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INTRODUCCION

Uno de los mayores desafios en la mejora de razas carnicas consiste en identificar genes
clave capaces de provocar cambios concretos y deseables tanto en la cantidad como en la
calidad de la carne (Chang, 2007). La mayoria de estudios cuantitativos y moleculares que
investigan el componente genético de los caracteres de calidad de carne se basan
principalmente en caracteristicas medidas sobre M. Longissimus (Burrow et al., 2001).
Asumir que la seleccion en base a un muasculo resultard en la mejora de la calidad de carne
en la canal en su conjunto puede tener efectos perniciosos, dependiendo de cémo los genes
involucrados en la calidad de ese musculo se comporten en el resto de muisculos que
componen la canal. Algunos trabajos muestran los perfiles transcriptomicos de diferentes
tipos de musculos en bovino, cerdo o ratén (Sudre et al., 2005; Moreno-Sanchez et al.,
2010; Bai et al., 2003; Wu et al., 2003). En estos estudios, se encuentran diferencialmente
expresados en distintos musculos genes que codifican proteinas estructurales y enzimas
metabdlicas; asi como genes mitocondriales o factores de transcripciéon entre otros. Otros
grupos de genes, como ligandos para receptores de sefiales o genes relacionados con la
matriz extracelular, s6lo se encuentran diferencialmente expresados en algunos de estos
trabajos, y sugieren especificidades bien de especie bien de tipo de musculo.
Independientemente de sus funciones, se han identificado cambios en conectividad
(Moreno-Sanchez et al. 2010) entre genes dependiendo del tipo muscular con respecto al
patrén de co-expresion obtenido a partir de informacién de un amplio nimero de condiciones
experimentales por Reverter et al. (2006). Estos cambios de conectividad afectaban a
genes relacionados principalmente con la capacidad contractil o aspectos metabdlicos.

El objetivo de este trabajo es estudiar desde la perspectiva integradora de la biologia de
sistemas la expresion diferencial entre dos tipos musculares distintos en bovino, para
profundizar en el conocimiento de los mecanismos que median en estas diferencias
fenotipicas.

MATERIAL Y METODOS

Los datos de partida son 207 genes diferencialmente expresados (113 sobreexpresados en
el flexor y 94 en el psoas) en un experimento realizado con 40 microarrays, que comprenden
dos tandas de 20 microarrays con disefios conectados. La primera tanda de 20 microarrays
se utilizé en el estudio previo citado en la introduccién (Moreno-Sanchez et al., 2010). En
estos experimentos conectados se determind la expresion diferencial entre dos musculos
fenotipicamente distintos en terneros de la raza Avilefia Negra Ibérica, los musculos fueron
Flexor digitorum y Psoas major, que previamente habian sido caracterizados (Moreno-
Sanchez et al., 2008) como un musculo oxidativo y otro mixto-glicolitico, respectivamente.

Partiendo de este conjunto de datos, se realizaron andlisis de ontologia y de enriquecimiento
utilizando la “David database” (David.abcc.ncifcrf.gov) y el programa GOrilla (cbl-
gorilla.cs.technion.ac.il), para explorar por un lado las principales funciones biolégicas
asociadas a los genes y por otro cudles eran los términos de ontologia/rutas mas
representados.

Con el objetivo de inferir los patrones de co-expresion entre los genes detectados se
introdujo la lista en la base de datos de una red de co-expresién génica de bovino (Reverter
et al., 2006), construida con experimentos que usaban la misma plataforma que la utilizada
en este trabajo. Los genes sobre-regulados en un mismo musculo deberian presentar
correlaciones positivas (6 nulas), mientras que la expresidén entre musculos se espera que
sea independiente o esté negativamente correlacionada. Los genes que no se comporten de

-572—



esta forma representan un cambio de conectividad en la presente comparacién (psoas vs
flexor) frente a las comparaciones utilizadas para construir la red.

Por ultimo se exploraron los datos desde una perspectiva de biologia de sistemas, utilizando
el programa IPA (www.ingenuity.com) para situar los genes en su contexto bioldgico, de la
manera mas exhaustiva posible. El IPA integra informacién de otras bases de datos,
proporciona las principales rutas, funciones biologicas y redes funcionales asociadas a los
genes. El programa Founcoup (http://funcoup.sbc.su.se) se us6 para predecir interactomas
globales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de los andlisis de ontologias y enriquecimiento relacionan los genes sobre-
expresados en el psoas, principalmente con procesos en los que interviene la glucosa,
mientras que los grupos de genes sobre-expresados en el flexor estan relacionados
principalmente con la maquinaria ribosomal y las fibras musculares. Las diferencias de
expresion entre estos dos tipos de musculos se centran principalmente en genes
relacionados con el metabolismo, traduccién y colageno; y esta Ultima parece ser una
caracteristica identificativa del flexor. De forma similar, el analisis de las rutas KEGG en las
que median los genes diferencialmente expresados muestra glycolisis/gluconeogénesis,
fosforilacion oxidativa, metabolismo de fructosa y manosa o sefializacion de insulina del lado
del psoas y adhesion de matriz celular o ribosoma del lado del flexor.

De la integracion de la lista de genes en la red de co-expresion génica de Reverter et al.
(2006) se obtuvo una matriz de mas de 9.000 correlaciones en la que se podian identificar
diferentes grupos de genes muy correlacionados (tanto positiva como negativamente) entre
si, dentro y entre musculo. Dichos grupos no eran atribuibles a una sola funcion biolégica,
sino que estaban constituidos por genes que median en numerosos Yy diferentes procesos.
También se detectaron un numero reducido de genes que no presentaban un patron de
correlacién definido, sino que mostraban cierto grado de independencia. Los resultados mas
relevantes se centran en los cambios en conectividad que muestra la matriz. Los clusters de
genes detectados que representan cambios en conectividad parecen contribuir al
metabolismo oxidativo del masculo mas glicolitico de la comparacion (Psoas) y viceversa.
Asi, genes como TNNT1, MB o MEF2C pueden ser claves en la plasticidad muscular, y el
incremento de su expresion en fibras musculares oxidativas o glicoliticas podria activar
programas coordinados caracteristicos de fibras alternativas. Estos resultados corroboran la
idea de que las relaciones entre los genes no siempre son las mismas en los diferentes
musculos (Moreno-Sanchez et al., 2010), los cambios detectados implican comportamientos
diferentes de esos genes dependiendo del tipo de musculo. Queda establecer las
implicaciones que puedan tener los cambios en conectividad en relacion a las diferencias en
calidad de carne entre ambos musculos.

Uno de los objetivos principales de la biologia de sistemas es descifrar las redes de
transcripcién que gobiernan la expresion génica. En este experimento, se han encontrado un
total de 7 reguladores transcripcionales diferencialmente expresados. Sorprendentemente,
el interactoma generado a partir de ellos muestra como el gen CAPN1, que no esta
diferencialmente expresado y que ha sido asociado a la terneza en vacuno de carne (Casas
et al., 2006) y/o contenido de grasa intramuscular en Japanesse Black (Cheong et al., 2005),
conecta los reguladores transcripcionales sobre-expresados en el flexor, lo que puede
llevarnos al entedimiento de los mecanismos que expliquen la dureza del corte comercial del
flexor, el morcillo. En estudio se ha encontrado que 9 de los genes analizados podrian estar
involucrados en las diferencias encontradas en cuanto a caracteres de calidad (Diaz et al.,
2006) relacionados con la grasa entre estos dos musculos, como perfil de acidos grasos,
grasa intramuscular o colesterol. Aunque de los genes relacionados con el consumo de
acidos grasos hay una mayor proporcién que se sobre expresa en el flexor, los genes
relacionados con procesos como biosintesis o deposicion de lipidos estan similarmente
representados en ambos musculos.
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Los cambios en conectividad entre genes como consecuencia de los distintos tipos
musculares parece que se confirman y afectan a un mayor nimero de funciones. A través
del estudio funcional se han identificado genes que han sido previamente asociados a
diferencias en calidad y que nos pueden permitir profundizar en las causas de las
diferencias de calidad de carne entre musculos.
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AN INSIGHT INTO THE TRANSCRIPTOMIC PROFILES OF DIFFERENT SKELETAL
MUSCLE TYPES IN CATTLE

ABSTRACT: While phenotypic differences between skeletal muscles have been described,
the differential gene expression underlying them is largely to be elucidated. The goal of this
study was to gain insight into the different transcriptomic profiles of two muscle types in
cattle, a glycolitic and an oxidative one. Differentially expressed genes were analysed from a
system biology perspective and connectivity changes across the skeletal muscle system
were detected. Our results confirm the existence of a muscle dependent transcription and
coexpression pattern. We argue that genes representing changes in connectivity may play
key roles in muscle plasticity.

Keywords: differential expression, system biology, co-expression network, myofibre type.
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