parte del animal o de la deposicion directa a partir de la
dieta, siendo asi la alimentacion una via factible para modificar el perfil lipidico en
los tejidos muscular y adiposo de los cerdos (Echenique, 2007, Rosenvold y
Andersen, 2003).

La carne debe reunir determinadas caracteristicas para cumplir con los
requerimientos de comerciantes y consumidores. Dentro de las caracteristicas que
son consideradas para evaluar la calidad de la carne pueden citarse la capacidad de
retencion de agua, color, pH, contenido y composicion del tejido adiposo, estabilidad
oxidativa, sabor, aroma y textura (Simitzis et al., 2010, Rosenvold y Andersen,
2003). En el caso de la industria porcina, enfocarse en la naturaleza de la fuente de
grasa de la dieta es esencial para asegurar la produccién de carne que cumpla con la
calidad requerida (Tikk et al., 2007). Desde el punto de vista industrial es deseable
que el tejido adiposo presente consistencia firme, color blanco y baja susceptibilidad
al deterioro por oxidacion, caracteristicas que se obtienen a través una mayor
proporcion de acidos grasos saturados. Si la carne se destina para consumo fresco,
los requerimientos son opuestos a los industriales, ya que se fomenta el consumo de
acidos grasos poliinsaturados. Si bien es fundamental mantener relaciones adecuadas
entre los acidos grasos de la serie omega 6 y omega 3, los &cidos grasos
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poliinsaturados son esenciales y representan beneficios para la salud de los
consumidores (Simopoulos, 2016, Echenique, 2007).

La calidad de la carne también es afectada por la interaccion de otros factores
como la edad de los animales, el manejo previo y posterior al sacrificio y el sistema
de produccion (Ngapo y Gariepy, 2008, Olsson y Pickova, 2005). El tipo genético
también repercute en la calidad de la carne a través de su incidencia sobre la
deposicion de tejido adiposo y el perfil de acidos grasos (Wood et al., 2008). En
Uruguay la Gnica raza local de cerdos es la raza Pampa Rocha. Diferentes estudios de
caracterizacion productiva, de la canal y carne de este recurso han permitido concluir
que esta raza presenta niveles de productividad aceptables (Barlocco, 2011). En la
actualidad, el bajo numero poblacional de animales de esta raza es alarmante,
principalmente debido a la introduccion de lineas hibridas que han desplazado a las
razas existentes en el pais. Para la FAO (2010), la conservacion de los recursos
zoogenéticos locales es esencial para garantizar la seguridad alimentaria mundial y el
desarrollo sostenible. En este sentido, avanzar en la caracterizacion productiva del
cerdo Pampa Rocha es fundamental para la conservacién de dicho recurso.

En funcion de estos antecedentes, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el
efecto de dietas con diferente contenido lipidico, aportado por el afrechillo de arroz,

sobre variables de calidad de carne en cerdos de la raza Pampa Rocha.

4.4 MATERIALES Y METODOS

4.4.1 Animales vy disefio experimental

Los procedimientos se realizaron de acuerdo al protocolo N° Exp. 111130-
000834-13 aprobado por Comision Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA,
Udelar, Uruguay). Se utilizaron 16 cerdos Pampa Rocha (12 machos enteros y 4
hembras) desde el destete (42 dias) y hasta los 77 dias de edad, con una duracién del
ensayo de 35 dias. El peso promedio al inicio y al final del ensayo fue de 14,85 +
1,93 kg y 32,3 + 3,66 kg, respectivamente. Se empled un disefio experimental de
bloques completos al azar con dos tratamientos y cuatro repeticiones. Los animales
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de cada repeticion pertenecian a una misma camada y los tratamientos fueron
asignados aleatoriamente dentro de cada bloque. El experimento se llevo a cabo en
un sistema de cama profunda de paja de trigo de 50 cm de profundidad, alojandose
en boxes con una superficie de 0,52 m*/animal, disponiendo de comederos grupales y
bebederos tipo chupete para permitir el libre acceso al agua de bebida. Las
temperaturas promedios, minima y maxima, dentro de los boxes fueron de 10,24 y
21,37°C respectivamente. El ensayo se realizo en la Unidad de Produccion de Cerdos
del Centro Regional Sur (Estacion Experimental de Facultad de Agronomia,
Universidad de la Republica) ubicada en la localidad de Progreso, departamento de
Canelones, Uruguay.

4.4.2 Tratamientos

Los tratamientos consistieron en dietas isoproteicas e isoenergéticas con
diferente contenido lipidico: el tratamiento TO consistié en una dieta con 0 % de
afrechillo de arroz (control) y el tratamiento T15 una dieta con 15 % de afrechillo de
arroz (mayor contenido lipidico). El contenido energético de ambas dietas fue de de
3.300 Kcal de energia digestible por Kg y 18% de proteina cruda. En la Tabla 1 se
detalla la composicion de los tratamientos (ver Cuadro 1 del Capitulo 3). La
alimentacion se realizé una vez al dia (8:00 am) y se basé en la oferta de racién
balanceada segin una escala de peso. El célculo de oferta de racion se realizo
mediante la férmula de Consumo Maximo Voluntario (CMV= PV®"°x110x4/3200).

4.4.3 Toma de muestras

Una vez finalizado el ensayo se procedio al sacrifico de los machos (N=12), los
cuales tenian un peso promedio de 32,53 + 3,65 kg. A los 40 minutos post sacrificio
se procedié a la remocion del musculo Longissimus dorsi (LD) a la altura de la 102 a
122 costilla y a su traslado al laboratorio en condiciones adecuadas para la toma de
medidas y almacenamiento de muestras a -4°C. Las hembras utilizadas en este
ensayo contribuyeron a analizar el efecto de los tratamientos sobre variables
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productivas (Montenegro et al., 2015) pero no fueron utilizadas para los fines de este
estudio.

4.4.4 Variables analizadas

Se analizaron las variables pH, color, fuerza de corte, contenido y composicién
de &cidos grasos de los lipidos intramusculares.

La medicién de pH se realiz6 a los 45, 60, 90 minutos y 24 horas post mortem
(pH45, pH60, pH90 y pH24 respectivamente). Para esto se realiz6 una escision en el
musculo e introdujo un electrodo de penetracion de un pHmetro Lutron.

Para la medicidn de color de la carne, la misma se dejoé oxigenar durante una
hora y se procedid a la lectura en la superficie del musculo de las variables
luminosidad (L*), indice de rojo (a*) e indice de amarillo (b*), empledndose un
colorimetro Minolta CR-10. Estas mediciones se realizaron por triplicado,
empleandose el promedio de los tres valores en el analisis estadistico posterior
(sistema CIELAB).

Para la medicion de la fuerza de corte, se almaceno al vacio una muestra de 2,5
cm de espesor y 5 cm de longitud, y se maduré durante 72 horas a 4°C para
posteriormente congelarse a -20°C hasta el analisis. Las muestras fueron cocinadas a
bafio maria hasta una temperatura interna de 72°C. Se obtuvieron de 6 a 8
submuestras de 1,25 cm de didmetro en direccion de las fibras musculares. La
evaluacion se llevo a cabo a través de la resistencia al corte empleando una cuchilla
de Warner Bratzler (texturometro Instrom 3342, acoplado a un software), a través de
la medicién de fuerza maxima de corte, expresandose los valores en kg.

La determinacion del contenido del tejido adiposo intramuscular (GIM) se
realizd sobre muestras de 2,5 cm de espesor y 8 cm de longitud, las cuales se
envasaron al vacio y se conservaron a -20°C hasta el momento del analisis. La
extraccion de los lipidos se realizé por homogeneizacion con un Virtis 45 (velocidad
de rotacion de 20 000-25 000 rpm) en una mezcla de cloroformo-metanol (2-1, V-V)
segun la técnica de Folch et al., (1957). La composicion de acidos grasos se

determind mediante cromatografia de gases (Eder, 1995) y se realiz6 a partir de los
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lipidos extraidos previamente. Para la preparacion de la metilacion de los &cidos
grasos se disolvieron los lipidos con cloroformo, para la uniformizacion de las
muestras a un peso de 40 mg. Para la metilacion se siguid el método en frio descrito
por Ichihara et al. (1996). Para realizar la separacion de los acidos grasos se utilizd
un cromatografo de gases Clarus 500 (Perkin Elmer Instruments, USA) acoplado a
un inyector automatico. La separacion de los distintos &cidos grasos se realizd con
una columna capilar CPSIL-88. La deteccion y cuantificacion de los distintos acidos
grasos se realizd con un detector de llama (FID) Perkin Elmer 500. La integracion de
las &reas para la cuantificacion de los diferentes acidos grasos se realizé mediante el
software de Perkin Elmer Totalchrom-Clarus FID. Los &cidos grasos individuales
fueron identificados por comparacion con los tiempos de retencién de acidos grasos
estandares de la mezcla Sulpeco 37 (Sigma Chemical, USA). Los acidos grasos se
expresaron como porcentaje del total de &cidos grasos detectados. Los acidos grasos
menores Yy los no identificados fueron agrupados como otros lipidos.

A partir de éstos datos, se realizd la sumatoria de los &cidos miristico,
palmitico y estearico para obtener el total de acidos grasos saturados (AGS), la
sumatoria de los acidos palmitoleico y oleico para obtener el total de acidos grasos
monoinsaturados (AGMI), y la sumatoria de los acidos linoleico, a-linolénico y
araquiddnico para obtener el total de los acidos grasos poliinsaturados (AGPI). La
relacion AGPI/AGS se obtuvo como el cociente entre la sumatoria de AGPI y AGS,
calculados previamente. Para determinar la relacion n-6/n-3 se realiz6 el cociente
entre los valores de los acidos n-6 detectados (acidos linoleico y araquidénico) y n-3

(a-linolénico).

4.4.5 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados a través de un ANAVA con los efectos de bloque
y tratamiento, y posteriormente se realizé una comparacién mediante el test LSD.
Para analizar las asociaciones entre variables se llevd a cabo un analisis de

correlacion de Pearson entre éstas variables con un nivel de significancia del 95%.
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Todos los analisis estadisticos fueron implementados mediante el software
estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2014).

4.5 RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados de los valores medios obtenidos para cada tratamiento y la
comparacion de medias para las variables pH, color y terneza se presentan en la

Tabla 2.

Tabla 2: Medias ajustadas, error estandar y comparacion de medias para las

variables pH, color y fuerza de corte

Variable MediaTO EETO MediaTl5 EET15 p-valor
pH45 5,87 0,22 6,03 0,22 0,640

pH60 5,67 0,15 5,37 0,15 0,196

pH90 5,77 0,13 511 0,13 0,008

pH24 5,46 0,14 4,92 0,14 0,033

L* 39,79 0,62 42,34 0,62 0,022

a* 10,51 1,09 11,78 1,09 0,432

b* -6,80 0,35 -6,62 0,22 0,738

Fuerza de corte (KQg) 3,71 0,35 3,03 0,35 0,214

EE: error estandar

p-valores < 0.05 indican diferencias significativas

4.5.1 Variable pH

Se encontraron diferencias en los valores de pH90 y pH24, siendo ambas
mediciones inferiores en las muestras de los animales alimentados con afrechillo de
arroz.

La tasa de disminucion del pH depende de las reservas de glucdgeno
musculares y de la tasa metabdlica del animal previa al sacrificio, aspectos que son

afectados por el estrés experimentado por el animal previamente y durante el
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sacrificio, la temperatura y humedad, y el genotipo de los animales para los genes
receptor de rianodina (RYR1 o Hal) y Rendimiento Napole (RN) (Salas y Mingala,
2016, Adzitey y Nurul, 2011).

El manejo de los animales y las condiciones ambientales determinan el pH
final incidiendo sobre la tasa metabodlica del animal. En este ensayo, el manejo previo
y durante el sacrificio, asi como las condiciones ambientales, fueron las mismas para
ambos grupos, por lo cual no explicarian las diferencias observadas en pH.

La predisposicion genética de los animales empleados en nuestro ensayo no fue
analizada, sin embargo un estudio previo en el cual se genotiparon cerdos Pampa
Rocha para el gen RYRL1 no detectaron la presencia de la mutacion que afecta la
calidad de carne (Cedrez, 2013), no existiendo estudios sobre el gen RN en esta raza.

Respecto a la alimentacion, la composicion de la dieta generalmente no afecta
al contenido de glucdégeno muscular al utilizar fuentes energéticas convencionales
(Coma et al., 1999), sin embargo las dietas que combinan una proporcién baja de
carbohidratos digestibles y alta en grasas pueden reducir las reservas de glucégeno y
mitigar los valores bajos de pH (Rosenvold y Andersen, 2003). En el presente
estudio, si bien la dieta T15 presentaba un mayor contenido en grasa, los valores de
pH finales (24 horas post mortem) pueden considerarse bajos en ambos tratamientos,
lo cual indicaria que las dietas empleadas no generaron una acumulacion diferencial

de glucdgeno muscular al momento del sacrificio.

4.5.2 Variable color

El tratamiento afecto la variable L*, siendo mayor para el tratamiento T15, lo
cual indica carnes més claras en los animales cuya dieta incluyd afrechillo de arroz.
Las variables a* y b* no se vieron afectadas. Se encontré una correlacion negativa
entre L* y el pH90 (r= -0,72; p= 0,01), asi como entre b* y pH24 (r= -0,61, p=
0,03). Las diferencias observadas en L* podrian deberse a las diferencias observadas
en pH, ya que son variables relacionadas entre si. Valores bajos de pH provocan la

pérdida de agua de la carne, haciendo su estructura méas densa y provocando que la
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luz se refleje desde las capas superiores, resultando asi en carnes méas pélidas
(Tartrakoon et al., 2016).

Respecto a la alimentacion, la misma puede incidir sobre la estabilidad del
color de la carne a través del aporte de antioxidantes los cuales contrarrestan el
deterioro oxidativo, aumentando la vida util de la carne y contribuyendo en el
mantenimiento de un color deseable. Unos de los antioxidantes mas efectivos es la
vitamina E (Carballo, 2013, Rosenvold y Andersen, 2003). En el presente estudio no
se analizo el contenido de dicha vitamina, pero se esperaria que el aporte fuera
similar en ambos tratamientos ya que la inclusion a través del ndcleo vitaminico fue
el mismo (Tabla 1). El aporte de AGPI a través de la alimentacion también puede
incidir sobre el color, ya que estos acidos grasos son sustratos de oxidacion lipidica e
incrementan la susceptibilidad a la oxidacién (Braun y Pattacini, 2013). De esta
forma, seria esperable un incremento del deterioro oxidativo en los animales
sometidos al tratamiento T15 como consecuencia del mayor contenido de AGPI del
afrechillo de arroz, lo cual podria explicar en parte las diferencias observadas en

luminosidad.

4.5.3 Variable fuerza de corte

Para esta medicion, la cual puede ser tomada como un indicador de terneza, no
se observaron diferencias entre tratamientos. EI pH de la carne afecta la terneza,
incidiendo sobre la capacidad de retencién de agua y generando mayor actividad de
proteasas a pH cercanos a la neutralidad (Coma et al., 1999). Sin embargo, las
diferencias registradas en pH no incidieron sobre la variable fuerza de corte.

Las posibles asociaciones entre la terneza y la composicion de la carne porcina,
principalmente con el contenido de tejido adiposo, se han estudiado en los ultimos
afios encontrandose resultados contradictorios (Wood et al., 1999). En el presente
estudio el analisis de correlaciones no reveld una asociacion entre la terneza y el
contenido de GIM, si obteniéndose correlaciones negativas con el contenido de los
acidos miristico (r=-0,60, p= 0,04) y palmitico (r=-0,70, p=0,01), y una correlacién
positiva con el contenido de acido oleico (r= 0,68, p= 0,02).
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4.5.4 Contenido y composicion de acidos grasos de los lipidos intramusculares

Los valores medios obtenidos para cada tratamiento y la comparacion de

medias para estas variables se presentan en la Tabla 3. La matriz de coeficientes de

correlacion de Pearson para todas las variables evaluadas se presenta en la Tabla 4.

Tabla 3. Tabla 3: Medias ajustadas, estandar error y comparacion de medias para las

variables GIM y perfil de acidos grasos

Variables Media TO EETO MediaT15 EET15 p-valor
GIM* 2,04 0,30 2,20 0,30 0,716
Ac. Miristico (%) 1,73 0,14 1,67 0,14 0,784
Ac. Palmitico (%) 28,33 0,96 28,56 0,96 0,270
Ac. Palmitoleico (%) 4,43 0,39 4,34 0,39 0,884
Ac. Esteérico (%) 11,55 0,35 11,33 0,35 0,813
Ac. Oleico (%) 36,32 0,86 33,55 0,86 0,157
Ac. Linoleico (%) 11,05 0,66 13,79 0,66 0,021
Ac. a-linolénico (%) 0,77 0,06 0,90 0,06 0,177
Ac. Araquidénico (%) 1,57 0,19 1,57 0,19 0,980
Otros Lipidos 4,34 0,39 4,43 0,39 0,880
>AGS 41,55 0,90 41,61 0,90 0,961
AGMI 40,72 0,82 37,70 0,82 0,112
~AGPI 13,26 0,78 16,26 0,78 0,035
AGPI/AGS 0,33 0,02 0,39 0,02 0,048
n-6/n-3 18,33 2,19 18,49 2,19 0,959
*g/100 g de muestra
EE: error estandar
p-valores < 0,05 indican diferencias significativas.
GIM: contenido de lipidos intramusculares.
Otros lipidos: acidos grasos menores y no identificados.
> AGS: ac. miristico + 4c. palmitico + ac. estearico
> AGMI: ac. palmitoleico + ac. oleico
> AGPL: 4c. linoleico + a-linolénico + araquidonico
n-6: ac. linoleico 'y  éc. araquidonico; n-3: acido a-linolénico
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Los tratamientos no afectaron el contenido de GIM. Capra et al., (2011)
estudiando el efecto de diferentes dietas, una de ellas con el mismo nivel de inclusion
de afrechillo de arroz utilizado en nuestro ensayo, tampoco hallaron diferencias y
reportaron un contenido similar de GIM.

Respecto al perfil lipidico, se verificaron diferencias en el contenido de AGPI y
en el porcentaje de &cido linoleico, siendo en ambos casos superiores para T15. El
mayor contenido de AGPI en T15 se explicaria por el mayor contenido de acido
linoleico, lo cual concuerda con la composicion del afrechillo de arroz donde maés del
30 % de los lipidos totales corresponden a este &cido graso (Bauza, 2000). El
contenido de &cido linoleico hallado en ambos tratamientos se encuentra dentro del
rango esperado en el tejido adiposo de cerdos donde puede variar desde 3 a 28 %
(Grompone, 2010). Desde el punto de vista tecnologico, niveles mayores al 14 % de
este &cido generan dificultades en la elaboracion de productos fermentados puros
debido a una menor consistencia de la grasa y al enranciamiento (Capra et al., 2007).
Los animales del tratamiento T15 presentaron un contenido de acido linoleico (13,79
%) que se ubica en el limite de este requerimiento.

La distribucién de &cidos grasos en ambos tratamientos corresponde a la
esperada para el caso de los AGS y AGMI. Esta distribucion varia en el caso de lo
AGPI, donde es esperable un mayor contenido de linoleico, linolénico y
araquidénico (Braun y Pattacini, 2013), observandose en el presente estudio un
mayor contenido de linoleico, seguidos de araquidoénico y linolénico.

En comparacion con trabajos previos en Pampa Rocha, Mernies et al., (2012),
encontraron porcentajes de AGS similares, superiores de AGMI e inferiores de
AGPI. Nuestros resultados no coinciden con lo hallado por estos autores, lo cual
podria atribuirse a las diferencias en alimentacion y edad de los animales. Capra et
al., (2007) encontraron una menor proporcion de AGS, similares de AGMI y
superiores de AGPI en hibridos comerciales alimentados con una dieta compuesta
por un 25 % de afrechillo de arroz. Estos investigadores también hallaron un mayor
contenido de acido linoleico, si bien dicho estudio se centro en la grasa subcutanea e

implicd una inclusion mayor de afrechillo de arroz.
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Desde el punto de vista nutricional, un mayor contenido en AGPI se considera
beneficioso para la salud humana, destacandose en este sentido a los &cidos linoleico
y linolénico debido a su esencialidad. Para evaluar el impacto a nivel de la salud
deben considerarse las relaciones AGPI/AGS y n-6/n-3. La relacion AGPI/AGS en la
carne de los animales alimentados con afrechillo de arroz fue superior y se acerca
mas al minimo recomendado de 0,4 (Teye et al., 2006), resultando asi mas
beneficiosa en comparacion a la carne obtenida en la dieta control. Las diferencias
observadas en dicha relacion son consecuencia de los niveles superiores de acido
linoleico y del total de AGPI. La relacion n-6/n-3 resulto similar en ambos
tratamientos y se encuentran por encima de las recomendaciones nutricionales que
sugieren valores inferiores a 10 (Simopoulos, 2016). ElI consumo de dietas
concentradas en granos como el maiz, trigo y arroz, por ser ricas en carbohidratos y
acidos grasos n-6, y bajas en acidos grasos n-3 y antioxidantes, producen un
incremento en la relacion n-6/n-3 (Olsson y Pickova, 2005), de forma que la
similitud registrada en el presente trabajo podria deberse a la inclusion de afrechillo
de arroz en T15 y a la mayor proporcion de maiz en TO (68 % en TO y el 55 % en
T15).

4.6 CONCLUSIONES

La inclusién de un 15 % de afrechillo de arroz en la dieta de lechones Pampa
Rocha incidié sobre la tasa de descenso de pH y generd valores mas elevados de
luminosidad. En la composicion de AG de la carne se obtuvo un mayor porcentaje de
acido linoleico, AGPI y una mayor relacion AGPI/AGS. El incremento de AGPI es
beneficioso desde el punto de vista nutricional. La relacion n-6/n-3 no se encuentra
dentro de los rangos adecuados en ambos tratamientos, debiendo considerarse la
importancia de reducir esta relacion a través de la inclusion de alimentos con mayor
contenido en AGPI de la serie n-3. Debido a que las restantes variables no se vieron
afectadas, la utilizacion de afrechillo de arroz en un nivel del 15 % podria

considerarse como alternativa de alimentacion, principalmente en funcion de su bajo
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costo y sus caracteristicas nutricionales, debiendo considerarse otros factores que

podrian haber incidido sobre las variables evaluadas.
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5.1 ABSTRACT

This study evaluates the effect of two diets (treatments) with different lipid
content on the transcriptome of Longissimus dorsi muscle in Uruguayan Pampa
Rocha piglets. Three animals were used per treatment, with 44 to 77 days of age at
the beginning and end of the experiment respectively. The intramuscular fat content
(IMF) and its fatty acid composition were analyzed to determine if diets produced a
phenotypic effect. Gene expression analysis was performed with the RNA-seq
methodology, with a functional analysis of genes with differential expression
between treatments. As for the IMF and fatty acid composition, no differences
between treatments were observed. In relation to gene expression analysis, we
identified 359 genes with differential expression between treatments. Functional
analysis allowed the identification of numerous biological processes and metabolic
pathways that included carbohydrate metabolism, skeletal muscle growth and
extracellular matrix-receptor interaction. In conclusion, the study of the
transcriptome of skeletal muscle in pigs allows deepening in the genetic basis of
important productive traits that may contribute to the study of human diseases.
Keywords: Nutrigenomics, Transcriptomic, Skeletal muscle, Candidate genes, Meat

quality.

5.2 INTRODUCTION

Different production factors influence meat quality, with feeding being one of

the most important factors in pork production. In recent years, there has been a
growing interest in the modification of the fatty acid composition of adipose tissue
from production animals through diet (Wood et al., 2008). Pigs store dietary fat
almost unchanged; thus, there is a close relationship between the type of fat ingested
and the fat deposited (Rosenvold and Andersen, 2003), and can thus modified
different meat attributes associated with the content and composition of
intramuscular fat. Nutrigenomics provides a possible approach to investigate the
influence of dietary nutrients. This discipline studies the role of nutrients and
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bioactive components of food on gene expression, including their effect on genome
stability, RNA expression, proteins and metabolites (Fenech et al., 2011). Kato and
Kimura (2003) argue that the study of transcriptomes, the complete set of RNA
molecules expressed in an organism, cell type or tissue under certain conditions,
constitutes one of the levels where modifications in response to nutrients, can be
used as a global marker of the status and response of cells and organs to
modifications at other molecular levels, such as the proteome and metabolome. The
introduction of new generation RNA sequencing technology (RNA-seq) has
revolutionized transcriptomic studies as a result of increased knowledge on
quantitative and qualitative aspects of transcriptomes (Loor et al., 2015), leading in
recent years to an increase in the number of studies that use this technology for the
analysis of the transcriptome in different species. In the case of pigs, different works
evaluate the incidence of feeding on the transcriptome, particularly of skeletal
muscle, by RNA-seq (Szostak et al., 2016; Ogluszka et al., 2017). The study of
variations in gene expression under certain conditions in pigs is important for
interpreting functional elements of the genome and improving the understanding of
complex traits such as fat deposition, metabolism, and growth (Chen et al., 2011).
Another factor affecting meat quality, including intramuscular fat content and
composition, is the genotype. While commercial breeds are better suited for intensive
production systems and have better growth rates compared to local breeds, the latter
have not been subjected to severe selection pressures and in many cases are notable
for production of high quality meat (Ayuso et al., 2016). The local Uruguayan Pampa
Rocha breed has a high genetic variability (Montenegro et al., 2015), standing out for
its prolificacy and the oxidative stability and acceptable quality for industrialization
of its meat (Vadell et al., 2010; Carballo, 2013).

In this study, the effect of diets with different lipid content on skeletal muscle
transcriptome was examined through RNAseq in piglets of the Pampa Rocha breed.
Through this approach, we intended to characterize gene expression against these
diets and determine its incidence on biological processes related to deposition of
intramuscular fat and fatty acid profile.
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5.3 MATERIALS AND METHODS

5.3.1 Animals, treatments, and phenotypic determinations

The procedures with animals were performed according to protocol No. Exp.
111130-000834-13, approved by the Honorary Commission of Animal
Experimentation (CHEA, Udelar, Uruguay). Six male piglets of the Pampa Rocha
breed, three per treatment, were weaned at 42 days with an average initial weight of
15.64 £ 2.06 kg. These animals belonged to an initial sample of twelve animals and
were selected according to the quality of the extracted RNA measured through RIN
values.

The experiment lasted 35 days and was carried out in boxes, in a deep bedding
system, with group feeders and drinking troughs to allow free access to water.

We used as treatments isoproteic and isoenergetic diets with a base formula of
maize, soybean meal, phosphate, carbonate, vitamin nucleus and salt, and an energy
content in both diets of approximately 3.300 kcal of digestible energy per kg and
18% of crude protein. These treatments differed in their lipid content: TO consisted
of a diet with 0% of rice bran (control) and T15 of a diet with 15% of rice bran
(higher lipid content). Animals were feed once a day (8:00 AM) and feed was offered
according to live weight. The animals were slaughtered at the end of the experiment,
at 77 days of age and average weight of 33.63 + 4.11 kg. The Longissimus dorsi
(LD) muscle was subsequently removed, and samples of 5 g were collected for RNA
extraction. These samples were stored in RNA stabilization solution (RNAlater®) at
-20 ° C until the time of extraction.

The differential effect of diets was assessed through calculation of fatty acid
content and profile in intramuscular fat. This analysis was performed in a greater
population using the techniques and procedures described in Montenegro et al.,
(2018, in press). Treatment mean comparison of these variables was performed with
the Student t-test at a 0.05 confidence level. The analysis was performed with the
statistical software Infostat (Di Rienzo et al., 2014).
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5.3.2 RNA isolation, library construction and RNA sequencing

Sample homogenization was performed in a FastPrep®-24 equipment (MP
Biomedicals) using MP Bio Lysing Matrix and Trizol® tubes. Total RNA was
obtained using Trizol® (Thermo Fisher Scientific®) according to the manufacturer’s
instructions. Concentration of RNA samples was measured on a Nanodrop ND1000
spectrophotometer. The RNA quality control, library preparation and sequencing
were performed by Macrogen. Briefly, control of total RNA integrity was performed
with an Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer. Libraries were constructed from
total RNA with the TruSeq RNA Sample Prep Kit v2. Sequencing libraries were
prepared by random fragmentation of the cDNA sample followed by ligation of 5'
and 3' adapters. The adapter-ligated fragments were subsequently amplified by PCR
and gel purified. To verify the size of the PCR-enriched fragments, the size
distribution of the template was verified with an Agilent Technologies 2100
bioanalyzer. Library quantification was performed through gPCR according to the
lllumina qPCR Quantification Protocol Guide. RNAseq was performed on an

Illumina HiSeq 2000 platform to generate 100-bp paired-end (Macrogen).

5.3.3 Bioinformatics analysis and functional analysis of differential expression

For the quality control of the sequences and data analysis, the CLC Genomics
Workbench 9.5.2 (CLC bio, Aarhus, Denmark) software was used. The reads were
mapped onto the porcine reference genome Sus scrofa v.10.2 (GCA_000003025.4)
using the default parameters of the RNA-seq analysis of CLC software.

Differential expression analysis was performed using a generalized linear
model (GLM), and genes with fold change values > 2 and p-value < 0.05 were
considered significant. Differential expression genes (DEGs) were classified into
biological processes (BP), molecular functions (MF) and cellular components (CC)
using the Gene Ontology (GO) classification. The identification of significant
pathways was performed according to the Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG). This analysis was performed for all DEGs using DAVID v 6.8
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online software (Huang et al., 2009a; 2009b). The DEGs were introduced using the
official gene symbol and human genome annotation through the BioMart tool. Terms
and pathways with a p-value < 0.05 for the Benjamini correction were considered
significant.

Additionally, we analyzed the relationships between up-regulated and down-
regulated genes in T15 compared to TO, using the ClueGo v 2.3.3 application,
available at Cytoscape v. 3.4.0 (Bindea et al., 2009; Saito et al., 2012). In this way,
Homo sapiens annotation and the BP of GO and KEGG databases were used.
Probability was calculated through the hypergeometric test (two-sided) with the
Benjamini correction. Three genes per node were used as parameters, with a

minimum percentage of associated genes of 3% and a Kappa score of 0.4.

5.4 RESULTS

5.4.1 Intramuscular fat content and composition of fatty acids

There were no significant differences in these variables (p-value > 0.05). These
results are available in the Supplementary material (Table S1).

5.4.2 Analysis of data obtained by RNA-seq

An average number of paired reads of 95.349.811 was obtained, of which
63.49%, were mapped in pairs, 10.07% were mapped in broken pairs, and 26.43%
were not mapped in any region of the genome. A total of 17154 genes were
identified distributed across all chromosomes and mitochondrial DNA. The
sequences are available in National Center for Biotechnology Information database
under accession number SUB4301377.
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5.4.3 Differential expression

A total of 404 genes presented differential expression between treatments (FC > 2; p-
value < 0.05), of which 359 corresponded to known genes, with 170 up-regulated
and 189 down-regulated genes at T15, as compared to TO. These genes were used for
the functional analysis. The Supplementary material (Table S2) includes the detailed

list of genes, FC, and p-value.

5.4.4 Functional analysis

Through the DAVID software, 26 significant BP were identified (p-value adjusted
for the Benjamini correction < 0.05) for all DEGs. The two processes with the
highest number of genes were response to organic substance (84 genes, p-value
0.010), and cell surface receptor signaling pathway (77 genes, p-value 0.025). Other
relevant processes were response to lipids (33 genes, p-value 0.039), and muscle
tissue development (19 genes, p-value 0.041). For MF, three terms related to
glycosaminoglycan binding (15 genes, p-value 0.0058) were recorded. As for the
CC, six terms were obtained related to the extracellular region, such as extracellular
matrix (32 genes, p-value 3.3 E-06) and extracellular region (115 genes, p-value 3.3
E-06). Figure 1 shows the DEGs count for the terms BP, MF, and CC. We further
identified two significant KEGG pathways: focal adhesion (15 genes, p-value 0.021)
and extracellular matrix (ECM)-receptor interaction (9 genes, p-value 0.045).
Supplementary tables S3.1, S3.2, S3.3 and S3.4 details the complete listing of BP,
MF, CC, and KEGG_PATHWAY respectively obtained with DAVID software.
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Figure 1: The significantly gene ontology terms of differentially expressed genes obtained
with DAVID. The blue represent the biological processes, the red represent the molecular
functions, and the green represent the cellular components. The bar plot represents the gene

counts within each gene ontology category.

By comparing up-regulated and down-regulated genes with the ClueGo
application, 26 significant groups were obtained (Supplementary material S4).
Processes and pathways assigned to cluster of up-regulated genes include focal
adhesion, transport of calcium and regulation of ionic homeostasis, and protein
digestion and absorption; while those for the down-regulated gene cluster are

response those of hexose and skeletal muscle cell differentiation. Figure 2 shows the
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functional distribution of the up-regulated genes in the T15 treatment compared to
TO.
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Figure 2: Overview chart of biological processes and pathways distribution specific for up-
regulated genes in the T15 treatment compared to TO. The name of the group is given by the
most significant term in the group. Analysis and visualization performed in ClueGo-

Cytoscape.

Some processes were not specific to any cluster, including regulation of lipid
biosynthetic process. This latter process is part of a group of processes where the rest
of the terms were specific to the cluster of down-regulated genes and related to
carbohydrate and steroid metabolism (Group 25, Supplementary table S4.1).

Common processes resulting from functional analysis include: 1) lipid
response and metabolism (Table 1); 2) muscle tissue development and cellular
differentiation of skeletal muscle (Table 2), and 3) ECM-receptor interaction and
focal adhesion (Table 3). Carbohydrate metabolism was a process obtained

exclusively with ClueGo and that it is worth of deepening its study (Table 1).
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Table 1 - Biological processes related to lipid and carbohydrate metabolism of the

differentially expressed genes.

Biological process (Gene Genes p-value®
Ontology)
TNC, CXCL11, CXCL10, LOX,
SRD5A2, SPP1, PRKCA, SELP, ABR,
PDK4, GPER1, SLIT3, EPHAS,
o TNFRSF10C, NEDD4, MYODI, 0.039
Response to lipid®
NR6A1, FOS, TYR, NR1D1, MYC,
DEFB1, ZFP36, STC2, NR4A2, PIM1,
NR4A3, PCKZ2, JUNB, GH1,
CATSPER4, DUSP1, JUN
U’ ABHDG6, DKK3, GPER1,
p
Regulation of lipid biosynthetic PDK4 0.006
processb d CYR61, EGR1, INSIG1,
Down
NR1D1, SIK1
Up® GPER1
Regulation of carbohydrate
b . b . NR1D1, PPP1R3B, 0.041
iosynthetic process Down
SESNZ2, SIK1
Up© GPER1, PRKCA, RMI1
EGR1, FGF21, FOXA2,
Response to hexose” HNF1B, LIN28A, 0.003
Down®
NR1D1, PCK2, SESN2,
SLC26A6, VSNL1
. .
Gluconeogenesis
0.043
d ATF3, NR1D1, PCK2,
Down

SESNZ2, SIK1

*Biological processes obtained with DAVID software.
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®Biological processes obtained with ClueGo-Cytoscape: C‘up-regulated genes in T15
compared to TO, “down-regulated genes in T15 compared to TO.
®p-value adjusted for the Benjamini correction.

Table 2 - Biological processes related to muscle tissue development and cellular

differentiation of skeletal muscle of the differentially expressed genes.

Biological process

Genes p-value®
(Gene Ontology)
muscle tissue EGR1, MAFF, MYOD1, EOMES, C160RF89, GJAS,
development® PIN1, FOS, ATF3, EYA2, BTG2, ITGAS, DNER, 0.041

VEGFA, HEY?2, SIK1, IFRD1, COL11A1, MYLK

skeletal muscle cell Up* EOMES
- - - b
differentiation | ATF3, BTG2, EGRL, FOS, 0.005
Down
MAFF, MYOD1, MYH7B
skeletal muscle Up° DNER, EOMES
H b
tissue development d ATF3. BTG2. EGRL, FOS, 0.006
Down

MAFF, MYOD1, MYH7B

*Biological processes obtained with DAVID software.
®Biological processes obtained with ClueGo-Cytoscape: C‘up-regulated genes in T15
compared to TO, “down-regulated genes in T15 compared to TO.

°p-value adjusted for the Benjamini correction.
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Table 3 - Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes pathways of the differentially
expressed genes.

KEGG pathway Genes p-value®
ECM-receptor Up® CHAD, COMP, ITGAS8, LAMC3, SPP1, 0.0053
interaction THBS4, TNC
Down®
CHAD, COMP, ITGA8, LAMC3, MYLS5,
Focal adhesién U’ MYLK, MYLK4, PRKCA, SPP1, THBSA4, 0.003
TNC
Down® JUN, VEGFA

These pathways were obtained with DAVID and ClueGo-Cytoscape.

®Up-regulated genes in T15 compared to TO

®Down-regulated genes in T15 compared to TO.

‘The p-value adjusted for the Benjamini correction corresponds to that obtained in ClueGo-

Cytoscape.

5.5 DISCUSSION

A total of 17154 transcripts distributed through the porcine genome were
identified, of which 359 with known function presented differential expression
between treatments and were associated with numerous biological processes and
metabolic pathways. We will discuss the most relevant and enriched ones in the
comparison between groups: lipid and carbohydrate metabolism, muscle tissue

development, focal adhesion and ECM-receptor interaction.

5.5.1 Lipid and carbohydrate metabolism

In the functional analysis, the genes obtained in the process "response to lipid",
obtained by DAVID, were associated with lipopolysaccharide response, signal
transduction, regulation of transcription and gene expression, and inflammatory
response. The process "regulation of lipid biosynthetic process”, obtained through
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the ClueGo application, was unspecific and formed a group where the remaining
processes were related to carbohydrate metabolism, which were down-regulated. For
this reason, lipid and carbohydrate metabolism will be discussed together.

Among the up-regulated genes in T15 related to these metabolic pathways, we
find PDK4 (pyruvate dehydrogenase kinase 4), which encodes a mitochondrial
enzyme involved in the shift of energy source from glucose to fatty acids in response
to physiological conditions (Araki and Motojima, 2006). Lan et al., (2009) identified
a mutation in this gene associated with IMF and water content in pigs. Li et al.
(2016) also found a higher expression in the Chinese Wannanhua Dbreed,
characterized by better meat quality and higher IMF when compared to Yorkshire.
These authors suggest that differences in their expression pattern would contribute to
phenotypic differences observed in the LD muscle between different breeds. Another
up-regulated gene was GPER1 (G protein-coupled estrogen receptor 1), which plays
an essential role in metabolic regulation, including lipid and glucose homeostasis.
Estrogen-dependent signaling through GPER helps counteract the development of
obesity, being seen in knockout mice for this gene the development of obesity and
increase of fat deposits (Barton and Prossnitz, 2015). We also identified the ABHD6
gene (a/p hydrolase domain containing 6), which encodes a lipase capable of
degrading different lipid substrates, as an up-regulated one. Suppression of ABHD6
in mice avoids obesity and hepatic steatosis induced by high-fat diets (Thomas et al.,
2013, Zhao et al., 2016). For its role in energy homeostasis, it is considered a
potential therapeutic target for diseases that alter lipid metabolism, such as obesity
and type Il diabetes. The up-regulation of GPER1 and ABHD6 may counteract the
effect of the diet with higher lipid content (T15 treatment) and be related with the
down-regulation of the metabolic pathways of carbohydrates that we observed.

Regarding the down-regulated genes associated with these pathways, most
encode transcription factors (TF). Among these, we find MYC (myc proto-oncogene
protein), which is involved in adipocyte proliferation, lipid metabolism and fatty acid
transport. Ayuso et al. (2016) points out that it is a potential TF for regulation of fat
gain in young pigs. Other down-regulated genes were JUNB (JunB proto-oncogene),
JUN (jun proto-oncogene) and FOS (proto-oncogene c-Fos), which encode members
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of the AP-1 family (activating protein 1), and take part in the regulation of several
cellular processes including proliferation, differentiation, apoptosis, and oncogenesis
(Chinenov and Kerppola, 2001). Puig-Oliveras et al., (2016) found six SNPs in FOS
associated with IMF and fatty acid (FA) composition, being an important candidate
gene for the study of these complex characteristics affecting meat quality. Other
down-regulated genes were NR4A2 and NR4A3 (nuclear receptor subfamily 4 group
A member 2 and member 3, respectively), which encode nuclear receptors expressed
in tissues with high energy demand such as skeletal muscle. They respond directly to
signaling molecules, including fatty acids, and their differential expression in human
adipose tissue would affect metabolic processes such as lipolysis, lipogenesis,
glucose transport, and energy expenditure (Veum et al., 2012).

The fact that pathways associated with lipid metabolism are nonspecific is in
agreement with the lack of differences in IMF and FA profiles. This lack of
differences could be due to the short time the animals were subjected to the
treatments, or to the fact that the difference in lipid content between the diets was not
large enough. It could also be due to the number of individuals analyzed, since
Montenegro et al. (2018, in press), analyzing these same animals within a larger
population, found differences in PUFA and linoleic acid values. However, it could be
expected that in those animals fed with the diet with higher lipid content there has
been an increase in the availability of lipids at muscle level. This would explain the
identification of up-regulated genes that are negative regulators of lipid biosynthesis
and have lipase activity; as well of down-regulated genes related to carbohydrate
metabolism. Puig-Oliveras et al. (2014) reported similar results in LD muscle of pigs
with different fatty acid composition, where a higher PUFA content could reduce
consumption of fatty acids and glucose and result in an inhibition of lipogenesis.
Pascual et al. (2007) state that under isocaloric diets, the addition of dietary lipids
may induce a decrease in endogenous lipid synthesis in parallel with reduced
carbohydrate utilization, which is the main substrate for lipogenesis. In our case, up-
regulated genes indicating a decrease in lipid utilization, together with the decrease
in pathways and genes linked to carbohydrate metabolism, would indicate that the
higher lipid content of T15 affected to some extent these metabolic pathways. The

74



functions of genes related to these pathways, together with the evidence relating
them to different diseases, make necessary to deepen into their knowledge, mainly if

we consider that pig is a model species for the study of human diseases.

5.5.2 Muscle tissue development

The identified DEGs related to skeletal muscle development were down-
regulated. Among them, we found important regulators such as FOS, ATF3
(activating transcription factor 3) and MAFF (MAF bZIP transcription factor F). FOS
IS a member of the aforementioned AP-1 family and, in addition to influencing the
accumulation of IMF, is an important regulator of muscle differentiation and
metabolism (Ayuso et al., 2016; Hou et al., 2016). Hou et al. (2016) reported a lower
level of expression in Landrace, compared to Chinese races, suggesting that this
differential expression could influence the regulation of skeletal muscle growth. In
the case of ATF3 and MAFF, they are TFs that interact with members of the AP-1
family. ATF3 is a cAMP dependent TF related to positive regulation of cell
proliferation and differentiation of skeletal muscle cells. Wang et al. (2015) reported
an increase in its expression same in the Chinese creole races Diannan Small-ear and
Tibetan, suggesting that it could be a candidate gene for inhibition of muscular
growth in these races. Keller et al. (2011) reported a down-regulation of FOS and
ATF3 in pigs fed with diet supplemented with L-carnitine, and suggest that this
decrease would have an anti-apoptotic effect on skeletal muscle of pigs, mainly due
to the inhibition of pro-apoptotic signaling pathways. The effect of apoptosis has
been demonstrated on the loss of muscle mass observed during aging and in certain
pathologies, such as muscular dystrophy and neuromuscular diseases (Siu and
Alway, 2009), whereby down-regulation of these genes could have a favorable
effect, although there is no information on this. MAFF is also related to skeletal
muscle differentiation. Studying the skeletal muscle of Duroc pigs with different
lipid profiles, Cardoso et al. (2017) also found a differential expression of this gene,
which is sub expressed in the group with higher PUFA content. Although we did not
found significant differences in the lipid profile, PUFA content was higher in those
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animals subject to a treatment with higher lipid content; hence, our results regarding
this gene could be in agreement with those reported by Cardoso et al. (2017).

According to the stage of growth of the animals analyzed (77 days at the end of
the experiment), it would be expected the expression of pathways linked to muscle
growth in both groups. However, the down-regulation observed in those animals fed
with the diet with higher lipid content may suggest an effect of the treatment over
these pathways. Down-regulated genes encoding TFs, due to their incidence on
different pathways and processes, are important candidates that could mediate the
response of the organism to the difference in lipid content of the treatments used in
this study.

5.5.3 ECM-receptor interaction and focal adhesion

These pathways were up-regulated in T15. The ECM consists of a complex
assembly of proteins and polysaccharides that play an important role in the
morphogenesis of organs and tissues, and in the maintenance of cellular and tissue
structures and functions. Specific interactions between cells and ECM regulate
cellular activities such as adhesion, migration, differentiation, proliferation, and
apoptosis. Focal adhesions are specialized adhesive structures between cells and
ECM, mediated primarily by integrin family receptors, constituting important sites
for signal transduction (van der Flier and Sonnenberg, 2001; Clause and Barker,
2013). ECM affects meat quality as it can affect IMF deposition, connective tissue
content and muscle development. As for muscle development, the interactions
between ECM and muscle cells play a central role in regulating differentiation and
proliferation of these cells (Velleman, 2012). In the ECM, the mesenchymal stem
cells (MSCs) are located, from which myogenic cells are derived, as well as the
satellite cells that are indispensable for postnatal muscle growth. The extracellular
environment regulates the proliferation and differentiation of MSCs and satellite
cells. If MSC cells progress through the adipogenic differentiation process, the IMF
content will be affected; if they progress through the fibrogenic differentiation
process, this will lead to the synthesis of collagen and an increase in the content of
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connective tissue; and if they progress through the myogenic process, it will lead to
an increase in muscle mass (Du and Carlin, 2012; Ovilo et al., 2014).

Among the up-regulated genes that are part of these pathways, we found
ITGAS (integrin subunit alpha 8), COL11A1 and COL11A2 (collagen type Xl alpha 1
chain and alpha 2 chain, respectively). Integrins interact with a large number of
proteins, and the signaling events that involve them lead to changes in cell
morphology and mobility, as well as in gene expression (van der Flier and
Sonnenberg, 2001; Wehrle-Haller, 2012). It has been proposed that they would
intervene in angiogenesis regulation, which could in some way affect adipogenesis
due to the close relationship between the two processes (Ovilo et al., 2014).

Collagen molecules are major components of ECM, and their intramuscular
content contributes to meat hardness, affecting its texture and being related to the
growth rate. In turn, collagen development is negatively related to the development
of adipocytes in ECM (Ovilo et al., 2014).

Among the up-regulated genes in T15, we also found TNC, which encodes the
tenascin C protein. This ECM protein is part of a protein family that modulates cell
adhesion and response to growth factors (Chiovaro et al., 2015). The TNC gene has
been reported as a potential candidate gene for meat quality traits in pigs (Kayan et
al., 2011).

These pathways have been reported as enriched in the LD muscle of pigs, with
different composition in intramuscular fat (Canovas et al., 2010; Pena et al., 2013).
Ovilo et al., 2014 found higher expression in Duroc x lberian crossbred pigs and
highlight the importance of ECM in the composition and organization of muscle
tissue, as well as in the regulation of IMF deposition.

In our case, the higher expression of ECM pathways and focal adhesion in
those animals fed with the diet with higher lipid content, suggests an effect of the
treatment, which may affect characteristics associated with meat quality, as well as

the transduction of signals and the signaling of events.

77



5.6 CONCLUSION

Through RNAseq we identified 359 genes with differential expression between
groups, 170 up-regulated and 189 down-regulated for treatment with higher lipid
content when compared to the control diet. Treatment effect can be observed through
the intervention of these genes in important metabolic pathways, some of which
affect meat quality. Among these pathways, those associated with lipid metabolism
were not affected, in agreement with the similarity of IMF and fat content. We
observed an effect on carbohydrate metabolism, with a lower expression of the genes
involved in these pathways in the treatment with higher lipid content. Other
important pathways affected were muscle tissue development and ECM-receptor
interaction. As for muscle tissue development, we found a lower expression for the
treatment with higher lipid content, while the opposite occurred for the ECM
pathway. The results of the differential expression of the genes involved in these
pathways, which was dependent on the lipid content of the diet, provides information
that may be useful for future research related to meat quality, also providing
information that may be valuable in the study of human diseases, mainly those
related to energy metabolism and muscle development.
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Table S2 - Detailed list of DEGs identified by RNAseq.

Table S3.1 - Functional analysis using DAVID software (gene ontology-biological
processes).

Table S3.2 - Functional analysis using DAVID software (gene ontology-molecular
functions).

Table S3.3 - Functional analysis using DAVID software (gene ontology-cellular

components).
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Table S3.4 - Functional analysis using DAVID software (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes pathways).

Table S4.1 - Functional analysis by comparing up-regulated and down-regulated
genes using ClueGo-Cytoscape software.

Figure S4.2 - Processes specific to the cluster of genes up-regulated in treatment T15.
The bars represent the percentage of genes per term and the number of genes
associated with the terms is shown as bar label. Analysis and visualization performed
in ClueGo-Cytoscape.

Figure S4.3 - Processes specific to the cluster of genes down-regulated in T15
treatment compared to TO. The bars represent the percentage of genes per term and
the number of genes associated with the terms is shown as bar label. Analysis and
visualization performed in ClueGo-Cytoscape.

Figure S4.4 - Overview chart of biological processes and pathways distribution
specific for down-regulated genes in the T15 treatment compared to TO. The name of
the group is given by the most representative term (most significant p-value).
Analysis and visualization performed in ClueGo-Cytoscape.

Figure S4.5 - Overview chart of processes not specific to any cluster. Analysis and
visualization performed in ClueGo-Cytoscape.

*El material suplementario correspondiente a este capitulo constituye el anexo de la

presente tesis (Capitulo 8).
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6. DISCUSION

6.1 DISCUSION GENERAL

En la presente tesis se estudio el efecto de dietas con diferente contenido
lipidico sobre: el comportamiento productivo; caracteristicas de carcasa y calidad de
la carne; y expresion génica del muasculo esquelético en lechones de la raza Pampa
Rocha. A través de los diferentes enfoques planteados se busca aportar informacion
que contribuya en la caracterizacién de este recurso local.

El estudio del comportamiento productivo no revelé diferencias en el promedio
del periodo experimental entre los animales alimentados con TO y T15. Si se
observaron diferencias durante la Gltima semana del ensayo en la ganancia en peso y
en la eficiencia de conversiéon, siendo ambas variables mayores en T0. Esto evidencia
una interaccion tratamiento-fecha.

Si bien no existen reportes que evallen la inclusion de afrechillo de arroz
integral en lechones en posdestete y en la raza Pampa Rocha, Bauza et al., (2007) al
analizar dietas con diferente composicién para cerdos identificaron una disminucion
en la velocidad de crecimiento al incluir este alimento. Sin embargo el estudio
mencionado implicd un mayor nivel de inclusion de afrechillo (25 %) y se realizo en
hibridos comerciales durante el periodo de terminacion.

Las investigaciones de Barlocco et al. (2005) y Carballo (2007), realizadas en
lechones Pampa Rocha y sus cruzas con razas comerciales en etapa de posdestete
registraron ganancias en peso inferiores a los observados para TO y T15, mientras
que los datos de consumo Y eficiencia de conversion fueron similares. Estos trabajos
utilizaron otra alimentacién (racion balanceada y acceso a pasturas) y cria a campo.
Los requerimientos energéticos de los animales en esas condiciones son mayores, lo
cual podria explicar las diferencias de estos trabajos con los resultados de esta tesis.

Con respecto a las caracteristicas de carcasa evaluadas (peso y espesor de grasa
dorsal), no se presentaron diferencias entre tratamientos. Segun Barlocco et al.,
(2003), los cerdos rusticos como los Pampa Rocha presentan una deposicion

temprana de tejido adiposo, por lo cual se esperaria un mayor espesor de grasa dorsal
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en los animales que recibieron el tratamiento con mayor contenido lipidico (T15).
Sin embargo, la duracion del ensayo (5 semanas) puede ser una posible explicacion
para la ausencia de diferencias entre tratamientos.

Los valores de pH90 y pH24 fueron inferiores en las muestras de los animales
alimentados con afrechillo de arroz. La disminucion de pH post mortem del mdsculo
es consecuencia de la acumulacion de é&cido lactico producido a partir de la
degradacion del glucogeno por glucogendlisis y glucdlisis en condiciones anaerobias.
El pH final (a las 24 horas post mortem) se alcanza cuando se agotan las reservas de
glucogeno o cuando el valor de pH alcanza el limite para que las enzimas glucoliticas
continden funcionando (Salas y Mingala 2016, Coma et al., 1999). La tasa de
disminucion del pH depende de las reservas de glucégeno musculares y de la tasa
metabolica del animal previa al sacrificio. Estos aspectos son afectados por el estrés
experimentado por el animal previamente y durante el sacrificio, la temperatura y la
humedad, y el genotipo de los animales para los genes receptor de rianodina (RYR1)
y Rendimiento Napole (RN) (Salas y Mingala, 2016, Adzitey y Nurul, 2011).

El manejo de los animales y las condiciones ambientales determinan el pH
final incidiendo sobre la tasa metabodlica del animal. Las condiciones de manejo y
ambientales fueron las mismas para ambos grupos, por lo cual no explicarian las
diferencias observadas en pH. La predisposicién genética de los animales no fue
analizada, si bien estudios previos no encontraron la mutacion desfavorable en el gen
RYRL1 en cerdos Pampa Rocha (Cedrez, 2013).

De acuerdo con Coma et al., 1999 si se utilizan fuentes energéticas
convencionales, la composicién de la dieta no suele afectar el contenido de
glucdégeno muscular. Sin embargo, segin Rosenvold y Andersen, (2003) las dietas
que presenten a la vez proporciones menores de carbohidratos digestibles y mayores
de grasas, pueden reducir las reservas de glucégeno y contrarrestar los valores bajos
de pH. Si bien la dieta T15 presentaba un mayor contenido en grasa, los valores de
pH finales resultaron bajos en ambos tratamientos, indicando que los mismos no
habrian generado una acumulacion diferencial de glucégeno muscular al momento

del sacrificio.

86



La dieta con afrechillo de arroz generé valores promedios de L* mayores,
resultando en carnes mas claras; no observandose diferencias en las variables a* y
b*.

Las variables pH y L* suelen relacionarse por lo cual las diferencias en pH
podrian explicar las diferencias en L*, encontrandose una correlacion negativa entre
ambas. Cuando el pH es bajo se produce pérdida de agua en la carne. Esto determina
que la estructura de la carne sea mas densa y que la luz se refleje desde las capas
superiores, resultando en carnes mas palidas (Tartrakoon et al., 2016).

Otro factor que puede afectar al color de la carne es la oxidacion lipidica. De
esta forma, las diferencias en luminosidad también podrian deberse al mayor aporte
de AGPI del tratamiento con afrechillo de arroz, ya que estos acidos grasos son
sustrato de oxidacion lipidica e incrementan la susceptibilidad a la oxidacion (Braun
y Pattacini, 2013).

En la variable fuerza de corte, la cual puede tomarse como un indicador de
terneza, no se registraron diferencias entre tratamientos, a pesar de que las
diferencias en el pH de la carne podrian haber afectado a esta variable. Segun Coma
et al., 1999, estas caracteristicas se relacionan debido a la incidencia del pH sobre la
capacidad de retencion de agua de la carne, pudiendo asi verse alterada la terneza.

El contenido de GIM no fue afectado por los tratamientos. Capra et al., (2011)
al estudiar el efecto de diferentes dietas, una de las cuales presentaba el mismo nivel
de inclusion de afrechillo de arroz que el tratamiento T15, observaron contenidos
similares de GIM.

Con respecto al perfil lipidico, se verificaron diferencias en el contenido de
AGPI y de &cido linoleico, siendo en ambos casos superiores para T15. ElI mayor
contenido de AGPI de los animales del tratamiento T15 se debe al mayor contenido
de &cido linoleico en dicho tratamiento. Esto concuerda con la composicion del
afrechillo de arroz donde mas del 30 % de los lipidos totales corresponden a este
acido graso (Bauza, 2000).

La distribucion de &cidos grasos en ambos tratamientos corresponde a la
esperada para los AGS y AGMI. En relacion a los AGPI, se observd un mayor
contenido de linoleico, seguido de araquidonico y linolénico, no concordando con lo
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esperado. Segun Braun y Pattacini (2013) la distribucion normal se corresponde con
un contenido superior de &acido linoleico, seguido de los acidos linolénico y
araquiddnico. En comparacion con trabajos previos en cerdos Pampa Rocha, Mernies
et al., (2012), encontraron porcentajes similares de AGS, superiores de AGMI e
inferiores de AGPI. Sin embargo, la alimentacion y la edad de los animales utilizados
por estos autores fue diferente. Por su parte, Capra et al., (2007) en su trabajo con
hibridos comerciales e inclusion de afrechillo de arroz en un nivel del 25 %,
encontraron una menor proporcion de AGS, similares de AGMI y superiores de
AGPI. Estos autores también encontraron un mayor contenido de acido linoleico, si
bien dicho estudio se realiz6 sobre la grasa subcutadnea y con una inclusién de
afrechillo de arroz superior.

El mayor contenido en AGPI vy la relacion AGPI/AGS observados en la carne
de los animales alimentados con T15 pueden considerarse beneficiosos desde el
punto de vista nutricional. Segun Teye et al., (2006) el minimo recomendado entre
AGPI/AGS es de 0,4, observandose en los animales T15 un valor promedio de 0,39.

La relacion n-6/n-3 fue similar en ambos tratamientos y son superiores a las
recomendadas, donde se sugieren relaciones inferiores a 10 (Simopoulos, 2016).
Olsson y Pickova (2005) afirman que el consumo de dietas concentradas en granos
como el maiz, trigo y arroz, producen incrementos en la relacién n-6/n-3 debido a
gue son ricas en carbohidratos y acidos grasos n-6, y bajas en acidos grasos n-3 y
antioxidantes. De acuerdo con estos autores, la mayor proporcion de maiz en TO (68
% en TO y 55 % en T15), conjuntamente con la inclusion de afrechillo de arroz en
T15, podrian explicar la similitud observada en la relacién n-6/n-3.

Para analizar la expresion génica se utilizd la técnica ARN-Seq, siendo el
primer caso de su aplicacion para el estudio de un recurso zoogenético local en
nuestro pais. Se identificaron 404 genes con expresion diferencial entre tratamientos,
de los cuales 359 presentaron funcién conocida.

El analisis funcional de estos genes se realizé mediante los programas DAVID
(Huang et al., 2009a, 2009b) y ClueGo (Bindea et al., 2009). A través del software
DAVID se llevd a cabo una clasificacion de todos los genes con expresion
diferencial, sin discriminar su nivel de expresion entre los tratamientos. La aplicacién
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ClueGo se utilizo para visualizar las relaciones entre los genes, en este caso
diferencidndolos entre los sub expresados y los sobre expresados para ambos
tratamientos.

El analisis funcional evidencid la asociacion de los genes con expresion
diferencial con numerosos procesos bioldgicos y vias metabdlicas. Dentro de los
relacionados con las caracteristicas fenotipicas estudiadas se encuentran el
metabolismo de lipidos y carbohidratos, el desarrollo y la diferenciacion del masculo
esquelético y las interacciones entre receptores con la matriz extracelular (ECM).

Los procesos y vias asociados al metabolismo de lipidos y carbohidratos
conforman un mismo grupo en el anlisis obtenido a través del software ClueGo. Las
vias relacionadas al metabolismo lipidico no fueron identificadas como sub o sobre
expresadas, sino que resultaron inespecificas, mientras que las relacionadas con el
metabolismo de carbohidratos presentaron menor expresion en T15 en comparacion
con TO. Los genes PDK4, GPER1 y ABHD®, asociados a estas vias metabdlicas, son
genes sobre expresados en T15 y cumplen diferentes funciones en la homeostasis
energética.

En el gen PDK4 se ha identificado una mutacion asociada con GIM vy la
capacidad de retencién de agua en cerdos (Lan et al., 2009). Se ha sugerido que las
diferencias en la expresion de este gen contribuiria con las diferencias fenotipicas
observadas en el musculo LD en diferentes razas (Li et al., 2016, Lan et al., 2009).

ABHDG6 se considera un posible blanco terapéutico para enfermedades que
alteran el metabolismo lipidico, como la obesidad y la diabetes tipo Il (Zhao et al.,
2016, Thomas et al., 2013). La sobre expresion de GPER1 y ABHD6 podria
contrarrestar el efecto de la dieta con mayor contenido lipidico (tratamiento T15) y
relacionarse con la disminucion observada en las vias del metabolismo de los
carbohidratos.

La mayoria de los genes sub expresados asociados al metabolismo de lipidos y
carbohidratos, como los genes MYC, JUNB, JUN, FOS, NR4A2 y NR4A3, codifican
factores de transcripcion y también se relacionan con la homeostasis energetica.

Ayuso et al., (2016) sugiere que el factor de transcripcion codificado por MYC
actuaria en la regulacion del incremento de grasa en cerdos jovenes. En el caso de

89



FOS se han encontrado diferentes SNPs asociados a GIM y composicion de AG
(Puig-Oliveras et al., 2016), por lo cual es un importante gen candidato para estudiar
su incidencia sobre estas caracteristicas de calidad de carne. Los genes NR4A2 y
NR4A3 son receptores nucleares que se expresan en tejidos con alta demanda
energética como el musculo esquelético, participando en funciones como la
inflamacion, la adipogénesis y el metabolismo energético. Su expresion diferencial
en el tejido adiposo de humanos afectaria procesos metabdlicos como la lipdlisis, la
lipogénesis, el transporte de glucosa y el gasto energético (Veum et al., 2011).

La inespecificidad de las vias asociadas al metabolismo de lipidos concuerda
con la ausencia de diferencias en GIM vy en el perfil de AG observada en los
animales en los cuales se analizd la expresion génica (N=6). Esto podria deberse a
que la duracion del ensayo (5 semanas) no haya permitido que se expresaran
diferencias, o bien a que la diferencia en contenido lipidico entre los tratamientos no
haya sido suficiente. Asimismo podria deberse al nimero de individuos estudiados
ya que en la totalidad de los animales (N=12) si existieron diferencias en el
contenido de AGPI y de acido linoleico. De todas formas seria esperable que en los
animales sometidos a la dieta con mayor aporte lipidico se haya visto aumentada la
disponibilidad de lipidos a nivel muscular. Esto explicaria la identificacion de genes
sobre expresados que regulan negativamente la biosintesis de lipidos, asi como de
genes sub expresados relacionados al metabolismo de carbohidratos. En este sentido,
Pascual et al. (2007) afirma que en dietas isocaldricas, el agregado de lipidos puede
inducir una disminucién de la sintesis enddgena de lipidos a la vez de una reduccién
en la utilizacion de carbohidratos, los cuales son la principal fuente para la
lipogénesis.

La identificacion de genes sobre expresados que indicarian una disminucion en
la utilizacion de lipidos, en conjunto con la disminucion en vias y genes vinculados
al metabolismo de carbohidratos, podrian indicar que el mayor contenido lipidico del
tratamiento T15 pudo afectar a estas vias metabdlicas. La expresion diferencial de
genes y vias relacionadas al metabolismo de lipidos y carbohidratos, muestra el rol
clave del musculo esquelético en el metabolismo energético. A su vez, las evidencias
que relacionan a estos genes con diferentes enfermedades, hacen que la
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profundizacién en su conocimiento pueda ser de interés en el campo de la
biomedicina, si consideramos la importancia del cerdo como organismo modelo.

Cardoso et al., (2017b) afirma que la comprension que tenemos de aspectos
gendmicos funcionales relacionados con el contenido de grasa intramuscular (GIM)
y rasgos de composicion en cerdos es muy limitada. Asimismo en la especie humana
muchos de los genes asociados a la deposicion de grasa muscular ain no han sido
identificados. Estos autores sostienen que investigar los cambios en los perfiles de
expresion de ARNm en el mdsculo en respuesta al aporte de nutrientes constituye
una aproximacién para identificar genes que cumplen diferentes funciones en el
metabolismo de lipidos y carbohidratos.

Los procesos y vias metabdlicas relacionados con el desarrollo del masculo
esquelético fueron sub expresados en T15 y por lo tanto sobre expresados para TO.
Entre los genes identificados como sub expresados en T15 figuran importantes
reguladores como FOS, ATF3, MYOD1 y MAFF.

Hou et al., (2016) sugieren que la expresién diferencial de FOS incidiria en la
regulacién del crecimiento del masculo esquelético. En el caso de ATF3, Wang et al.
2015 sugieren que seria un gen candidato en la inhibicion del crecimiento muscular
en razas criollas chinas debido a la mayor expresion en dichas razas. Keller et al.
(2011) registraron una sub expresion de FOS y ATF3 en cerdos con dietas
suplementadas con L-carnitina y proponen que esto tendria un efecto anti apoptético
en el musculo esquelético. Esta posible asociacion con la apotosis hacen que
profundizar en el estudio de la expresion de estos genes puede ser de interés, ya que
segun Siu y Alway (2009) la apoptosis ejerce un efecto sobre la pérdida de masa
muscular que se observa durante el envejecimiento y en ciertas patologias, como la
distrofia muscular y enfermedades neuromusculares.

En el caso de MYOD1, Zhao et al., (2011) sefialan que su expresion elevada
durante la embriogénesis es necesaria para la diferenciacion miogeénica, a la vez de
inhibir la diferenciacion de los adipocitos intramusculares por inhibicion de factores
adipogenicos. Wan et al., (2016) asociaron la sub expresion de este gen en el
musculo LD de cerdos suplementados con cortisol, con un deterioro de la calidad de
carne en respuesta al estrés.
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En MAFF Cardoso et al. (2017a) encontraron diferentes niveles de expresion al
estudiar el musculo esquelético de cerdos Duroc con diferentes perfiles lipidicos,
estando sub expresado en el grupo analizado con mayor contenido de AGPI.

Los animales analizados en ambos tratamientos presentaban 77 dias al final del
ensayo, por lo cual era esperable la expresion de procesos y vias metabdlicas
vinculadas al crecimiento muscular en ambos grupos. Sin embargo, el patron
diferencial de expresion, con una menor expresion en los animales alimentados con
la dieta con mayor contenido lipidico, estaria indicando un efecto del tratamiento
sobre estas vias. Los genes FOS, ATF3, MYOD1 y MAFF, al codificar factores de
transcripcion que inciden sobre diferentes vias y procesos, son importantes
candidatos que podrian mediar la respuesta del organismo frente a la diferencia en
contenido lipidico de los tratamientos utilizados.

Las vias asociadas a la matriz extracelular (ECM) resultaron sobre expresadas
en T15. La ECM incide sobre la calidad de carne ya que puede afectar la deposicion
de grasa intramuscular, el contenido de tejido conectivo y el desarrollo muscular.
Esto es debido a que en la ECM de las fibras musculares se localiza la grasa
intramuscular, asi como el tejido conectivo que también contiene adipocitos.
Respecto al desarrollo muscular, las interacciones entre la ECM y las células
musculares ocupan un rol central en la regulacién de la diferenciacién y proliferacion
de estas células (Velleman, 2012). En la ECM se localizan las células madre
mesénquimales, que originan las células miogeénicas, y las celulas satélites que son
indispensables para el crecimiento postnatal del muasculo. La diferenciacion vy
proliferacion de las células madres mesénquimales y de células satélites son
reguladas por el ambiente extracelular. Estas células pueden seguir la diferenciacion
adipogénica, afectando el contenido de grasa intramuscular; fibrogenica,
conduciendo a la sintesis de colageno y aumentando el contenido de tejido conectivo;
y miogénica, incrementando la masa muscular (Ovilo et al., 2014, Du y Carlin,
2012).

Entre los genes sobre expresados que forman parte de estas vias encontramos a
ITGA8 que codifica una integrina, COL11A1 y COL11A2 que codifican moléculas de
colageno, y TNC que codifica a la proteina tenascina C.
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Las integrinas interactdan con un gran numero de proteinas y los eventos de
sefializacion que las involucran conducen a cambios en la expresion génica (Webhrle-
Haller, 2012). Se ha propuesto que actuarian regulando la angiogénesis, por lo cual
podrian afectar la adipogenésis debido a la relacion entre ambos procesos (Ovilo et
al., 2014).

Las moléculas de colageno son componentes mayores de la ECM y su
contenido intramuscular contribuye a la dureza de la carne, afectando la textura y
estando relacionado con la tasa de crecimiento. A su vez, el desarrollo de colageno se
relaciona negativamente con el desarrollo de adipocitos en ECM (Ovilo et al., 2014).

En el caso de TNC, el mismo ha sido identificado como un potencial gen
candidato para rasgos de calidad de carne en cerdos (Kayan et al., 2011).

Pena et al., (2013) y Céanovas et al., (2010) han encontrado el enriquecimiento
de estas vias en el masculo LD de cerdos con diferente composicion de la grasa
intramuscular.

La mayor expresion de las vias ECM en los animales alimentados con la dieta
con mayor contenido lipidico podria sugerir un efecto del tratamiento, pudiendo
verse afectadas caracteristicas de calidad de carne, la transduccion de sefiales y los

eventos de sefializacion.
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6.2 CONCLUSIONES

La inclusion de un 15 % de afrechillo de arroz en la dieta de lechones Pampa
Rocha no afectdé el comportamiento productivo y las caracteristicas de carcasa
estudiadas.

En cuanto a las variables de calidad de carne, la inclusion de afrechillo de arroz
en la dieta incidio sobre la tasa de descenso de pH y genero valores mas elevados de
luminosidad. Este efecto podria considerarse de tendencia desfavorable pero sin
Ilegar a la produccidon de una carne de tipo PSE (pélida, suave y exudativa).

Para el tratamiento T15 se obtuvo un mayor porcentaje de acido linoleico,
AGPI y una mayor relacion AGPI/AGS, siendo esto beneficioso desde el punto de
vista nutricional. Sin embargo, la relacion n-6/n-3 no se encuentra dentro de los
rangos adecuados tanto en TO como en T15, siendo importante reducir la misma a
través de la inclusion de alimentos con mayor contenido en AGPI de la serie n-3,
como por ejemplo de los aceites vegetales de linaza, soja y canola. Las restantes
variables estudiadas de calidad de carne no se vieron afectadas.

En funcion de estos resultados (AGPI/AGS) se concluye que la utilizacion de
afrechillo de arroz en un nivel del 15 % podria considerarse como alternativa en la
elaboracion de raciones para lechones en etapa de posdestete. Sin embargo, deben
considerarse otros factores, como por ejemplo el sistema de produccién y otros
componentes de la dieta, que podrian haber incidido sobre las variables evaluadas.

La aplicacién de la técnica ARN-Seq permitio la identificacion de 404 genes
con expresion diferencial entre tratamientos, de los cuales 359 genes presentaron
funcion conocida.

Los genes con expresion diferencial se asociaron a diferentes procesos
biologicos y vias metabdlicas. Dentro de estos procesos Yy vias, los relacionados con
las caracteristicas fenotipicas estudiadas fueron: 1) el metabolismo de los lipidos y
los carbohidratos, 2) la diferenciacion y el crecimiento del tejido muscular y 3) las
interacciones de receptores con la matriz extracelular.

Los procesos y vias asociados al metabolismo lipidico no se vieron afectados
por las dietas, coincidiendo con la similitud a nivel fenotipico de los animales sobre

94



los cuales se analiz6 la expresion genica. Se observo un efecto sobre el metabolismo
de los carbohidratos a través de una sub expresion de estas vias para el tratamiento
con mayor contenido lipidico.

En el tratamiento con mayor contenido lipidico hubo una sub expresion de los
genes asociados con la diferenciacion y el crecimiento del tejido muscular y una
sobre expresion de los relacionados con la matriz extracelular.

La expresion diferencial de genes involucrados en estos procesos bioldgicos
proporcionan informacion que puede ser util en futuras investigaciones relacionadas
con la calidad de la carne, identificandose genes que figuran en la bibliografia como
genes candidatos como por ejemplo PDK4, FOS y TNC. Asimismo aportan
informacién que puede resultar valiosa en el estudio de enfermedades humanas
relacionadas con el metabolismo energético y el desarrollo muscular, destacandose
en este sentido la expresion diferencial de los genes GPER1, ABHD6, NR4A2,
NR4A3, FOS y ATF3.

Los diferentes resultados obtenidos constituyen un aporte en la caracterizacion
del cerdo Pampa Rocha.

La aplicacion de la técnica de ARN-Seq, debido al gran volumen de datos que
proporciona y al permitir comparar diferentes condiciones experimentales, puede
considerarse una herramienta valiosa para caracterizar a los recursos zoogenéticos,
siendo importante su complementacion con otros analisis, principalmente

fenotipicos.

6.3 PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en esta tesis abren la posibilidad de realizacién de
diversos estudios aplicados en la caracterizacion de recursos zoogenéticos locales
con un enfoque productivo. En el caso de los datos de ARN-Seq, es posible la
aplicacion de diferentes herramientas bioinformaticas para profundizar en la
interpretacion bioldgica de los datos disponibles. Dentro de estos puede mencionarse
el estudio de la expresion diferencial de exones y el analisis de variantes en genes
asociados a caracteristicas de calidad de carne, como por ejemplo KERA, PDKA4,
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TNC, FOS y G0S2. Asimismo podran estudiarse genes, procesos biologicos y vias
metabolicas que se han relacionado con enfermedades en diferentes especies.

Durante el desarrollo del trabajo experimental que dio origen a la presente tesis
también se obtuvo un criobanco de muestras de tejido (higado) de los animales
estudiados que podran emplearse en futuros analisis de la expresion génica.

Se espera que estos materiales y datos sean utilizados por diferentes
investigadoras y que su uso contribuya en la formacion de recursos humanos en
diferentes areas, ademas de incrementar la caracterizacion de la raza local Pampa
Rocha. Asimismo se pretende que la técnica de ARN-Seq pueda ser aplicada en el

futuro con el objetivo de investigar a otros recursos zoogenéticos.
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8. ANEXOS

En esta seccion se encuentran los materiales suplementarios correspondientes

al Capitulo 5.

Table S1: Intramuscular fat and fatty acids contents (means values).

Characteristics TO Mean SEM T15 Mean SEM p-value
IMF (g/100g) 1.91 0.47 1.97 0.57 09"
Myristic acid (C14:0) 1.62 0.41 1.49 0.21 0.64"°
Palmitic acid (C16:0) 27.95 3.72 27.78 2.52 0.95"
Stearic acid (C18:0)* 11.25 0.94 11.66 0.64 057"
Palmitoleic acid (C16:1)* 4.37 0.32 4,01 0.17 0.16"N°
Oleic acid (C18:1)® 36.03 6.04 34.05 2.71 0.63"°
Linoleic acid (C18:2n6)* 11.27 2.21 13.8 0.48 0.12"N°
a-Linolenic acid (C18:3n3) 0.80 0.41 0.95 0.39 0.68"N°
Arachidonic acid (C20:4n6)* 1.54 0.23 1.77 0.27 0.31N
Other®” 5.16 0.62 4.48 1.39 0.48"N°
ESFA 40.83 3.22 40.94 2.18 0.96"N°
IMUFA 40.4 5.48 38.06 2.77 057"
TPUFA 13.61 2.72 16.52 0.56 0.14"°

SEM: standard error of means.

IMF: intramuscular fat.

“The percentage of each fatty acid relative to the total.

® Lipids not identified.

¥SFA: sum of saturated fatty acids (myristic + palmitic + stearic).

YMUFA: sum of monounsaturated fatty acids (palmitoleic + oleic).

YPUFA: sum of polyunsaturated fatty acids (a-linolenic + arachidonic).

NS Not significant (p-value > 0.05).
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Table S2: Detailed list of DEGs identified by RNAseq: Fold change (FC) > 2 and p-

value < 0.05

Largest fold change: T15 vs. TO

Associated Gene Name pueto pueto pueto
Chromosome | Treatment | Treatment- | Treatment -

(5€) -FC LogFC p-value

CsDC2 5 2.63 1.40 0.048
NAB2 5 3.29 1.72 0.03
LYZ 5 3.42 1.78 0.02
ENSSSCG00000000629 5 -23.50 -4.55 0.02
A2ML1 5 8.37 3.06 0.04
PIANP 5 -17.95 -4.17 0.03
LRTM2 5 4.27 2.09 0.04
ENSSSCG00000000785 5 -17.61 -4.14 0.045
SLC38A2 5 -3.63 -1.86 0.046
GAS2L3 5 3.33 1.73 0.04
KERA 5 10.22 3.35 0.00
LRRIQ1 5 24.47 4.61 0.02
ODF3B 5 -42.91 -5.42 0.00
HDAC10 5 -2.48 -1.31 0.00
Cé6orf201 7 -15.81 -3.98 0.00
PRL 7 -33.91 -5.08 0.01
TCF19 7 2.87 1.52 0.02
ATP6V1G2 7 2.66 141 0.04
COL11A2 7 12.95 3.69 0.00
GFRAL 7 -62.82 -5.97 0.00
FKBP5 7 2.73 1.45 0.01
PIM1 7 -2.93 -1.55 0.00
VEGFA 7 -2.09 -1.07 0.02
IL17A 7 -10.85 -3.44 0.02
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CFAP161 7 -4.00 -2.00 0.04
CIDEB 7 6.16 2.62 0.04
PCK2 7 -3.47 -1.79 0.01
TRAV14DV4 7 -25.73 -4.69 0.02
ARRDC4 7 -2.01 -1.01 0.02
FOS 7 -15.88 -3.99 0.00
ISG12(A) 7 -2.43 -1.28 0.03
ENSSSCG00000002482 7 -27.35 -4.77 0.03
RD3L 7 -17.70 -4.15 0.046
RTL1 7 -103.16 -6.69 0.00
SHCBP1 6 5.40 243 0.01
LGALS13 6 -11.05 -3.47 0.03
IGSF23 6 -2.07 -1.05 0.04
FGF21 6 -9.90 -3.31 0.00
PPP1R15A 6 -2.001 -1.00 0.04
CA6 6 -19.06 -4.25 0.00
LIN28A 6 -8.21 -3.04 0.01
COL8A2 6 4.59 2.20 0.02
FHL3 6 -2.56 -1.36 0.04
NTSC1A 6 3.27 1.71 0.00
MOCOS 6 3.54 1.82 0.02
HOOK1 6 41.96 5.39 0.01
FRMD1 1 10.08 3.33 0.02
SLC22A1 1 46.28 5.53 0.01
SAMD5 1 -8.17 -3.03 0.04
ADGRG6 1 2.86 1.51 0.04
ENSSSCG00000004194 1 3.82 1.94 0.04
HEY?2 1 4.78 2.26 0.00
HTR1E 1 -25.73 -4.69 0.02
PRSS35 1 7.22 2.85 0.02
COL12A1 1 8.83 3.14 0.00
MRO 1 -17.95 -4.17 0.03
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GLDN 1 3.38 1.76 0.01
SLC27A2 1 -22.05 -4.46 0.03
MAP1A 1 -29.32 -4.87 0.01
TGM5 1 -7.58 -2.92 0.02
CHAC1 1 -11.24 -3.49 0.00
SPINT1 1 24.30 4.60 0.03
TRPM1 1 26.01 4.70 0.04
CDH19 1 11.82 3.56 0.00
SERPINB7 1 5.95 2.57 0.04
SLC24A1 1 24.30 4.60 0.03
NOX5 1 4.30 2.10 0.03
SLC1Al 1 3.56 1.83 0.03
TMC1 1 23.96 4.58 0.04
FOXB2 1 43.43 5.44 0.01
PSAT1 1 -2.38 -1.25 0.02
NR4A3 1 -9.71 -3.28 0.00
SUSD1 1 2.71 1.44 0.04
TNC 1 8.80 3.14 0.00
SLC25A25 1 -2.58 -1.37 0.01
LAMC3 1 18.02 4.17 0.00
ENSSSCG00000005922 4 -5.02 -2.33 0.04
WISP1 4 8.97 3.16 0.046
MYC 4 -2.72 -1.44 0.00
NOV 4 2.22 1.15 0.02
CU207250.1 4 29.66 4.89 0.00
SLC26A7 4 41.06 5.36 0.01
SBSPON 4 3.33 1.73 0.00
RGS20 4 49.53 5.63 0.01
SELP 4 3.12 1.64 0.02
SLC19A2 4 -3.00 -1.58 0.01
FCRL6 4 -22.05 -4.46 0.03
EFNA4 4 -3.06 -1.61 0.03
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RPTN 4 -38.13 -5.25 0.02
CIART 4 -2.50 -1.32 0.00
GJA5 4 2.80 1.48 0.01
PHGDH 4 -2.65 -1.41 0.02
ENSSSCG00000006723 4 2.07 1.05 0.045
SPAG17 4 -8.46 -3.08 0.04
ENSSSCG00000006793 4 3.49 1.80 0.03
COL11A1 4 6.00 2.59 0.00
CYRG61 4 -2.44 -1.29 0.02
RP11-219A15.1 17 -7.30 -2.87 0.04
PLAT 17 2.70 1.44 0.00
OTOR 17 11.03 3.46 0.00
FOXAZ2 17 -15.11 -3.92 0.03
DEFB123 17 13.96 3.80 0.02
MYH7B 17 -2.83 -1.50 0.01
NNAT 17 5.51 2.46 0.00
GDAP1L1 17 -5.91 -2.56 0.046
SPATA25 17 -24.03 -4.59 0.04
EYA2 17 414 2.05 0.01
ZFAND2A 3 -2.48 -1.31 0.00
COL26A1 3 21.83 4.45 0.04
ALKBH4 3 -3.91 -1.97 0.01
TMC5 3 24.09 4.59 0.03
OR1F1 3 -24.40 -4.61 0.046
ASPN 3 2.95 1.56 0.03
C20rf40 3 2.90 1.53 0.03
IL18RAP 3 21.79 4.45 0.045
KIAA1211L 3 27.06 4.76 0.02
C20rf68 3 7.27 2.86 0.048
ACTG2 3 3.79 1.92 0.00
ANTXR1 3 2.25 1.17 0.02
C2orf74 3 22.30 4.48 0.048
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KCNK12 3 21.88 4.45 0.03
SRD5A2 3 10.31 3.37 0.01
FAM179A 3 -2.68 -1.42 0.04
CENPA 3 12.96 3.70 0.01
VSNL1 3 -19.58 -4.29 0.00
RPL15 13 2.09 1.06 0.04
PPIC 8 2.10 1.07 0.04
ADAMTS3 8 5.64 2.50 0.046
CXCL10 8 2.83 1.50 0.046
CXCL11 8 6.09 2.61 0.04
ENSSSCG00000009026 8 -2.70 -1.43 0.049
SPP1 8 3.19 1.67 0.04
RXFP2 11 -52.12 -5.70 0.00
SLITRK6 11 4.00 2.00 0.048
GPC6 11 3.06 1.61 0.048
TSSK1B 14 -19.20 -4.26 0.04
KCNK1 14 5.05 2.34 0.02
PPP1R3C 14 -3.42 -1.77 0.00
ENTPD1 14 2.73 1.45 0.01
ENSSSCG00000010549 14 35.50 5.15 0.03
RBM20 14 2.83 1.50 0.02
ZFP36 14 -2.11 -1.08 0.01
CPXM2 14 2.83 1.50 0.01
KNDC1 14 35.02 5.13 0.02
WDRG64 10 5.67 2.50 0.04
CFH 10 2.15 1.11 0.03
CRB1 10 -26.45 -4.73 0.02
ZNF367 10 9.36 3.23 0.03
KIF24 10 -3.50 -1.81 0.02
ITGAS 10 3.17 1.66 0.00
ENSSSCG00000011069 10 29.65 4.89 0.01
CREM 10 -2.26 -1.18 0.01
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ITIH2 10 -7.56 -2.92 0.04
CSRNP1 13 -3.28 -1.71 0.00
CCK 13 -29.42 -4.88 0.01
FAM198A 13 2.69 1.42 0.02
ENSSSCG00000011324 13 -3.36 -1.75 0.00
UBA7 13 -2.73 -1.45 0.02
LSMEM2 13 -2.20 -1.14 0.02
ABHD6 13 2.55 1.35 0.04
FAM107A 13 3.52 1.82 0.00
BHLHE40 13 -3.26 -1.70 0.01
TRPC1 13 2.72 1.44 0.046
PLD1 13 3.83 1.94 0.01
OSTN 13 12.15 3.60 0.02
TFRC 13 2.10 1.07 0.03
MYLK 13 2.99 1.58 0.02
VGLL3 13 2.60 1.38 0.02
ADAMTS1 13 2.25 1.17 0.03
MX2 13 3.13 1.64 0.01
SYTLS X 37.40 5.22 0.01
DLG3 X -2.18 -1.12 0.04
RLIM X -17.96 -4.17 0.02
TNMD X 36.32 5.18 0.00
GPRASP2 X 4.11 2.04 0.049
SLC25A53 X -20.81 -4.38 0.02
NCBP2L X 43.15 5.43 0.01
VSIG1 X 51.08 5.67 0.00
ZCCHC12 X 5.59 2.48 0.02
ARHGAP36 X 2.47 131 0.02
PPP1R32 2 -4.58 -2.19 0.03
CHRMA4 2 -24.67 -4.62 0.03
SYT13 2 -20.79 -4.38 0.03
RCN1 2 2.24 1.16 0.02
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PAX6 2 -23.50 -4.55 0.02
ENSSSCG00000013324 2 21.88 4.45 0.03
MYOD1 2 -2.20 -1.13 0.01
DKK3 2 2.84 1.51 0.01
CIRBP 2 -2.45 -1.29 0.01
TUBB4A 2 -3.68 -1.88 0.02
PEX11G 2 -3.01 -1.59 0.03
ICAMS 2 -25.73 -4.69 0.02
PIN1 2 -2.17 -1.12 0.04
JUNB 2 -2.09 -1.06 0.01
SLC5A5 2 21.83 4.45 0.04
COMP 2 20.46 4.35 0.00
CILP2 2 29.56 4.89 0.00
RGS14 2 -3.53 -1.82 0.02
CDHR2 2 -17.82 -4.16 0.04
F2RL1 2 32.67 5.03 0.01
THBS4 2 3.11 1.64 0.03
THBS4 2 2.60 1.38 0.01
LOX 2 4.78 2.26 0.00
SLC27A6 2 4.23 2.08 0.01
EGR1 2 -4.03 -2.01 0.00
PLACSL1 2 -17.96 -4.17 0.02
STK32A 2 -17.95 -4.17 0.03
OR5AR1 2 -24.40 -4.61 0.046
LRTOMT 9 -17.94 -4.17 0.04
CABIN1 9 7.98 3.00 0.04
ANGPTLS 9 5.60 2.48 0.02
CXCR5 9 -30.38 -4.93 0.01
GRIK4 9 -2.82 -1.50 0.047
UBASH3B 9 2.16 111 0.04
OR6T1 9 -24.40 -4.61 0.046
FMOD 9 7.99 3.00 0.00

116



PLEKHAG 9 2.84 1.50 0.03
PDK4 9 5.57 2.48 0.02
SCIN 9 4.06 2.02 0.01
SEMA3D 9 3.94 1.98 0.00
ENSSSCG00000015472 9 58.14 5.86 0.00
ATF3 9 -6.36 -2.67 0.01
G0S2 9 -7.30 -2.87 0.00
VWC2 9 -24.40 -4.61 0.046
ENSSSCG00000015797 15 6.71 2.75 0.00
KCNJ3 15 -2.70 -1.44 0.00
NR4A2 15 -4.97 -2.31 0.00
ENSSSCG00000015969 15 2.66 1.41 0.04
ALS2CR11 15 -17.70 -4.15 0.046
DNER 15 5.33 241 0.046
CHRNG 15 2.93 1.55 0.02
ASB18 15 -2.08 -1.06 0.04
VIPR2 18 3.39 1.76 0.02
INSIG1 18 -2.17 -1.12 0.01
TMEM139 18 -3.48 -1.80 0.01
IFRD1 18 -2.58 -1.37 0.01
GPR141 18 -28.64 -4.84 0.01
HOXA10 18 -5.51 -2.46 0.03
ANKH 16 2.43 1.28 0.01
FAM134B 16 -3.19 -1.68 0.02
C1QTNF3-AMACR 16 2.10 1.07 0.01
SPEF2 16 5.15 2.36 0.02
PELO 16 -2.21 -1.14 0.02
STC2 16 -2.70 -1.44 0.01
DUSP1 16 -3.02 -1.60 0.00
SPDL1 16 -12.57 -3.65 0.01
SLIT3 16 2.43 1.28 0.01
CCDC40 12 -24.67 -4.62 0.03
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PRKCA 12 3.58 1.84 0.00
GH1 12 -50.59 -5.66 0.00
RPRML 12 -24.40 -4.61 0.046
PLEKHH3 12 -3.68 -1.88 0.00
STAT5A 12 -17.96 -4.17 0.02
NR1D1 12 -2.57 -1.36 0.02
CH242-256H23.1 12 -96.47 -6.59 0.00
PNMT 12 -3.55 -1.83 0.00
EPN3 12 -2.61 -1.38 0.03
CHAD 12 9.11 3.19 0.01
ANKFN1 12 -52.06 -5.70 0.00
ABR 12 2.20 1.14 0.03
OR1D5 12 -24.40 -4.61 0.046
TEKT1 12 -5.39 -2.43 0.02
GABARAP 12 -2.40 -1.26 0.049
SLC18A2 14 40.01 5.32 0.01
NAPEPLD 9 54.31 5.76 0.00
CBLN2 1 30.96 4.95 0.02
ENSSSCG00000020944 2 -17.95 -4.17 0.03
COX11 12 -2.53 -1.34 0.02
TMEMS51 6 2.65 1.41 0.01
INPP5A 14 -17.96 -4.17 0.02
HOXA10 18 5.57 2.48 0.02
STK26 X 2.07 1.05 0.04
ARMCA4 10 19.29 4.27 0.04
CTSF 2 -4.48 -2.16 0.01
AMY?2B 4 -7.12 -2.83 0.01
RBM3 X -2.19 -1.13 0.01
LSM8 18 -5.05 -2.34 0.00
KDM4D 9 -5.50 -2.46 0.03
OR1E1l 12 -20.78 -4.38 0.04
NUTM2G 15 -17.82 -4.16 0.04
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ENSSSCG00000021980 11 -35.02 513 0.00
RASSF10 2 -3.76 -1.01 0.03
GAD1 15 9.03 3.17 0.02
YLPM1 7 721 -2.85 0.04
HNF1B 12 -23.64 456 0.02
CLDN24 15 -20.80 -4.38 0.02
ENSSSCG00000022472 9 28.85 485 0.02
ENSSSCG00000022551 7 3.62 1.85 0.02
EOMES 13 28.90 485 0.02
GADDA45B 2 -2.54 1.34 0.01
PPPIR3B 15 -2.63 -1.39 0.00
PRSS45 13 -6.31 -2.66 0.01
ENSSSCG00000023038 7 2.79 1.48 0.02
RMI1 10 450 2.17 0.01
ENSSSCG00000023203 7 8.12 3.02 0.04
NEDD4 1 2.67 1.42 0.02
CYP4F22 2 -26.48 4.73 0.02
CHIA 4 -26.45 4.73 0.02
ADM2 5 312 1.64 0.04
SLC5A3 13 -4.69 2.23 0.02
ENSSSCG00000023797 8 78.17 -6.29 0.00
NRGAL 1 -8.09 -3.02 0.02
AQP4 6 2.13 -1.09 0.00
DNAI2 12 44.91 5.49 0.00
GMNC 13 4.84 2.28 0.03
CAND1 5 -3.61 -1.85 0.02
SEMAAC 3 -3.37 1.75 0.04
SLC26A6 13 -7.80 -2.96 0.01
C160rf89 3 64.68 6.02 0.01
ENSSSCG00000025277 10 2.22 115 0.00
VPS4l 18 -17.96 417 0.02
CSFIR 2 12.50 364 0.00
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SERTAD3 6 -2.49 -1.32 0.01
ENSSSCG00000025468 13 -4.20 -2.07 0.049
ZGLP1 2 -39.11 -5.29 0.00
RAB9B X 5.65 2.50 0.02
LCLAT1 3 2.10 1.07 0.01
ENSSSCG00000025956 1 11.89 3.57 0.01
KLHL22 14 -7.42 -2.89 0.03
EPHA3 13 3.48 1.80 0.04
HES1 13 -2.51 -1.33 0.00
SERTADA4 9 3.30 1.72 0.01
TYR 9 -14.05 -3.81 0.03
GPER1 3 2.79 1.48 0.047
DTWD2 2 7.52 291 0.04
ENSSSCG00000026470 2 -15.11 -3.92 0.046
TNC 1 7.13 2.83 0.00
DLK2 7 -17.70 -4.15 0.046
CATSPER4 6 -2.47 -1.30 0.00
MAMDC2 1 4.66 2.22 0.04
PLCH1 13 -17.95 -4.17 0.03
ENSSSCG00000026788 1 -22.05 -4.46 0.03
ENSSSCG00000026906 8 29.34 4.87 0.04
PSMB8 7 -3.21 -1.68 0.03
ORM1 1 10.34 3.37 0.04
GBP2 4 -10.79 -3.43 0.01
NUTM2G 18 -22.05 -4.46 0.03
IQCF3 13 -24.40 -4.61 0.047
CTRC 6 -10.70 -3.42 0.00
HIST1H4H 4 -35.10 -5.13 0.01
HHLA2 13 8.03 3.01 0.02
ENSSSCG00000027341 12 2.30 1.20 0.02
OR2L5 2 -24.80 -4.63 0.02
KLF10 4 -2.33 -1.22 0.01
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MYLS5 8 4.47 2.16 0.03
ASIC1 5 -17.82 -4.16 0.04
ENSSSCG00000027570 6 -30.20 -4.92 0.01
FANCG 1 -2.69 -1.43 0.01
FAM180A 18 4.27 2.09 0.01
IER3 7 -2.58 -1.37 0.00
ENSSSCG00000027635 4 -19.20 -4.26 0.04
ENSSSCG00000027844 3 -15.11 -3.92 0.04
UNC13A 2 13.32 3.74 0.01
SEMAGB 9 8.35 3.06 0.03
Clorf115 10 4.23 2.08 0.02
UNC5CL 7 -2.19 -1.13 0.03
SBK1 3 -2.07 -1.05 0.01
ENSSSCG00000028006 1 -112.76 -6.82 0.00
ZFP36 6 -3.63 -1.86 0.00
NADSYN1 2 -2.54 -1.34 0.049
SIK1 13 -5.28 -2.40 0.00
AMY?2B 4 -2.75 -1.46 0.00
BTG2 9 -5.93 -2.57 0.00
ABC7-42404400C24.1 14 3.28 1.71 0.00
RND3 15 -3.43 -1.78 0.00
ENSSSCG00000028430 13 -4.49 -2.17 0.03
ERAS X -5.64 -2.50 0.04
ENSSSCG00000028628 4 9.11 3.19 0.01
CEL 1 5.03 2.33 0.01
MYLK4 7 2.70 1.43 0.03
D102 6 37.42 5.23 0.01
ORG6C3 5 -20.80 -4.38 0.02
ENSSSCG00000028982 10 -2.16 -1.11 0.01
HOXA9 18 -7.49 -2.90 0.01
ERGIC3 17 -2.09 -1.07 0.01
ENSSSCG00000029204 X 2.14 1.10 0.047
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SP8 9 -15.10 -3.92 0.049
SESN2 6 -5.67 -2.50 0.00
MYH2 12 -3.55 -1.83 0.02
PRG4 9 8.38 3.07 0.00
EMB 16 2.65 1.41 0.046
ADGRG2 X 4.92 2.30 0.01
HIST1HAL 7 -4.30 -2.10 0.02
SELM 14 -2.25 -1.17 0.02
MKX 10 8.20 3.04 0.04
RPUSD4 9 -2.39 -1.26 0.04
DGKG 13 4.01 2.00 0.01
ENSSSCG00000029956 11 32.55 5.02 0.00
PROKR1 3 -18.27 -4.19 0.04
DEFB1 15 -5.45 -2.45 0.00
MAFF 5 -2.71 -1.44 0.01
STK33 9 -7.03 -2.81 0.00
TRAF7 3 -3.87 -1.95 0.03
ENSSSCG00000030275 1 7.43 2.89 0.03
SLC15A2 13 3.27 1.71 0.04
PigE-108A11.5 6 12.19 3.61 0.02
ENSSSCG00000030447 10 -2.05 -1.03 0.02
ENSSSCG00000030536 15 3.34 1.74 0.047
TNFRSF10C 14 3.58 1.84 0.03
ENSSSCG00000030699 4 431 211 0.03
IGLV-5 14 12.63 3.66 0.04
JUN 6 -2.12 -1.08 0.03
IGLV-3 14 15.54 3.96 0.00
ENSSSCG00000031053 4 3.74 1.90 0.00

122



Table S3.1 - Functional analysis using DAVID software (gene ontology-biological

processes)

Term Count p-value
G0:0010033~response to organic substance 84 0.01
G0:0048468~cell development 62 0.03
G0:1901700~response to oxygen-containing compound 50 0.02
G0:0007166~cell surface receptor signaling pathway 77 0.02
G0:0022008~neurogenesis 49 0.02
G0:0009719~response to endogenous stimulus 51 0.02
G0:2000026~regulation of multicellular organismal 55 0.02
development

G0:0014070~response to organic cyclic compound 35 0.02
G0:0009725~response to hormone 33 0.03
G0:0033993~response to lipid 33 0.03
GO0:0071310~cellular response to organic substance 64 0.04
GO0:1901724~positive regulation of cell proliferation 4 0.04
involved in kidney development

G0:0009887~0rgan morphogenesis 36 0.04
G0:0060537~muscle tissue development 19 0.04
G0:0009991~response to extracellular stimulus 21 0.04
G0:0009605~response to external stimulus 61 0.03
G0:0045595~regulation of cell differentiation 49 0.03
G0:0030099~myeloid cell differentiation 18 0.04
GO0:0007267~cell-cell signaling 48 0.04
G0:0033280~response to vitamin D 6 0.04
G0:0045637~regulation of myeloid cell differentiation 13 0.04
G0:0048699~generation of neurons 44 0.04
GO0:0002573~myeloid leukocyte differentiation 13 0.04
G0:0003006~developmental  process involved in 26 0.04

reproduction
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G0:0000904~cell morphogenesis involved in 29 0.04
differentiation
G0:0043620~regulation of DNA-templated transcription 8 0.04

in response to stress
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Table S3.2 - Functional analysis using DAVID software (gene ontology-molecular

functions)

Term Count p-value
G0:0008201~heparin binding 15 8.27 E-4
G0:1901681~sulfur compound binding 16 0.00
G0:0005539~glycosaminoglycan binding 15 0.00

125



Table S3.3 - Functional analysis using DAVID software (gene ontology-cellular

components)

Term Count p-value
G0:0005578~proteinaceous extracellular matrix 28 3.33E-7
G0:0031012~extracellular matrix 32 3.32E-6
GO0:0005615~extracellular space 49 0.00
G0:0044421~extracellular region part 100 0.01
GO:0005576~extracellular region 115 0.01
G0:0005887~integral component of plasma membrane 50 0.03
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Table S3.4 - Functional analysis using DAVID software (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes pathways)

Term Count  p-value
hsa04510:Focal adhesion 15 0.02
hsa04512:ECM-receptor interaction 9 0.04
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Table S4.1 - Functional analysis by comparing up and down-regulated genes.

Analysis performed in ClueGo-Cytoscape.

Group GO
GO Term p-value* Groups Cluster
neurotransmitter secretion 19.0E-3 00 T15
positive regulation of striated muscle tissue
29.0E-3 01 TO
development
cellular response to BMP stimulus 29.0E-3 02 TO
negative regulation of neuron death 30.0E-3 03 TO
olfactory bulb development 31.0E-3 04 T15
Axon guidance 18.0E-3 05 T15
_ None
Glutamatergic synapse 8.3E-3 06 -
Specific
Estrogen signaling pathway 30.0E-3 07 TO
Protein digestion and absorption 28.0E-3 08 T15
Positive regulation of cellular amide
) 30.0E-3 09 TO
metabolic process
Eye photoreceptor cell development 8.1E-3 10 TO
Regulation of DNA-templated transcription,
o 30.0E-3 11 T0
initiation
DNA-templated transcription, initiation 30.0E-3 11 TO
Skeletal muscle tissue development 6.7E-3 12 TO
Skeletal muscle cell differentiation 6.7E-3 12 TO
Positive regulation of epithelial cell
_ _ 18.0E-3 13 TO
proliferation
Cellular response to growth hormone
_ 18.0E-3 13 TO
stimulus
JAK-STAT cascade involved in growth
o 18.0E-3 13 TO
hormone signaling pathway
Focal adhesion 1.2E-3 14 T15
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ECM-receptor interaction 1.2E-3 14 T15
Positive regulation of endothelial cell
_ _ 1.2E-3 14 TO
proliferation
Regulation of leukocyte migration 18.0E-3 15 T15
Positive regulation of leukocyte migration 18.0E-3 15 T15
Regulation of leukocyte chemotaxis 18.0E-3 15 T15
Germ cell development 13.0E-3 16 TO
Cell maturation 13.0E-3 16 TO
Spermatid development 13.0E-3 16 TO
Sperm capacitation 13.0E-3 16 TO
ERKZ1 and ERK2 cascade 8.4E-3 17 TO
Myeloid leukocyte differentiation None
8.4E-3 17 -
Specific
Negative regulation of MAPK cascade 8.4E-3 17 TO
Monocyte differentiation 8.4E-3 17 TO
Negative regulation of ERK1 and ERK2
8.4E-3 17 TO
cascade
Gastrulation 240.0E-6 18 T15
Regulation of blood coagulation 240.0E-6 18 T15
Regulation of wound healing 240.0E-6 18 T15
Endoderm formation 240.0E-6 18 T15
Mesoderm formation 240.0E-6 18 T15
Regulation of platelet activation 240.0E-6 18 T15
Focal adhesion 370.0E-6 19 T15
AGE-RAGE signaling pathway in diabetic
o 370.0E-6 19 TO
complications
Positive  regulation of epithelial cell
_ _ 370.0E-6 19 TO
proliferation
Positive regulation of endothelial cell
370.0E-6 19 TO

proliferation
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Cellular response to growth hormone

stimulus 370.0E-6 19 TO
Monocyte differentiation 370.0E-6 19 TO
Maturity onset diabetes of the young 910.0E-6 20 TO
Pancreas development 910.0E-6 20 T0
Metanephros development 910.0E-6 20 TO
Female gonad development 910.0E-6 20 TO
Regulation of kidney development 910.0E-6 20 TO
Regulation of metanephros development 910.0E-6 20 TO
Monocyte differentiation 910.0E-6 20 TO
Ureteric bud morphogenesis 910.0E-6 20 TO
Rheumatoid arthritis 420.0E-6 21 TO
Positive regulation of epithelial cell
proliferation 420056 ot 10
Positive regulation of endothelial cell
proliferation 120,056 °t T
Female gonad development 420.0E-6 21 TO
ERK1 and ERK2 cascade 420.0E-6 21 TO
None
Myeloid leukocyte differentiation 120056 ot Specific
Monocyte differentiation 420.0E-6 21 TO
Ureteric bud morphogenesis 420.0E-6 21 TO
Trabecula formation 460.0E-6 22 T15
Embryonic placenta development 460.0E-6 22 TO
Cardiac chamber morphogenesis 460.0E-6 22 T15
Inner ear development 460.0E-6 22 T15
Inner ear morphogenesis 460.0E-6 22 T15
Artery development 460.0E-6 22 T15
Labyrinthine layer blood vessel development 460.0E-6 22 T0
Aorta development 460.0E-6 22 T15
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Auditory receptor cell differentiation 460.0E-6 22 T15
Choline metabolism in cancer 240.0E-6 23 T15
Rheumatoid arthritis 240.0E-6 23 TO
Regulation of bone resorption 240.0E-6 23 T15
Regulation of myeloid cell differentiation 240.0E-6 23 TO
Positive  regulation of myeloid cell
] o 240.0E-6 23 TO
differentiation
ERK1 and ERK2 cascade 240.0E-6 23 T0
None
) _ o 240.0E-6 23 -
Myeloid leukocyte differentiation Specific
Regulation of myeloid leukocyte
-g o Y 4 240.0E-6 23 TO
differentiation
Monocyte differentiation 240.0E-6 23 TO
None
_ o 240.0E-6 23 .
Osteoclast differentiation Specific
Regulation of osteoclast differentiation 240.0E-6 23 TO
Positive regulation of release of sequestered
o 310.0E-6 24 T15
calcium ion into cytosol
Regulation of ion homeostasis 310.0E-6 24 T15
CAMP-mediated signaling 310.0E-6 24 T15
Regulation of cyclic nucleotide metabolic
310.0E-6 24 T15
process
Regulation of calcium ion transport 310.0E-6 24 T15
Positive regulation of purine nucleotide
) 310.0E-6 24 T15
metabolic process
Calcium ion transmembrane transport 310.0E-6 24 T15
Positive regulation of purine nucleotide
) ) 310.0E-6 24 T15
biosynthetic process
Regulation of calcium ion transmembrane
310.0E-6 24 T15

transport
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Regulation of cAMP metabolic process 310.0E-6 24 T15
Cytosolic calcium ion transport 310.0E-6 24 T15
Calcium ion import 310.0E-6 24 T15
Release of sequestered calcium ion into
310.0E-6 24 T15

cytosol
Regulation  of  cellular  carbohydrate

) 19.0E-6 25 TO
metabolic process
Regulation of carbohydrate biosynthetic

19.0E-6 25 TO

process

. o : None
Regulation of lipid biosynthetic process 19.0E-6 25 .

Specific

Monosaccharide biosynthetic process 19.0E-6 25 TO
Cellular glucose homeostasis 19.0E-6 25 TO
Response to hexose 19.0E-6 25 TO
Glucose homeostasis 19.0E-6 25 TO
Regulation of steroid biosynthetic process 19.0E-6 25 TO
Glucose metabolic process 19.0E-6 25 TO
Cellular response to hexose stimulus 19.0E-6 25 TO
Gluconeogenesis 19.0E-6 25 TO
Regulation of DNA-templated transcription
) 19.0E-6 25 TO
in response to stress
Positive regulation of transcription from
RNA polymerase Il promoter in response to 19.0E-6 25 T0

stress

* Corrected with Benjamini-Hochberg
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Figure S4.2: Processes specific to the cluster of genes up-regulated in treatment T15.
The bars represent the percentage of genes per term and the number of genes

associated with the terms is shown as bar label.
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Processes specific to the cluster of genes down-regulated in T15

treatment compared to TO. The bars represent the percentage of genes per term and

the number of genes associated with the terms is shown as bar label. Analysis and

visualization performed in ClueGo-Cytoscape.
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Figure S4.4: Overview chart of biological processes and pathways distribution
specific for down-regulated genes in the T15 treatment compared to TO. The name of
the group is given by the most representative term (most significant p-value).
Analysis and visualization performed in ClueGo-Cytoscape.
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Figure S4.5: Overview chart of processes not specific to any cluster. Analysis and

visualization performed in ClueGo-Cytoscape.
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