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INTRODUCCION

En los ultimos afos, el consumidor ha desarrollado un interés creciente en el consumo de
alimentos con actividades funcionales, como los productos enriquecidos con grasas omega-
3 o acido linoleico conjugado (CLA) (Parodi, 2004). En condiciones naturales, casi todo el
CLA dietario procede del consumo de productos lacteos y carnicos derivados de rumiantes
(Ritzenthaler et al., 2001). La biohidrogenacién de acidos grasos polinsaturados en el
rumen resulta en la acumulacion de acido vaccénico (trans-11 C18:1) en el rumen y la
produccion de CLA en la glandula mamaria. Sin embargo, bajo ciertas condiciones dietarias,
las vias de la biohidrogenacion ruminal se alteran y se producen acidos grasos frans-10 que
son potentes inhibidores de la sintesis de la grasa lactea con importantes implicaciones
econdmicas (Bauman y Griinari, 2001). Durante la depresién de la grasa lactea (DGL) se ha
observado que se produce una modificaciéon en la expresiéon de varios genes implicados en
las vias metabdlicas relacionadas con la sintesis de grasa (Harvatine y Bauman, 2006;
Kadegowda et al., 2009; McFadden y Corl, 2010). Sin embargo, algunos animales no
muestran la DGL con una dieta rica en acidos grasos poliinsaturados.

Los objetivos de este estudio fueron: 1) Analizar el transcriptoma de animales resistentes y
sensibles a la DGL 2) Identificar las rutas metabdlicas y reguladores que estan
compensando la DGL en animales resistentes bajo diferentes condiciones dietarias (sin
grasa suplementada o enriquecida con acidos grasos poliinsaturados).

MATERIAL Y METODOS

El conjunto de vacas de una granja comercial fueron sometidas de forma consecutiva a una
dieta control (sin grasa suplementada) o suplementada con lino extrusionado (fuente de
acidos grasos poliinsaturados). En funcién del contenido en grasa de la leche se
seleccionaron 4 vacas: 2 sensibles a la DGL y 2 resistentes a la DGL (Figura 1). La cantidad
de grasa fue analizada mediante espectroscopia del infrarrojo cercano (NIRS). Después de
21 dias de adaptacion a ambas dietas se recogieron muestras de leche para los andlisis de
RNA-Sequencing y perfil de acidos grasos de cadena larga en leche. Se extrajeron 100 ml
de leche de 2 cuarterones para el analisis de RNA-Sequencing. Para el andlisis de los
acidos grasos de cadena larga se recogieron muestras de leche representativas de un
ordefio y se analizaron mediante cromatografia de gases. Las muestras para RNA-
Sequencing se conservaron en hielo hasta el momento de extraccion de células y se
centrifugaron a 2000 rpm durante 10 minutos a 7°C para obtener el pellet de células
somaticas. La extraccion de ARN se realizé utilizando el método Trizol (Invitrogen, Carlsbad,
CA). La calidad del ARNm se evalu6 a partir del numero de integridad de RNA (RIN),
obteniendo valores entre 7-9, indicando una buena calidad. Las muestras se secuenciaron
mediante la tecnologia RNA-Sequencing con la plataforma HiSeq2000 (lllumina, Inc). Las
lecturas paired-end (100 pb) fueron mapeadas y anotadas de acuerdo al genoma de
referencia bovino Bos taurus 4.6.1 utilizando TopHat 2.0.7 y Bowtie2 2.0.6. Los datos fueron
normalizados calculando las lecturas por kilobase por cada millén de lecturas mapeadas
(FPKM) para cada gen utilizando el paquete Cufflinks 2.0.2. Para realizar el analisis
funcional e identificar las rutas metabodlicas afectadas en la lista de genes diferencialmente
expresados (FPKM>0,2; p-value<0,01 y Fold-change>2), se utiliz6 el software Ingenuity
Pathway Analysis (Qiagen, Silicon Valley, CA, EE.UU.).

RESULTADOS Y DISCUSION
Los animales sensibles a la DGL alimentados con lino mostraron una disminucion de la
grasa lactea, un incremento del ratio de acidos grasos insaturados/saturados (de 41/59 a
45/55) asi como una disminucién de la proporcién de acidos grasos de cadena corta y media
(AGCM) (C4 a C14 y el 50 % de C16; AGCM; de 33,9 a 32,8%) comparado con la dieta
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control, indicando una disminuciéon de la sintesis de acidos grasos cuando los animales
estaban alimentados con lino. Por lo contrario, los animales resistentes a la DGL
alimentados con lino, mostraron un incremento de la grasa lactea y del ratio de acidos
grasos insaturados/saturados (de 35/65 a 39/61). Ademas, no se observaron cambios en la
proporcién de AGCM (31,4%) sugiriendo que estos animales eran resistentes a la DGL.

El analisis de expresién diferencial entre los animales sensibles a la DGL vs. Resistentes a
la DGL permitioé detectar un elevado numero de genes diferencialmente expresados (DE) en
ambas dietas (Figura 1). Ademads, se identificaron 726 genes DE entre dietas en los
animales resistentes a la DGL mientras que se identificaron unicamente 38 en los animales
sensibles a la DGL (Figura 1). Estos resultados sugieren que las vacas resistentes a la DGL
podrian estar activando un mecanismo compensatorio para aumentar la sintesis de acidos
grasos en presencia de lino.

Dieta CONTROL Dieta LING
genes DE?
F 7 Vs.
‘ ,'v\,‘ RESISTENTES 4,06%k 4,36%4 726
n=4 ’ vs. Vs,

an. vs.

",";.f SENSIBLES 3,56%L 2,541 38
genes DE2 1111 1669

Figura 1. Numero de genes diferencialmente expresados en las diferentes comparaciones
realizadas en este estudio. 'Contenido en grasa lactea. ? diferencialmente expresados

En este contexto, el analisis de las rutas metabdlicas evidencié que los genes DE entre
dietas en los animales resistentes a la DGL estan involucrados en la ruta de sintesis y
oxidacién de &acidos grasos, observando una sobre-regulacion de estos genes en los
animales con la dieta lino (Tabla 1).

Tabla 1. Rutas metabdlicas afectadas significativamente (P<0,01) en animales Resistentes-
DGL alimentados con lino.

Ruta metabdlica Genes, n  genes diferencialmente  Tipo Regulacion
expresados, %
Activacion de TR/RXR 92 70,7 1
Activacion de PPARa/RXRa 184 75,6 1
Sefializacion de IGF-1 99 90,9 1
Serfializacion de PI3K/AKT 128 88,3 1
Sefializacion de AMPK 149 74,5 1
Sefalizacion de PPAR 94 79,8 1

La Tabla 2 muestra una representacion de los factores de transcripcion y genes reguladores
mas significativos asociados al metabolismo lipidico, sintesis de &cidos grasos y
adipogénesis que estan actuando como reguladores en las rutas metabdlicas sobre-
expresadas en este estudio. Entre ellos, se encuentra el factor de transcripcion PPARA que
regula la expresion de 22 genes (p.e. ACACA y FBP3, relacionados con la sintesis de acidos
grasos). El gen PPARA es un factor de transcripcion y un importante regulador del
metabolismo de los lipidos, activando la regulacion de los genes involucrados en el
transporte de los acidos grasos, la deposicion de la grasa y la B-oxidacion (Kersten et al.,
2014). Ademas, el gen PPARG (otro miembro de la familia PPAR) se ha identificado como
regulador de 27 genes (Tabla 2). El gen PPARG regula el almacenamiento de acidos grasos
y el metabolismo de la glucosa. Los genes activados por PPARG estimulan la captacién de
lipidos y la adipogénesis por las células adiposas.

Los resultados preliminares sugieren profundizar en el estudio de las variantes estructurales
presentes en el transcriptoma, ya que los animales resistentes a la DGL podrian estar
activando un mecanismo compensatorio para aumentar la sintesis de acidos grasos en
presencia de lino evitando la reduccion de la produccion de grasa lactea.
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Tabla 2. Factores de transcripcion (FT) | Reguladores y genes regulados en animales
resistentes a la DGL alimentados con lino.

FT/Regulador  Expresién Genes regulados

FOXO03 x 6,3 1SLC7A1, 1CDH1, 1CLDN1, 1MKI67, tAPAF1, 1TNFSF10,
|JUNB, |FOS

KRAS x 2,8 1ABCA1, t1VCAN, tMX2, t1HYOU1, 1ABCC4, 1REST,1BCL2,

1CDH1, 1AHR, 10AS1, 1SMPD3, 1CASP2, 1BMI1, 1 THBS1,
1PLD1, |GZMK, |IRF9, |FOS, |TESC, |CXCL8, |UPP1,
JIER3, |IL1B, |LAMB3

MTOR x2,4 tPRKAR2A, 1BCL2, 1CDH1, 1AKAP13, 10AS1, 1ACACA,
1ST6GAL1, 1 TNFSF10, |RPL32, | TCEB2, |FADD, |MUC1

RXRA x1,38 1ABCA1, tACACA, 1BRCA1, |CYP26A1, |FABP3, |FOS,
IGCK, |GPD1

PPARA x 1,6 CCNT1, ABCA1, TPP1, 1MASP2, 1GPD2, 1SMC2, tMKI67,

1STIM1, tACACA, 1ZNF236, tKIF20A, |EDN1, |NCF1,
IFOS, |GPD1, |SERINC2, |LAMB3, |PAH, |FABPS3,
1G0S2, [CSN2, |GCK

PPARG x1,3 1ABCA1, tHYOU1, 1CDH1, {LNPEP, 1TGFBR1, tMKI67,
1STIM1, 1BRCA1, tHK2, tACACA, 1TNFSF10, |EDN,
INCF1, |DGAT2, |CXCL8, |GPD1, |CCL5, |IL1B, |LAMBS3,
IKRT19, |FABP3, |CYP26A1, |IL9, |MUC1, |CXCL2,
ICSN2, |GCK

VEGFA x1,2 1SLC12A6, 1RASGRP3, 1BCL2, 1E2F3, tPPAP2B, 1THBSH,
1ITGB1, 1CEACAM1, |MRPL23, |EDN1, |JUNB, |CCRL2,
IFOS, |CXCL8

SREBF1 x 1,08 1ABCA1, tPDPK1, tPCYT1A, tBCL2, 1HK2, 1ACACA,
1LPIN1, 1HSPA13, |IL1B, |PTGDS, |GCK
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TRANSCRIPTOME PROFILE IN COWS RESISTANT TO MILK FAT DEPRESSION
ABSTRACT: Feeding linseed to dairy cows results in milk fat depression (MFD), but there is
a wide range of sensitivity, i.e. from cows not showing any reduction in milk fat to cows
having a strong MFD. The objective of this study was to compare the mRNA expression of
transcripts expressed in milk somatic cells in cows resistant or sensitive to MFD. Four cows
were selected from a dairy farm after a switch from a control diet to a linseed-rich diet: two
cows(R-MFD) were resistant to MFD showing high milk fat content in both control (4.06%)
and linseed-rich diet (4.36%) (R-MFD); and two cows (S-MFD) were sensitive to MFD
decreasing milk fat content after the change into the linseed diet (3.56 to 2.54 %). Fresh milk
samples were collected from each cow the week before and two weeks after the diet change.
Transcriptome analysis was performed using RNA-Sequencing technology with a HiSeq2000
platform. Results showed an overexpression in genes and pathways related to fatty acid
synthesis and lipid metabolism such as a TR/RXR and PPARa/RXRa Activation pathways.
Also, several genes and transcription factors such as FOXO3, MTOR, PPARA, PPARG and
SREBF1 were identified acting as key regulators in R-MFD cows with linseed-rich diet
suggesting the possibility to select cows resistant to MFD. Also, the study of the structural
variation in the whole transcriptome of S-MFD and R-MFD cows will contribute to the better
understanding of molecular mechanisms affecting the MFD in cows.
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