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INTRODUCCION

En la actualidad, la produccién porcina estd basada en razas muy seleccionadas para la
optimizacion de la productividad y la eficiencia reproductiva (Chang et al., 2003), asi como en
otras razas rusticas como el cerdo ibérico (Gonzalez-Afover et al., 2010). Esta raza se
caracteriza por un crecimiento mas lento, una elevada tendencia al engrasamiento y una
menor eficiencia productiva que las razas magras (Barea et al., 2007). En estudios recientes
(Ayuso et al., 2016; Benitez et al., 2017), se han visto diferencias marcadas en los patrones
de crecimiento entre estos genotipos, con un elevado potencial de crecimiento temprano de
los individuos ibéricos puros, asi como diferencias en el transcriptoma muscular durante estas
etapas de desarrollo. El correcto crecimiento de los animales resulta fundamental para el
mantenimiento de los niveles productivos y evitar posibles pérdidas econémicas (Houska
et al., 2010). Asimismo, se ha comprobado que el ambiente materno tiene una importancia
fundamental en el desarrollo posterior de las crias (Ovilo et al., 2014). Por ello, es importante
que, a la hora de estudiar la causa genética de las diferencias en el crecimiento de razas tan
distintas como son las comerciales y las rasticas, se minimicen posibles efectos ambientales
gue actlan durante el desarrollo prenatal; lo que puede conseguirse eliminando los efectos
maternos, utilizando para ello las mismas madres. El objetivo de este trabajo fue el estudio de
los patrones de crecimiento y de expresion del transcriptoma a nivel hipotalamico en lechones
ibéricos puros (IBxIB) y cruzados con Large White (IBXLW) para comprender los mecanismos
moleculares responsables de sus diferencias fenotipicas.

MATERIAL Y METODOS
Un total de 16 cerdas multiparas ibéricas puras fueron inseminadas con semen
heterospérmico (mezcla de semen de verraco ibérico y Large White 1:1) en la granja Ibéricos
de Arauzo S.L. (Zorita de la Frontera, Salamanca), seleccionandose 72 lechones (44 ibéricos
y 28 cruzados, la mitad hembras y la mitad machos). Los lechones fueron pesados al
nacimiento, destete y mensualmente hasta los 7 meses, y se midieron al nacimiento, destete
y alos 2y 7 meses. A los 2 meses se sacrificaron y se obtuvieron los hipotdlamos de 20
individuos (5 hembras y 5 machos de cada genotipo), representativos de los grupos originales,
para los andlisis del transcriptoma. La extracciéon del ARN total se llevé a cabo mediante el kit
Ribopure (Ambion). Se generaron librerias que fueron secuenciadas utilizando la plataforma
HiSeg2000 (Illlumina, Inc.). La calidad de las secuencias generadas fue analizada por la
herramienta FastQC. A continuacién, se uso la herramienta Trim Galore (v.0.4.1) para la
eliminacion de los adaptadores y las colas Poly Ay Poly T. Posteriormente, estas lecturas se
mapearon frente al genoma de referencia (Scrofall.l) usando TopHat v.2.1.0 (Trapnell
et al.,2009). Para el ensamblado, se us6 la herramienta Cufflinks v.2.0.2, seguido de
Cuffmerge, para unir los transcritos ensamblados de todas las muestras en un unico archivo.
Finalmente, se utilizd Cuffdiff para el andlisis de las diferencias de expresion. El filtrado de los
genes diferencialmente expresados (DE) se llevé a cabo teniendo en cuenta tres factores: una
expresion media mayor de 0,5 FPKM en al menos uno de los grupos, un valor de Fold Change
(FC) 2 1,25 y un FDR < 0,10. La interpretacion funcional de los datos obtenidos se realizé
mediante el software Ingenuity® Pathway Analysis (IPA®), la cual permite detectar la
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activacion o inhibicién de funciones biologicas, rutas metabdlicas y potenciales reguladores
en cada grupo experimental.

RESULTADOS Y DISCUSION

El peso al nacimiento y a los dos meses fue mayor en los lechones IBXLW que en los IBxIB
(1,37 £0,41 kg vs. 1,24+ 0,31 kg, P< 0,05y 21,1 + 4,7 kg vs 16,7 + 3,8 kg, P < 0,0001). Sin
embargo, a destete (24 dias) estas diferencias no fueron significativas. Entre los 2 y 7 meses,
las diferencias se mantuvieron constantes con una magnitud de una desviacion tipica sobre
la media global. En el andlisis del transcriptoma hipotalamico a dos meses de edad, se
encontraron 313 transcritos diferencialmente expresados de los cuales 192 estuvieron sobre
expresados (SE) en los animales IBxIB y 121 en los IBXLW, correspondiendo a 204 genes
anotados. El rango de FC en los genes SE en los individuos ibéricos puros oscilé entre 1,25x
y 414,06%, mientras que en los genes SE en los cruzados este rango fue de 1,23x a 105,20x.
Los genes con mayores niveles de FC fueron PRL, FSHB, GH1 y TSH, todos ellos sobre
expresados en IBxIB y relacionados con el sistema endocrino. En el caso de los animales
cruzados, los genes mas SE fueron ZNF394, TNNT1 y S100A4. La interpretacion funcional
mostro diferentes funciones fisiolégicas enriquecidas en el conjunto de genes DE, entre las
gue cabe destacar el desarrollo del organismo, la morfologia tisular, la supervivencia del
organismo y el desarrollo y funcionamiento del sistema endocrino. A nivel molecular y celular,
destacan la afectacion de la morfologia y movimiento celular, la sintesis proteica, el transporte
molecular y la bioquimica de pequefias moléculas. En cuanto a las funciones relacionadas
con el desarrollo corporal, se detectdé un enriquecimiento en los individuos ibéricos puros en
las referidas al desarrollo de la cabeza, del eje corporal, del tronco, del sistema reproductor,
del aparato genital y gonadogénesis (P < 0,0001). Con relacion a la morfologia tisular, cabe
destacar que la cantidad de monocitos (P < 0,0001), asi como el desarrollo del sistema
endocrino y la concentracién hormonal (P < 0,0001), estaban aumentados en ibérico. Las
funciones relacionadas con morbilidad y mortalidad estaban disminuidas en los animales
ibéricos puros (P < 0,0001). Se realizé la prediccién de potenciales reguladores para las
diferencias de expresion detectadas, observdndose algunas moléculas relevantes
potencialmente activadas en el grupo ibérico como RETNB (P < 0,001), Jnk (P <0,001) y PRL
(P < 0,0001). RETNLB lleva a cabo un papel regulador de la inmunidad innata del individuo
(Propheter et al., 2017). Las Jnks se encargan de la respuesta a una gran cantidad de factores
estresantes y de la regulacion de funciones neuronales, inmunoldgicas y de desarrollo
embrionario (Zeke et al., 2016). La PRL tiene una gran relevancia en la regulacion de procesos
a nivel celular (proliferacion, diferenciacion, supervivencia...), y en varios tejidos (reproductor,
nervioso o conectivo) (Sackmann-Sala et al., 2015). La construccion de una red de regulacion
de las diferencias de expresion relacionadas con las funciones mas importantes detectadas,
permiti6 comprobar el papel de RETNLB y Jnk en las moléculas implicadas, tanto en la
muerte/supervivencia del organismo como en el desarrollo de la cabeza (Figura 1). Todos
estos datos indican una activacion de rutas relacionadas con la viabilidad y crecimiento en los
individuos ibéricos puros, aunque, a diferencia de resultados previos obtenidos en contrastes
de genotipos Ibérico y Duroc (Ayuso et al., 2016; Benitez et al., 2017), los datos fenotipicos
muestran un mayor tamafio de los cruzados durante todo el crecimiento, posiblemente debido
a la mayor capacidad de desarrollo y potencial de crecimiento de la genética Large-White.
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Figura 1. Red de regulacion de la muerte del organismo y del desarrollo de la cabeza por
RETNLB y Jnk, obtenida con el software IPA® a partir de los genes DE entre genotipos.
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EFFECT OF PIGLET GENOTYPE ON HYPOTHALAMIC TRANSCRIPTOME AND ITS
RELATIONSHIP WITH GROWTH AND VIABILITY TRAITS

ABSTRACT: In swine production, both commercial and traditional breeds (such as Iberian
pig), are used, with commercial pigs being more efficient in reproductive and productive traits.
For understanding the molecular events behind early growth, the hypothalamic transcriptomes
of 10 IBxIB and 10 IBXLW animals at 2 months of age were studied, with 313 DE transcripts
being detected. Some relevant genes involved in endocrine system regulation showed large
FC values, being upregulated in Iberian animals, such as PRL, FSHB, GH1 and TSH. The
functional analysis, showed differences in the activation of some metabolic routes and
regulators (Jnk, RETLB, PRL). Results indicated that genes, biological functions and upstream
regulators related to viability, growth and endocrine system development were enriched in
IBxIB animals, although the IBXLW individuals were heavier, possibly due to a major growth
potential from Large White genetics.

Keywords: transcriptome, viability, early growth, hypothalamus.



