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INTRODUCCION

Durante los ultimos afios se ha producido un avance significativo en la identificacion de
los distintos tipos de RNAs que integran el transcriptoma y en la determinacion de sus
caracteristicas funcionales. Los RNAs largos no-codificantes intergénicos (lincRNAs) y
transcritos cis-antisentido (cis-NATS) se caracterizan por tener una longitud superior a
los 200 nucledtidos y una estructura exonica similar a los transcritos codificantes
(Ullitsky y Bartel, 2013). Los genes que codifican lincRNAs se localizan en regiones
intergénicas y algunos de ellos han sido previamente caracterizados en porcino
(Esteve-Codina et al., 2011; Zhao et al., 2015; Xia et al., 2016; Kern et al., 2018). Por
otra parte, los cis-NATs son transcritos cuya secuencia es parcial o totalmente
complementaria a la de otra molécula de RNA (p.e. RNA mensajeros). Estudios
previos han determinado la presencia de cis-NATs en aproximadamente el 30% de los
genes anotados en el genoma porcino (Chen et al., 2012). Pese a ello, existe aun un
gran desconocimiento de la complejidad y diversidad de funciones del repertorio de
RNAs largos no codificantes (IncRNAs) en la mayoria de especies, entre ellas, el
porcino.

Con el objetivo de incrementar el catdlogo de IncRNAs en la especie porcina y
desentrafiar el efecto de la nutricién sobre su expresién, hemos realizado un analisis
de prediccion de nuevos candidatos lincRNAs y cis-NATs en muasculo gluteus medius
de porcino. Ademas, hemos analizado su patrén de expresion en respuesta a la
ingesta de alimentos.

MATERIALES Y METODOS

Muestras bioldgicas y disefio experimental: Para el experimento de analisis de la
expresion de nuevos transcritos INcCRNA se obtuvieron muestras biologicas del
musculo gluteus medius de 48 cerdas Duroc alimentadas ad-libitum y muestreadas en
tres puntos temporales: ALTO (ayuno, n = 12), ALT1 (5 h post-ingestion, n = 12) y
ALT2 (7 h post-ingestion, n = 12), asi como otro grupo sometido a restriccion calérica
en la segunda fase de engorde y muestreado en ayunas (ARTO, n = 12), segln lo
descrito por Cardoso et al. (2017) y Ballester et al. (2018).

Secuenciacion y cuantificacion de la expresion: De cada muestra de tejido se
extrajo la fraccion total de RNA mediante el preparado comercial RiboPure RNA
Purification kit (Ambion, Austin, TX). Se prepararon librerias mediante el TruSeq
Stranded mRNA Library Preparation Kit (lllumina Inc., CA) y fueron secuenciadas
mediante un equipo HiSeq 2000 (lllumina Inc., CA) en el Centre Nacional d’Analisi
Genomica (CNAG, https://cnag.cat). Las secuencias fueron examinadas de acuerdo a
su calidad y filtradas mediante el software FASTQC, y se eliminaron los adaptadores
con el software Trimmomatic v0.32 (Bolger et al., 2014). Seguidamente fueron
alineadas respecto al genoma de referencia porcino (version 11.1) mediante el
software de alineamiento HISAT2 (Kim et al., 2015). Se hizo uso del software Stringtie
(Pertea et al.,, 2015) para la cuantificacion de la expresion, permitiendo la
reconstruccion de nuevos transcritos carentes de anotacion en el genoma porcino de
referencia.

Prediccion de genes candidatos IncRNA y mapeo de QTLs: Del total de nuevos
transcritos identificados, se filtraron aquellos que cumplieran los siguientes
requerimientos: (1) longitud de secuencia = 200 nucleétidos para transcritos con 2 o
mas exones, Yy (2) = 2000 nucledtidos para transcritos monoexoénicos. Por otra parte,
se clasificaron como transcritos intergénicos (ITs) aquellos que no solapasen con



ningan gen codificante de proteina (PC) conocido, mientras que se consideraron como
transcritos antisentido (ATs) aquellos complementarios a RNAs mensajeros (mRNAS),
con un margen de 1 kilobase para ambas clases.

Se analizé el potencial codificante de los transcritos candidatos mediante los softwares
CNCI (Sun et al.,, 2013), CPC2 (Kang et al.,, 2017) y CPAT (Wang et al., 2013),
reteniendo soélo aquellos consistentemente clasificados como no codificantes por los
tres programas. Posteriormente, se hizo uso del software LncFinder (Han et al., 2018)
para identificar aquellos transcritos clasificados como genes IncRNAs. Finalmente se
consideré que los transcritos con valores FPKM > 5 (transcritos monoexénicos) y
FPKM > 1 y coverage > 3 (poliexdnicos) se hallan realmente expresados en el
musculo porcino.

Andlisis de expresion diferencial, correlacion y variabilidad: Se analiz6 la
expresion diferencial de los trdnscritos INCRNAs entre los grupos ALTO vs ALT1, ALTO
vs ALT2 y ALTO vs ARTO, mediante el software DESeq2 (Love et al., 2014). Ademas,
se calculé la correlacion lineal entre la expresion de transcritos ATs y mRNAs
complementarios, asi como su significacion estadistica, y la correspondiente a ITs y
genes PC localizados a 100 kilobases de distancia. Por otra parte, se determiné el
coeficiente bioldégico de variacion (BCV) para los transcritos INCcRNAs y mRNAs
(Robinson et al., 2010) en cada grupo analizado (ALTO, ALT1, ALT2, ARTO).

RESULTADOS Y DISCUSION

De un total de 933 ATs y 456 ITs seleccionados a partir de la reconstruccion de
nuevos transcritos, 823 ATs (88,21%) y 353 ITs (74,41%) fueron clasificados como no
codificantes por los softwares CNCI, CPC2 y CPAT. De estos, un total de 396 ATs
(48,11%) y 49 ITs (13,88%) se clasificaron como IncRNAs mediante el software
LncFilter. Se detectaron un total de 111 (ALTO), 110 (ALT1), 124 (ALT2) y 80 (ARTO)
INcRNAS expresados en el musculo gluteus medius, 113 de los cuales presentaron
expresion en todas las muestras analizadas.

El analisis de expresion diferencial destacé la presencia de 4 transcritos
diferencialmente expresados (fold-change |FC| > 1,5; g-value < 0,05) tal y como se
observa en la Tabla 1. Por otra parte, al comparar los niveles de expresion y BCV para
la cis-interaccién de genes INncRNAs y mRNAs, se observdé una menor expresion y
mayor variabilidad en los transcritos no-codificantes, resultados que coinciden con los
obtenidos en trabajos previos (Chen et al., 2012; Sigova et al., 2013). Se evidencio la
presencia de correlaciones tanto positivas como negativas para cada transcrito
IncRNA y sus correspondientes mRNAs complementarios, asi como cambios en el
signo de la correlacién para las mismas interacciones en los diferentes grupos
analizados, lo cual podria indicar la existencia de efectos cis-reguladores. Por ejemplo,
el transcrito MSTRG.7723.1 mostr6 un aumento significativo de la expresion tras la
ingesta de alimento (grupos ALT1 y ALT2 respecto a ALTO), como puede observarse
en la Tabla 1. Este transcrito fue mapeado en la region 3’-UTR del gen PPP1R3D, que
ha sido relacionado con la regulacién de la concentracion de glucosa en estados
postprandriales, el metabolismo de lipidos, y la resistencia a la insulina asociada a
obesidad (Morton et al., 2011; Zhang et al., 2014). La correlacion positiva detectada
entre MSTRG.7723.1 y PPP1R3D (r = 0,6626; P-value = 0,0189) en ALT2 podria ser
indicativa de la unidon de dicho transcrito a la regién 3-UTR de PPP1R3D,
enmascarando su interaccion con otros elementos reguladores inhibidores, aunque
dicha hipotesis debe analizarse experimentalmente. Por otra parte, cabe destacar el
transcrito intergénico MSTRG.6412.1, localizado en el cluster HOXD, y cuyo ortélogo,
en la especie humana, es el lincRNA HAGLROS. Este lincRNA ha sido asociado a la
inhibicion de la funcién reguladora de miR-100-5p sobre la expresion del gen MTOR y
la activacion del eje PI3K/AKT/NF-kB en la proliferacion celular y estados
proinflamatorios (Chen et al., 2018; Liu et al., 2018). A modo de resumen, nuestros
resultados indican la existencia de cambios en la expresién de IncRNAs en respuesta
a la ingesta de alimentos.
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Tabla 1. IncRNAs diferencialmente expresados (|FC| > 1.5; g-value < 0.05) en los
grupos ALTO vs ALT1, ALTO vs ALT2 y ALTO vs ARTO. *mean = expresion media
medida en conteos normalizados.

ALTOvs ALT1

ID FC P-value g-value Mean (ALTO) Mean (ALT1)
MSTRG.3527.1 -1,9093 0,0009 0,0343 199,1875 75,2540
MSTRG.7723.1 1,7078 0,0005 0,0343 1139,2332 2028,9169
MSTRG.14178.1 -1,8519 0,0009 0,0343 283,5238 177,7682

ALTOvs ALT2

ID FC P-value g-value Mean (ALTO) Mean (ALT2)
MSTRG.7723.1 1,6188 0,0008 0,0497 1139,2332 2004,5894
MSTRG.1736.1 1,9624 0,0007 0,0497 116,7764 231,7182

ALTO vs ARTO

ID FC P-value g-value Mean (ALTO) Mean (ARTO)

MSTRG.1736.1 -2,1213 0,00001 0,0011 116,7764 48,1149

PROFILING MUSCULAR LONG NON-CODING RNAS IN RESPONSE TO FOOD
INTAKE

The landscape of the long non-coding RNA transcriptome remains to be fully
characterized in domestic animals. We aimed to identify and characterize the
expression of long intergenic non-coding RNAs (lincRNAs) and natural antisense
transcripts (NATS) in gluteus medius skeletal muscle samples from 48 Duroc pigs. We
implemented a bioinformatics pipeline to accurately detect expressed non-coding
IncRNAs and, moreover, we evaluated whether they are differentially expressed in
feeding-fasting and food-restricted pigs. Our results indicate the presence of novel
INcRNAs in the porcine skeletal muscle with known roles in glucose metabolism and
cell proliferation.
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