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Resumen / Abstract

El presente trabajo se enfoca en conocer la base genética de la eficiencia alimentaria en
el ganado vacuno de carne, considerando su importancia para reducir los costes de nutricion en
el sector ganadero, y mitigar el impacto ambiental de la produccion animal. La metodologia de
RNA-Seq ha demostrado ser eficaz para investigar la biologia subyacente a este caracter. Sin
embargo, los estudios previos en este campo son heterogéneos, dificultando la identificacion de
genes y rutas metabolicas clave para este fenotipo. Los objetivos de este trabajo son (1) realizar
una revision sistematica de los estudios publicados sobre eficiencia alimentaria en vacuno de
carne utilizando RNA-Seq, y (2) contribuir al conocimiento cientifico integrando los resultados
publicados, e identificando genes y procesos bioldgicos relevantes asociados a este caracter.
Como resultado de la revision sistematica, se identificaron un total de 12 estudios, y 203
candidatos funcionales asociados al caracter eficiencia alimentaria. Entre ellos, los genes
MAPK1y TUBA4A pueden considerarse clave para la eficiencia alimentaria en vacuno de carne,
ya que fueron identificados como diferencialmente expresados en cuatro de los articulos
revisados. El analisis de enriquecimiento funcional utilizando los 203 genes candidatos,
sugieren que la eficiencia alimentaria en el ganado vacuno esta asociada con la organizacién
celular, la respuesta a estimulos internos y la regulacion de la migracion celular, asi como con
componentes celulares especificos, como los lisosomas y los ribosomas, y vias metabolicas,
como la activacion y agregacion de plaquetas.

Palabras clave: Bos Taurus, Produccion de carne, RNA-Seq, revision sistematica

The present work is focused on understanding the genetic basis of feed efficiency in beef
cattle, considering its importance for reducing nutrition costs and mitigating the environmental
impact in livestock industry. RNA-Seq methodology has proven effective in investigating the
biology underlying this trait. However, previous studies on this trait are heterogeneous,
hindering the identification of crucial genes and metabolic pathways for this phenotype. The
objectives of this work are (1) to perform a systematic review of published studies on feed
efficiency in beef cattle using RNA-Seq, and (2) to contribute to scientific knowledge by
integrating published results and identifying relevant genes and biological processes associated
with this trait. As a result of the systematic review, a total of 12 studies and 203 functional
candidates associated with feed efficiency trait were identified. Among them, MAPK1 and
TUBAA4A genes can be considered key to feed efficiency in beef cattle, as they were identified
as differentially expressed in four reviewed articles. Functional enrichment analyses using the
203 candidate genes suggested that feed efficiency in beef cattle is associated with the cellular
organization, response to internal stimuli, and regulation of cell migration, as well as with
specific cellular components, such as lysosomes and ribosomes, and metabolic pathways, such
as platelet activation and aggregation.

Keywords: Bos Taurus, beef, RNA-Seq, systematic review.



1. INTRODUCCION

Nuestro planeta esta siendo sometido a importantes cambios ambientales provocados
mayoritariamente por un rapido incremento en la poblacion humana y por la intensificacion en
la actividad agricola y ganadera asociada a este incremento (Destoumieux-Garzon et al., 2021).
Estos cambios tienen un importante impacto sobre la biodiversidad, y repercuten en la
disponibilidad de los recursos ambientales, asi como en la transmision de patdgenos emergentes
(Keesing et al., 2010).

Para aumentar la produccién ganadera y satisfacer la creciente demanda de alimentos,
reduciendo al mismo tiempo el impacto ambiental, debemos esforzarnos por conseguir sistemas
mas eficientes. Mejorar la seleccion de caracteres productivos, como la eficiencia alimentaria,
puede lograr beneficios tanto econémicos, como medioambientales para el sector ganadero. En
la actualidad, uno de los principales retos de la industria de vacuno de carne son los elevados
costes de alimentacién, que pueden representar aproximadamente el 70% de los costes totales
de produccion (Steinfeld et al., 2006). Debido a ello, la presion de seleccion para la eficiencia
alimentaria ha ido en aumento. La mejora de la eficiencia alimentaria puede reducir el indice
de conversion y los gastos de produccion, lo que se traduce en beneficios econdémicos para el
sector. Ademas, se espera que el ganado con una mayor eficiencia alimentaria utilice la energia
de forma mas eficaz, lo que puede reducir la produccién de metano y las emisiones de gases de
efecto invernadero (Manzanilla-Pech et al., 2022). Por lo tanto, la seleccién de animales mas
eficientes permitiria mantener un alto nivel de produccion utilizando menos alimentos y
emitiendo menos productos de desecho, para aumentar asi la sostenibilidad ambiental y
econdmica de los sistemas ganaderos (Kenny et al., 2018). Con el fin de entender qué genes
regulan la eficiencia alimentaria en el ganado, y determinar la mejor forma para seleccionar a
los animales, en los Gltimos afios se ha incrementado el nimero de investigaciones cientificas
centradas en el estudio de la base genética de este caracter productivo (Kenny et al., 2018;
Lagvendahl et al., 2018).

La eficiencia alimentaria se puede definir como la relacion entre las unidades de producto
generado por el animal (ej. Kg de carne) por unidad de alimento consumido (Brito et al., 2020).
Las investigaciones realizadas han demostrado que es un caracter poligénico complejo, sobre
el que pueden influir maltiples procesos bioldgicos (Kenny et al., 2018). Por ejemplo, la
variabilidad en la eficiencia alimentaria en el ganado vacuno puede deberse a la variacién en

los niveles de ingesta de alimento, la digestion del alimento y los costes energéticos asociados,



asi como a diferencias en la absorcion de nutrientes, el metabolismo, la etapa fisiologica del
animal, el estado de salud, la composicion microbiana del rumen, la actividad y la
termorregulacion (Herd y Arthur, 2009; Montanholi et al., 2013; Lancaster et al., 2014; Perkins
etal., 2014).

El principal inconveniente para la implementacion de un esquema de seleccion para la
eficiencia alimentaria en programas de cria y seleccion del ganado vacuno es el coste y la
dificultad para estimar este caracter productivo (Nielsen et al., 2013). Asi pues, se han
propuesto diferentes caracteres indicadores de la eficiencia alimentaria en los animales de
produccion que podrian dividirse en (1) caracteres cuyos calculos se basan en ratios, entre los
que destaca el denominado “tasa de conversion de alimento” (feed conversion ratio — FCR), y
(2) caracteres que se basan en la estimacion de valores residuales, como el “consumo residual
de alimento” (residual feed intake — RFI). El indice FCR ha sido la medida de la eficiencia
alimentaria més utilizada de forma tradicional (Berry y Crowley, 2013). En el ganado de carne
se calcula como el ratio entre el peso del alimento y la ganancia de peso del animal en un
determinado periodo de tiempo (Charles Bai et al., 2022). Presenta una heredabilidad
moderada, y dependiendo de la raza bovina estudiada puede ir desde valores de 0.06 hasta
valores de 0.46. Este indice esté positivamente correlacionado con el indice RFI (Arthur y Herd,
2008). Por otro lado, el indice RFI, utilizado por primera vez por Koch et al. (1963), es una
medida de la eficiencia neta de alimentacion. La variable RFI, estimada mediante un modelo
de regresion, corresponde a la diferencia (residual) entre la ingesta de alimento observada y la
prevista, donde la ingesta de alimento prevista se basa en las necesidades de alimentacion
evaluadas segun el peso corporal metabdlico y el nivel o la cantidad de producto resultante
(Koch et al., 1963). Es una manera Util de evaluar la variacion en la eficiencia alimentaria, que
es independiente de la tasa de crecimiento o del tamafio del animal (Exton et al., 2000). Este
caracter tiene una heredabilidad moderada con un valor de 0.33 (establecida en un metaanalisis
por Berry y Crowley (2013)), aunque puede oscilar, segun la raza, en un rango de valores desde
0.07 hasta 0.62 (Arthur y Herd, 2008). La mayoria de estudios para la estimacion de los indices
de eficiencia alimentaria en el ganado vacuno se han realizado en animales en crecimiento o en
animales lactantes (Berry y Crowley, 2013). La duracion optima del experimento para la
determinacion de la tasa de crecimiento, la conversion de alimento y el consumo residual de
alimento debe ser 70 dias (Basarab et al., 2011). Por otro lado, se ha evaluado la frecuencia a
la que se debe de pesar a los animales, demostrandose que si los pesos de los animales se

tomaban cada dos semanas, en lugar de cada semana, habia una pérdida de precision minima.



Por lo que se concluyd que un experimento de 70 dias con medidas de los pesos cada 2 semanas
era la manera optima de estimar los indices de eficiencia alimentaria (Archer et al., 1997).

Los avances en genética molecular, en concreto las metodologias de secuenciacion masiva
paralela del ADN (en inglés Whole genom sequencing - WGS) y del ARN (del inglés RNA
sequencing - RNA-Seq), ofrecen una oportunidad Unica para identificar genes y rutas bioldgicas
asociados a caracteres productivos complejos, como la eficiencia alimentaria (Manzanilla-Pech
etal., 2022). En concreto, la metodologia de RNA-Seq se encarga del estudio del transcriptoma,
que se puede definir como el conjunto completo de todos los genes que se transcriben en una
célula, tejido u organismo, en un momento especifico del desarrollo o condicion fisiolégica
(Wang et al., 2009). La metodologia de RNA-Seq permite caracterizar los elementos
funcionales del genoma, elementos clave para comprender la base molecular de las diferentes
etapas del desarrollo y el estudio de enfermedades (Wang et al., 2009). Los principales
objetivos de la transcriptdmica son: catalogar todos los transcritos expresados en una célula o
tejido, incluyendo ARNs mensajeros (ARNmM), ARNs no codificantes (ARNnc) y ARNSs
pequefios (ARNsm); determinar la estructura transcripcional de los genes; y cuantificar los
cambios en los niveles de expresion al comparar distintas condiciones bioldgicas (Wang et al.,
2009). De forma simplificada, la técnica de RNA-Seq consta de dos partes, una laboratorial y
otra bioinformatica. El procedimiento laboratorial més utilizado es el proporcionado por la casa
comercial Illumina (Illumina Inc, CA, US). Este comienza con la extraccion de ARN, seguido
del enriquecimiento en ARNm o eliminacion del ARN ribosomal (ARNr), sintesis del ADN
complementario a las secuencias de ARN (ADNCc) y preparacion de una genoteca de
secuenciacion, en la que los ADNc a secuenciar se une a adaptadores especificos (Stark et al.,
2019). Después, se secuencia la genoteca con una redundancia de secuenciacion que oscila entre
los 10 a 30 millones de lecturas por muestra en una plataforma de secuenciacion de alto
rendimiento (Stark et al., 2019). Una vez obtenidos los datos de secuenciacion, para obtener los
genes diferencialmente expresados (DEG) entre dos condiciones, se realiza el analisis
bioinformaético que consiste, de forma simplificada, en (1) alinear y/o ensamblar las lecturas de
secuenciacion frente a un genoma de referencia, (2) cuantificar las lecturas que se superponen
a los genes anotados en el genoma, (3) filtrado y normalizacion de los recuentos, y (4) analisis
de expresion diferencial para cada uno de los genes entre las condiciones evaluadas, que puede

basarse en modelos paramétricos o no paramétricos (Stark et al., 2019).

Hasta la fecha se han desarrollado casi 100 métodos distintos derivados del protocolo

estandar de RNA-Seq desarrollado por Illumina, basados en secuenciacién de lecturas cortas
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(Stark et al., 2019). Ademés, mediante el desarrollo de nuevos métodos basados en
secuenciacion de lecturas largas y en secuenciacion directa de moléculas Unicas de ARN se
pueden obtener respuestas cientificas a preguntas que, hasta la fecha, no tenian respuesta por
secuenciacion Illumina, desde dénde y cuando ocurre la transcripcion, hasta el plegamiento y
las interacciones intermoleculares que gobiernan la funcién del ARN (Garalde et al., 2018). Sin
embargo, por los inconvenientes que presentan estos protocolos mas avanzados (menor
rendimiento, mayor tasa de error y mayor coste), la metodologia propuesta por Illumina sigue
siendo la maés utilizada para la determinacién de DEG, cuando se evaltan dos condiciones
bioldgicas (Stark et al., 2019).

Los primeros experimentos de RNA-Seq demostraron su efectividad para determinar
DEG en una amplia gama de organismos y sistemas , incluidos Zea mays (Emrich et al., 2007),
Arabidopsis thaliana (Lister et al., 2008), Saccharomyces cerevisiae (Nagalakshmi et al.,
2008), Mus musculus (Mortazavi et al., 2008) y Homo sapiens (Cloonan et al., 2008; Marioni
etal., 2008). En el caso de las especies de abasto, la disminucion de los precios de secuenciacion
en la ultima década hizo que la metodologia de RNA-Seq se convirtiese en una herramienta
imprescindible para caracterizar los mecanismos bioldgicos que subyacen a fenotipos
complejos, facilitando la comprension de la regulacion genética del caracter de interés, y
permitiendo la identificacion de potenciales biomarcadores para una prediccion genética mas
precisa (Wickramasinghe et al., 2014). En concreto, en el ganado vacuno de carne, el estudio
del transcriptoma mediante la metodologia de RNA-Seq ha dado lugar a reducir la complejidad
a nivel genético y determinar genes clave para caracteres importantes como la calidad de carne,
salud, fertilidad y eficiencia alimentaria (Wickramasinghe et al., 2014; Tizioto et al., 2015).
Para caracteres cuyo fenotipo es dificil de medir, como la eficiencia alimentaria, encontrar
genes y mutaciones que puedan favorecer la seleccion de los animales en los rebafios
comerciales permitiria mejorar la eficiencia de la produccién y la sostenibilidad del sector. Sin
embargo, cada uno de estos estudios se realizan con animales de distintas poblaciones o razas,
sometidos a diferentes condiciones de manejo, e incluso utilizando diferentes tejidos (Kong et
al., 2016; Higgins et al., 2019; Lindholm-Perry et al., 2022). Lo que conlleva a obtener
resultados heterogéneos que no pueden aplicarse directamente a nivel global. En este sentido,
las revisiones sistematicas y los metaanalisis pueden ayudar a acotar los resultados obtenidos
por diversos estudios para determinar de forma mas precisa cuales son los genes implicados en
el caracter de interés. En concreto, las revisiones sistematicas intentan recopilar datos y estudios

que cumplan unos criterios de elegibilidad previamente establecidos con el fin de responder a



una cuestion de interés especifica (Sargeant et al., 2006). Las caracteristicas clave de una
revision sistematica son: (1) determinar un conjunto de objetivos claramente predefinidos para
los estudios; (2) una metodologia explicita y reproducible; (3) una busqueda sistematica que
intenta identificar todos los estudios que cumplen los criterios establecidos; (4) una evaluacion
de la validez de los resultados de los estudios incluidos; (5) y una presentacion y sintesis
coherentes de los resultados y las caracteristicas de los estudios utilizados (Lean et al., 2009).

OBJETIVOS

En base todo lo expuesto anteriormente, el presente Trabajo Fin de Grado (TFG) hatenido
dos objetivos fundamentales: (1) obtener una vision general de la situacion actual de la
investigacion sobre la eficiencia alimentaria en el ganado vacuno de carne utilizando la
metodologia de RNA-Seq, para lo que se ha realizado una una revision sistematica de estudios
previamente publicados, y (2) identificar genes y procesos biol6gicos que se encuentran
claramente asociados a la eficiencia alimentaria en el ganado vacuno de carne mediante el

analisis funcional de los resultados obtenidos a partir de la revisidn sistematica realizada.



3. MATERIAL Y METODOS

Los pasos seguidos para el desarrollo de este TFG se resumen de forma esquematica en

la Figura 1.

Busqueda en
PubMed

I

169 articulos 210 articulos
duplicados obtenidos

|

41 articulos
unicos

29 articulos no
cumplian los criterios
de busqueda

|

12 articulos para

lectura completa
(Tabla 2)

Identificacion de

DEG en comun:
203 genes <
candidatos
funcionales

1]

Figura 1. Flujo de trabajo que se ha seguido en el presente TFG.



3.1. Revisién Sistematica y Seleccién de Estudios

Los articulos utilizados en la revision sistematica se buscaron mediante el motor de

busqueda web PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), desarrollado por National
Center for Biotechnology Information (NCBI) y perteneciente a National Institutes of Health
(NIH). Los requerimientos de la busqueda consistieron en una combinacion de palabras clave
siguiendo el siguiente criterio: el TERMINO 1 se corresponde con la eficiencia alimentaria y
los indices utilizados para el caracter eficiencia alimentaria explicados en la introduccion, el
TERMINO 2 con términos relacionados con el ganado bovino y el TERMINO 3 con la
metodologia de RNA-Seq. Los términos utilizados para la realizacion de la revision sistematica

se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Términos empleados para la blsqueda sistematica. Los terminos de busqueda fueron agrupados segun la
tematica en TERMINO 1 (eficiencia alimentaria), TERMINO 2 (ganado bovino) y TERMINO 3 (RNA-Seq).

TERMINO 1 TERMINO 2 TERMINO 3
Feed efficiency Cattle RNA-seq
RFI Cow RNA seq
FCR Livestock RNA sequencing
Beef High throughput sequencing

Las busquedas se hicieron combinando cada uno de los términos de blusqueda mediante
la funcion booleana “AND” (TERMINO 1 “AND” TERMINO 2 “AND” TERMINO 3). En el
motor de busqueda se selecciond la opcion “Title/Abstract”, para que mostrara aquellos
articulos que presentaran todos los términos en el titulo o en el resumen. Se obtuvieron un total

de 64 combinaciones por asociacion de todos los términos para realizar la busqueda en PubMed.

Una vez realizada la busqueda se realizd un filtrado de los resultados. Se eliminaron
aquellos articulos que aparecian repetidos. También se filtraron y se seleccionaron aquellos
articulos que tuvieran relacion con el objetivo de la revision sisteméatica mediante la lectura de
los resimenes. En concreto, se seleccionaron aquellos que se hubieran realizado sobre ganado
bovino, que estuvieran relacionados con la produccién de carne, que hubieran realizado un
analisis de expresion de genes mediante secuenciacion de ARN, y que incluyeran genes
expresados diferencialmente entre ganado de alta y baja eficiencia alimentaria. Los articulos
gue reunian todas las caracteristicas mencionadas se seleccionaron para un paso de revision del

texto completo.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

3.2.  Identificacion de los Genes Compartidos

Debido a que la codificacion de los genes en los diferentes estudios era heterogénea, el
primer paso fue convertir la identificacion de todos los genes de los diferentes estudios a una
Unica anotacion. Para ello se decidio renombrar todos aquellos genes que tenian el identificador
de la base de datos Ensembl con el simbolo de la base de datos HGNC (HUGO Gene

Nomenclatur Commitee - https://www.genenames.org/), denominado “Gene name” en Ensembl

(Cunningham et al., 2022). Para realizar este paso, se utilizO la herramienta “Biomart”
perteneciente a “Ensembl” (Cunningham et al., 2022), con las siguientes opciones: Dataset

=“Cow genes”, Filters="Gene stable 1Ds”, Atributtes="Gene stable ID” y “Gene name”.

Con el objetivo de determinar aquellos genes mas importantes en relacién al caracter
eficiencia alimentaria, denominados genes candidatos funcionales, el siguiente paso consistid
en identificar aquellos genes que fueron identificados como DEG por més de un estudio. Para
ello se utilizo la herramienta de Microsoft “Excel”. Primero se eliminaron aquellos genes
duplicados dentro del mismo estudio con la funcion “Quitar duplicados”. Posteriormente, para
determinar aquellos genes que aparecian como minimo en dos estudios, se utilizé la funcion
“Resaltar reglas de celdas: Duplicar valores” dentro del menu “Formato condicional”. Con
esto conseguimos que las celdas de aquellos genes que aparecen identificados por mas de un
estudio se coloreen de rojo. A continuacion, mediante la opcion “Filtro” ordenamos los genes
dentro de cada estudio en funcién del color de la celda. De esta manera podemos tener

agrupados todos los genes duplicados dentro de cada estudio para poder seleccionarlos.

A continuacién, se utilizd la formula de Excel “=CONTAR.SI(rango, criterio)”
seleccionando para el rango la lista completa de los genes marcados en rojo, y en criterio el gen
que se quiere contar para determinar cuéles son los genes que mas se repiten entre los estudios

y que, por lo tanto, serdn mas relevantes.

3.3.  Analisis de Enriguecimiento Funcional

Tras obtener los genes candidatos funcionales, se realizaron varios analisis de
enriquecimiento funcional con el proposito de identificar los procesos bioldgicos asociados a
la eficiencia alimentaria. Para ello, se utilizd la herramienta de analisis funcional WEB-based
GEne SeT AnaLysis Toolkit (WebGestalt, https://www.webgestalt.org/) (Liao et al., 2019). A

través de la opcion “Over-Representation Analysis” y utilizando “Bos taurus” como especie de
interés, se realizo un analisis de enriquecimiento funcional frente a las tres bases de datos de

Ontologia génica (“GO-Biological Process”, “GO-Molecular Function” y “GO-Cellular

8


https://www.genenames.org/
https://www.webgestalt.org/

component”) y también frente la base de datos de rutas metabdlicas “Reactome”. Para llevar a
cabo estos analisis se emplearon los parametros por defecto y seleccionando como
significativos aquellos términos que tenian p-value corregido para test maltiples (FDR, del
inglés False Discovery Rate by the Benjamini-Hochberg method) inferior a 0.05. Los resultados
de los distintos analisis fueron simplificados para eliminar aquellos términos redundantes
mediante la opcion “Affinity propagation”, que agrupa los conjuntos de genes con el indice de
Jaccard como medida de similitud e identifica automaticamente el término representante para

cada conjunto términos similares dando prioridad al que tiene un FDR mas significativo.
4, RESULTADOS

4.1.  Estudios Identificados Mediante la Revision Sistemética y Genes Candidatos

Funcionales para el Caracter Eficiencia Alimentaria en el Ganado Vacuno de Carne

Tal y como se puede observar en la Figura 1, al realizar la revision sistematica con los
términos establecidos, se encontraron un total de 210 articulos, de los cuales 169 eran repetidos.
De los 41 articulos restantes se descartaron un total de 29 por no ser de interés, al no encajar
con los objetivos seleccionados para la revision sistematica. Los motivos de descarte de los
articulos fueron: estar realizados sobre la microbiota del rumen de los animales; estar enfocados
en la produccion de leche; estar realizados sobre ARN largo no codificante (InNcRNA), ARN
mitocondrial (MiIRNA) o ARN circular (circRNA); centrarse en la identificacion de
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP); centrarse en la busqueda de variantes
potencialmente funcionales; o realizarse sobre otras especies animales (ratones, cerdos,
corderos, aves de corral o cabras). Ademas, se descarto el estudio de Khansefid et al. (2017)
por no estar disponible la lista de DEG.

Finalmente se consideraron 12 articulos que encajaban con los requisitos establecidos
para la busqueda sistematica. De estos, se obtuvieron genes expresados diferencialmente entre
grupos de animales con alta eficiencia alimentaria (bajo RFI) y baja eficiencia alimentaria (alto
RFI). En la Tabla 2 se incluyen los articulos considerados para la elaboracion de este TFG, en
ella ademas se resume el disefio experimental de cada uno de los estudios, el nimero de DEG
que se obtuvo de cada uno, el numero de genes expresados diferencialmente que se repite con

algun otro estudio de los seleccionados y la proporcion de los genes repetidos.

Entre todos los estudios se obtuvieron un total de 2490 DEG cuando se comparaban datos

de RNA-Seq de animales con alta y baja eficiencia alimentaria. La media de genes



diferencialmente expresados por estudio fue de 207.5 (SD=147.89). El articulo con mayor
nimero de genes diferencialmente expresados entre animales de alta y baja eficiencia
alimentaria fue el de Weber et al. (2016), en el que se analizaron muestras de 16 animales de
diferentes tejidos, en concreto hipdfisis, musculo esquelético, higado, tejido adiposo visceral y
duodeno. La media de DEGs en comin con otros articulos identificados por estudio fue 36.08
(SD=19.19). El articulo con el mayor nimero de genes en comun con otros estudios también
fue el de Weber et al. (2016). Sin embargo, cuando miramos el porcentaje de genes en comun
con otros estudios considerados en el TFG, teniendo en cuenta el nimero de DEG identificados
por cada uno de ellos, los que mayor proporcion de genes en comun presentaron fueron el de
Lindholm-Perry et al. (2022) (83 DEG; 45,78% de genes en comun) y el de Kong et al. (2016)
(122 DEGs; 39,34% de genes en comun). Ambos se realizaron utilizando como muestra
bioldgica para el estudio del transcriptoma el tejido del rumen de vacas procedentes del cruce
entre las razas Angus y Hereford. Los que menor proporcién de genes duplicados presentan,
con valores muy parecidos, son los estudios de Yang et al. (2021) (331 DEG; 12,69% genes en
comun), Chen et al. (2021) (171 DEG; 12,87% en comun) y Keel et al. (2018) (62 DEG,;
12,90% en comun). Estos estudios se realizaron sobre distintos tipos de tejidos de distintas
razas. En concreto, el estudio de Yang et al. (2021) se realiz6 sobre tejido de duodeno de toros
Qinchuan; el de Chen et al. (2021) se realiz6 sobre muestras de tejidos de glandula adrenal,
hipotdlamo, higado, musculo esquelético e hipofisis de toros Bos indicus; y el de Keel et al.
(2018) se realiz6 sobre muestras de tejido muscular Longissimus dorsi de novillos procedentes
del proyecto USMARC de evaluacién de germoplasma, en el cual se generan poblaciones que
poseen un alto porcentaje de las razas mas importantes de Estados Unidos, como son Angus,

Beefmaster, Brahman, Brangus y Charolais, entre otras.

Del total de DEG, un total de 203 genes estaban presentes, al menos, en dos de los
articulos utilizados en la revision sistematica, y se consideran como genes candidatos
funcionales. En la Tabla 3 se muestran todos los genes mencionados con su respectivo nimero
de repeticiones. De ellos, 23 genes estaban repetidos en tres de los trabajos considerados, y
otros dos genes, en concreto el MAPK1 y TUBA4A, se identificaron como DEG en cuatro de
los estudios analizados en este TFG. EI gen MAPK1 se encontro en los estudios de Lindholm-
Perry et al. (2022), Kong et al. (2016), de las Heras-Saldana et al. (2019) y Weber et al. (2016).
El gen TUBA4A se encontrd en los estudios de Serna-Garcia et al. (2023), Higgins et al. (2019),
Lindholm-Perry et al. (2022) y Kong et al. (2016).
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Tabla 2. Resumen de los articulos considerados después de la revision sistematica sobre el caracter eficiencia

alimentaria en ganado vacuno de carne utilizando la metodologia RNA-Seq.

ESTUDIO

Yang et al. (2021)

Zhou et al. (2022)

de Limaet al.
(2020)

Weber et al.
(2016)

Higgins et al.
(2019)

Chen et al. (2021)

Keel et al. (2018)

Lindholm-Perry
et al. (2022)

Tizioto et al.
(2015)

Serna-Garcia et
al. (2023)
Kong et al. (2016)

de las Heras-
Saldana et al.
(2019)

DISENO EXPERIMENTAL

10 toros Qinchuan (5 H-FE y 5 L-FE) para
extraccion de ARN de tejido del duodeno. Tras
el control de calidad y el alineamiento se
escogieron 6 de los animales (3 de cada grupo)
y se usaron para el andlisis de DEGs.

Se usaron 8 vacas Angus (AN), 6 Charolais
(CH) y 8 Kinsella Composite (KC). Analisis
transcriptomico  sobre  tejido  adiposo
subcuténeo.

Se usaron 192 muestras de novillos de la raza
Bos indicus para secuenciacion de ARN de
Longissimus thoracis.

Se recolectaron muestras de hipofisis, musculo
esquelético, higado, tejido adiposo visceral y
duodeno. Se partieron de 2 toros Angus, de los
cuales se utilizaron 8 descendientes de cada
uno para el estudio.

Estudio realizado sobre 90 vacas raza
Charolais (CH) y 77 raza Holstein-Friesian
(HF). Realizado en tres fases dietéticas
distintas sobre tejido hepatico. Solo se han
tomado los datos de la parte de las vacas
Charolais.

Se utilizaron tejidos de glandula adrenal,
hipotdlamo, higado, musculo esquelético e
hipofisis de 18 toros Bos indicus (9 H-FE y 9
L-FE).

Se utilizaron 80 novillos para RNA-seq de
musculo Longissimus dorsi. Estos eran una
mezcla de numerosas razas.

Se utilizaron 18 vacas Hereford x Angus (9 h-
FE y 9 L-FE) para un analisis transcriptomico
de tejido del rumen.

Se utilizaron 20 terneros Bos indicus que
fueran genéticamente divergentes para el RFI
para obtener muestras de higado y realizar
RNA-seq.

Secuenciacion de ARN de muestras hepaticas
de 24 vacas Nellore (12 H-FE y 12 L-FE).

Se utilizaron 18 vacas Angus x Hereford (9 H-
FE y 9 L-FE) para analizar el transcriptoma de
tejido del rumen.

Se utilizaron 27 toros Angus con distintos RFI
para analisis de muestras hepéticas. Se usaron
25 toros L-FE y 22 H-FE para biopsias de
musculo semitendinoso. Se utilizaron 25
novillos y 27 novillas para biopsia hepética y
muestras sanguineas.

DEGs

331

242

390

506

319

171

62

83

112

88

122

64

DEGs EN COMUN

42

41

58

71

48

22

38

29

19

48

10

% GENES EN
COMUN
12.69

16.94

14.87

14.03

15.05

12.87

12.90

45.78

25.89

21.59

39.34

15.63
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Tabla 3. Listado de los genes diferencialmente expresados (Gene Name) que se repiten entre dos 0 mas de los
estudios de RNA-Seq considerados en este TFG sobre eficiencia alimentaria en el ganado vacuno de carne.

SIMBOLO | REPS* SIMBOLO REPS* | SIMBOLO | REPS* | SIMBOLO | REPS* [ SIMBOLO | REPS*
TUBA4A 4 ATP6AP1 2 FGFR3 2 MIER1 2 RPS18 2
MAPK1 4 B2M 2 FGG 2 MRC2 2 RRAGD 2
CFL1 3 BDH1 2 FKBP5 2 MSN 2 RUVBL1 2
COL1A1 3 BOLA-DQB 2 FNBP1L 2 MT1A 2 S100A14 2
DNM2 3 CI1QA 2 FSTL1 2 MYADM 2 SARDH 2
FADS2 3 CA3 2 FSTL3 2 MYOM1 2 SENP7 2
FAM13A 3 CCAR1 2 G0S2 2 NAT15 2 SH3D19 2
EN1 3 CDI1E 2 GABARAP 2 NBEAL1 2 SH3GLB2 2
FOLR?2 3 CD34 2 GADD45G 2 NKD2 2 SLC16A7 2
GPD1 3 CD52 2 GNB1 2 NROB2 2 SLCO4A1 2
HSPB1 3 CFH 2 GPC3 2 NR1D1 2 SMAD1 2
ILIRN 3 CHST13 2 GPRC5A 2 NTS 2 SOAT2 2
ITM2B 3 CKB 2 GSN 2 OLFM1 2 SOST 2
METRNL 3 CL43 2 GSTO1 2 P4HAL 2 SPTSSB 2
NPC2 3 COL1A2 2 HDHD3 2 PARVG 2 SQLE 2
PAK1 3 CTGF 2 HGS 2 PCBP2 2 SREBF2 2
PI16 3 CTSS 2 HOPX 2 PCDH18 2 TAGLN2 2
RPS15 3 CTSZ 2 HP 2 PCSK5 2 TCIRG1 2
S100A11 3 CXCL14 2 HS1BP3 2 PDXK 2 TECR 2

SH3BGRL3 3 CYB5D2 2 HTRA3 2 PIEZO1 2 TF 2
SH3GL1 3 CYBB 2 IMPAL 2 PIPOX 2 TGM2 2
SPON2 3 DCN 2 IRF5 2 PLP2 2 THBD 2
TMSB10 3 DDAH2 2 ISLR 2 PLXND1 2 TLR5 2
TPM2 3 DDR2 2 ITGA5 2 PM20D1 2 TMEMS54 2
VIM 3 DES 2 ITIHS 2 POLR3A 2 TMSB4 2
A2M 2 DMGDH 2 JCHAIN 2 PRUNE2 2 TTR 2
ACLY 2 DNAJB1 2 JUN 2 PSMB5 2 TUBB4B 2
ACOT12 2 EEF2 2 KCNT2 2 PSMB6 2 u2 2
ACTA2 2 EGLN3 2 LDB3 2 PTBP3 2 UACA 2
ACTB 2 EIF3H 2 LIMA1 2 PTPN12 2 UBA52 2
ADD3 2 EMP3 2 LUM 2 RARRES1 2 ULBP3 2
ALB 2 | ENSBTAG00000027075 | 2 LY6G6C 2 REG3G 2 USP53 2
ANXA1 2 EPB41L3 2 LY9 2 RGS16 2 VASN 2
ANXA13 2 ERRFI1 2 LYPD3 2 RHOG 2 YPEL3 2
APBBLIP 2 FABP1 2 MALL 2 RNASE4 2 ZDHHC3 2
APP 2 FAIM2 2 MAN2B1 2 RNASE6 2 ZDHHC5 2

ARHGAP31 2 FAM173A 2 MCM2 2 ROBO2 2 ZNF750 2
ASB2 2 FBLIM1 2 ME1 2 RPL13 2 ZPR1 2
ASCL1 2 FGA 2 MFAP5 2 RPL17 2 ZWINT 2
ASIP 2 FGF7 2 MFSD2A 2 RPL18A 2
ATP2B4 2 FGFR1 2 MGAT5 2 RPL19 2

*Reps= numero de articulos en los que el gen se ha identificado como diferencialmente expresado entre animales
de alta y baja eficiencia alimentaria.
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4.2. Términos de Ontologia Génica y Rutas Bioldgicas Asociadas al Caracter

Eficiencia Alimentaria en el Ganado VVacuno de Carne.

El analisis de enriquecimiento funcional realizado con WebGestalt, utilizando los 203
genes candidatos funcionales, identificd términos significativos en dos de las tres categorias de
ontologia génica. Ademas, se obtuvieron resultados significativos en el analisis realizado para
las rutas biologicas utilizando la base de datos “Reactome”. Para la categoria de ontologia
génica “GO: Biological Process” se identificaron 10 términos enriquecidos, tras reducir la
redundancia de resultados mediante la metodologia “Affinity Propagation” se identificaron 3
términos (Tabla 4). Los dos mas significativos por presentar un valor de FDR maés bajo (0,005)
fueron la organizacion supramolecular de fibras (19 genes) y la respuesta a estimulos endgenos

(27 genes).

Tabla 4. Resultado del analisis de enriquecimiento funcional realizado con el programa WebGestalt para la base
de datos “Gene Ontology” y la categoria “GO: Biological Process”.

GENES

IDENTIFICADOR  pescripion. ENEC pvaLUE FoR SIMBOLO DE LOS GENES DEL

DEL TERMINO DATASET DATASET

(INPUT)
GO:0097435  Supramolecular 19 1.78E-06 0.00515676 CFL1, COL1Al, PAKL,
fiber TMSB10, TPM2, VIM, ACTA2,
L ADD3, APP, COL1A2, DCN,
DDR2, DES, GSN, LIMAL,
LUM, MFAPS5, RHOG, TMSB4
G0:0009719 Response to 27 2.32E-06 0.00515676 MAPK1, COL1Al, FOLR2,
endogenous GPD1, ILIRN, PAK1, VIM,
stimulus ANXAL, APP, ASIP, COL1A2,
CTSS, FGF7, FGFR1, FSTL3,
GNB1, GPC3, JUN, MSN,
NROB2, NR1D1, REG3G,
RRAGD, SMAD1, SOST,
TMSB4, ZPR1

G0:0030335 Positive 13 3.23E-05 0.03613629 COLI1AL, FN1, PAK1, ANXAL,
regulation of APP, CXCL14, DDR2, FGF7,
cell migration FGFR1, JUN, MGATS,

S100A14, TMSB4
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Para la categoria de ontologia génica “GO: Cellular component” se identificaron un total
de 18 téminos significativos (FDR<0.05). Tras reducir la redundancia de los resultados por
“Affinity Propagation” se obtuvieron 5 términos relacionados con los componentes celulares
que se detallan en la Tabla 5. El término mas significativo de todos, por presentar un valor
FDR menor (4,76E-06) es “parte de la region extracelular”, con un total de 33 genes agrupados

dentro de este término.

Tabla 5. Resultado del anélisis de enriquecimiento funcional realizado con el programa WebGestalt para la base
de datos “Gene Ontology” y la categoria “GO: Cellular component” .

GENES
IDENTIFICADOR . EN EL SIMBOLO DE LOS GENES DEL
DEL TERMINO DESCRIPCION DATASET FVALUE FOR DATASET
(INPUT)
G0:0044421 Extracellular 33 1.07E-08  4.76E-06  COL1A1, FN1, ILIRN,
region part ITM2B, METRNL, NPC2,
PI116, A2M, ALB, ANXAL,
APP, CKB, CL43, COL1A2,
CTSS, CTSZ, DCN, FGA,
FGG, FSTL3, GPC3, GSN,
HP, JCHAIN, LUM, MFAPS,
PM20D1, REG3G, RNASES,
SOST, TF, TMSB4, TTR
GO0:0005925  Focal adhesion 8 1.85E-05 0.00329887 PAK1, ACTB, FBLIM1, GSN,
ITGAS, LIMAL, MSN, PARVG
G0:0044420 Extracellular 4 471E-05 0.00512733 COL1A1, COL1A2, LUM,
matrix MEAP5
component
G0:0022626 Cytosolic 7 2.55E-04 0.01622047 RPS15, RPL13, RPL17,
ribosome RPL18A, RPL19, RPS18,
UBA52
G0:0005764 Lysosome 10 9.06E-04 0.04638632 NPC2, CTSS, CTSZ, CYBB,

GABARAP, GPC3, HGS,
MAN2B1, RNASE6, RRAGD
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Para la categoria de ontologia génica “GO: Molecular function” no se identificaron

términos significativos (FDR<0.05).

Para la categoria de rutas metabolicas “Reactome” se identificaron un total de 15 términos
significativos (FDR<0.05). Tras reducir la redundancia de los resultados por “Affinity
Propagation” quedaron 4 términos relacionados con rutas metabolicas de “Reactome” que se
representan en la Tabla 6. De todos los términos, el mas significativo por tener un valor de
FDR menor (0.0045221) es “la activacion, sefializacion y agregacion plaguetaria”, con un total

de 12 genes agrupados dentro de este término.

Tabla 6. Resultado del analisis de enriquecimiento funcional realizado con el programa WebGestalt para la base
de datos “Pathway” y la categoria “Reactome”.

~ R-BTA-76002  Platelet 12 1.15E-05 0.0045221 TUBA4A, COL1A1, FN1,
activation, A2M, ALB, APBBLIP, APP,
signaling and COL1A2, GNBI, ISLR,

aggregation RHOG, TAGLN2
R-BTA-168249 Innate Immune 23 5.12E-05 0.01177709 FOLR2, NPC2, PAK1, ACLY,
System APP, B2M, CI1QA, CTSS,

CYBB, EEF2, FGG, GSN,
JUN, MAN2B1,  PDXK,
PSMBS5, PSMB6, REG3G,
RHOG, RNASES, TTR,
TUBB4B, UBA52

R-BTA- Post-translational 7 1.42E-04 0.02080953 FN1, ALB, APP, FGG, FSTL1,
8957275 protein FSTL3, GPC3
phosphorylation
R-BTA-76009 Platelet 4 2.71E-04  0.02902471 COL1Al1, FN1, APBBLIIP,
Aggregation COL1A2

(Plug Formation)

15



5. DISCUSION

La caracterizacion de la base genética de caracteres productivos econémicamente
importantes para el sector ganadero es de gran utilidad, tanto para comprender la biologia
subyacente a estos fenotipos, como para la seleccion como reproductores de aquellos animales
con mayor valor genético. En este sentido, en los ultimos afios han aumentado el nimero de
estudios que utilizan la metodologia de RNA-Seq para identificar genes y marcadores asociados
a una mayor eficiencia alimentaria en numerosas especies de ganado (Boutinaud y Jammes,
2002; Toral et al., 2016; Carmelo y Kadarmideen, 2020; Xiao et al., 2021).

Si bien el coste de las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion sigue
disminuyendo, los estudios de RNA-Seq realizados en las especies de abasto se siguen
realizando con un nimero reducido de muestras debido a limitaciones econdmicas. Esto hace
que disminuya la potencia en la deteccion de DEG (Keel y Lindholm-Perry, 2022). En este
sentido, la utilizacién de metodologias como las revisiones sisteméticas o los metaanalisis
pueden ayudar a identificar los DEG que subyacen a fenotipos complejos, mediante la
integracion de resultados realizados en distintas poblaciones, o bajo diferentes condiciones

ambientales.

En esta revision sistematica, es de destacar la heterogeneidad de tejidos utilizados por los
diferentes autores para determinar la eficiencia alimentaria del ganado vacuno para produccion
de carne. En concreto, 6 estudios utilizaron muestras de tejido hepéatico, 5 muestras de tejido
muscular de distintas ubicaciones (principalmente Longissimus dorsi), 2 muestras tisulares de
duodeno, 2 muestras de tejido adiposo, 2 muestras de tejido de la hipdfisis, 2 muestras de tejido
del rumen, 1 muestras de tejido de la glandula adrenal, 1 muestras de tejido del hipotalamo y 1
muestras sanguineas. Ademas, dentro de los estudios seleccionados para el TFG, hubo 3
estudios que se realizaron sobre varios tipos de tejido (Weber et al., 2016; Chen et al., 2021; de
las Heras-Saldana et al., 2019). Debido a la complejidad del caracter eficiencia alimentaria,
todos los tejidos seleccionados pueden considerarse como relevantes para el caracter. En
concreto, el higado es importante por sus funciones metabdlicas (Reynolds, 1992). Este 6rgano
participa en procesos fisiologicos, como la respuesta inmune, el metabolismo de la glucosa y el
metabolismo de lipidos (Nafikov y Beitz, 2007); la biosintesis de proteinas y funciones
detoxificantes (Trefts et al., 2017). Ademas, es el 6rgano encargado de repartir los nutrientes a
otros oOrganos, tanto para produccion como para mantenimiento, y es el encargado de la
gluconeogénesis (Lawrence et al., 2012). Se ha visto que es un organo fundamental en el

metabolismo de los xenobioticos (Bjorkholm et al., 2009). En el caso de la eficiencia
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alimentaria, estudios en el transcriptoma y proteoma del higado han demostrado que los
animales con baja eficiencia alimentaria presentan alteraciones en el metabolismo lipidico
hepatico y una mayor carga bacteriana, lo que conduce a un desequilibrio homeostatico celular,
que culmina en estrés oxidativo. Por lo tanto, estos animales presentan un mayor gasto
energeético para mantener la homeostasis del organismo, utilizando la energia que podria haber
sido particionada para el aumento de peso corporal (Alexandre et al., 2015; Fonseca et al.,
2019). En relacion a la respuesta inmune en el higado, se ha visto que en animales de raza
Nellore y de raza Angus los animales mas eficientes tienen una mayor respuesta inmune que
los animales menos eficientes (Weber et al., 2016; Alexandre et al., 2015). Sin embargo, otro
estudio sefiald que los terneros mas eficientes respondian menos a estimulos proinflamatorios
hepaticos basandose en la expresion diferencial de genes modulados por interferones en el
higado, en concreto se observaba que los marcadores inflamatorios estaban reducidos y un
incremento de la fosfatasa alcalina (Paradis et al., 2015). Por otro lado, el tejido muscular es
importante ya que la hipertrofia muscular es un carécter de interés que estéa relacionado con la
eficiencia alimentaria. EI musculo esquelético es el responsable del 25% del requerimiento de
energia de mantenimiento debido a su tamafio y su rol en la produccién de energia (Kelly et al.,
2013). Este tejido influye en el intercambio de proteinas activado mediante vias de sefializacion
dependiendo de las condiciones fisioldgicas y patoldgicas (Costamagna et al., 2015) y en el
metabolismo de las grasas, ya que la eficiencia alimentaria esta directamente relacionada con
el uso de energia (Herd y Arthur, 2009). Ademas, en estudios realizados con este tejido se
identificaron elementos reguladores de la expresidén génica vinculados a genes importantes
asociados con el caracter eficiencia alimenticia (de las Heras-Saldana et al., 2019). En cuando
a la expresién de genes de respuesta inmune, los resultados que se encuentran en la literatura
son controvertidos, pero en general activar los procesos inmunitarios es un proceso
energéticamente costoso, que se supone que reduce la eficiencia alimentaria de los animales
debido a la priorizacion de los nutrientes hacia los procesos relacionados con la inmunidad
(Horodyska et al., 2018a). EI duodeno es importante en la eficiencia alimentaria porque es de
vital importancia para la absorcion de glucosa (Zhong et al., 2020), grasa (Everard et al., 2019),
vitamina B (Wang et al., 2019), calcio (Moine et al., 2018), zinc (Zhong et al., 2020), y hierro
(Andrews, 2008). Por otro lado, el tejido adiposo es de importancia en el estudio de la
eficiencia alimentaria porque aquellos animales que presentan peor eficiencia alimentaria son
los que presentan grandes cantidades de grasa depositada de forma subcutanea (Soret et al.,
2016). La grasa subcutanea afecta a la calidad de la carne y, ademas, es el lugar prioritario para

la lipogénesis (Guo et al., 2017). Sin embargo, en el estudio de Zhou et al. (2022), el marmoleo
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y el grosor de la capa de grasa subcutanea entre grupos de alta y baja eficiencia alimentaria era
bastante similar, la diferencia se encontraba en los acidos grasos que la componian. Otro de los
tejidos con marcada relevancia para el estudio de la eficiencia alimentaria es el rumen. La
mucosa ruminal interacciona directamente con el alimento, las poblaciones microbianas y los
productos de las fermentaciones, y cualquier cambio que afecte a su capacidad para captar
nutrientes afecta a la eficiencia alimentaria (Lindholm-Perry et al., 2022). Ademas, este tejido
es el encargado de producir acidos grasos de cadena corta, que constituyen el 80% de los
requerimientos energeticos del animal (Kong et al., 2016). Se vio que en aquellos animales con
una eficiencia alimentaria menor, la renovacion de células de las papilas del rumen y de la
mucosa era menor que en aquellos animales en los que la eficiencia alimentaria era mayor
(Lindholm-Perry et al., 2022). También, las diferencias en la capacidad del epitelio del rumen
para absorber acidos grasos de cadena corta podria estar asociado con la eficiencia alimentaria
(Kong et al., 2016). Ademas, se ha observado una diferencia en las poblaciones microbianas
del rumen entre animales de alta y baja eficiencia alimentaria (Guan et al., 2008). De hecho, el
epitelio del rumen es altamente metabdlico porque contiene una alta densidad de mitocondrias
en el estrato de la capa basal (Graham y Simmons, 2004) y metaboliza una gran proporcion de
los &cidos grasos de cadena corta (Sehested et al., 1999). También se han realizaron estudios
sobre muestras de tejido de la glandula adrenal, del hipotalamo y de la hipofisis o glandula
pituitaria, ya que estos drganos pertenecen al eje hipotalamo-hipéfisis-glandula adrenal, que
se encarga de regular procesos como el hambre y la saciedad, la homeostasis energética e
hidrica, el estrés, la respuesta inmune y las actividad fisica y sexual (Alexandre et al., 2019).
Ademas, Chen et al. (2021) demuestra que existen diferencias claras en el patron de expresion
génica en hipofisis entre animales de alta eficiencia alimentaria y baja eficiencia alimentaria, y
sugieren que podria ser un buen tejido diana para estudiar este caracter. Las muestras de sangre
se utilizaron para ver la concentracion de metabolitos como acido betahidroxibutirico (BHB),
glucosa e insulina, las cuales no difirieron entre grupos de alta y baja eficiencia alimentaria. Sin
embargo, si que se observo diferencia en la concentracion de urea en sangre entre las muestras
procedentes de grupos de alta y baja eficiencia alimentaria, siendo mayor en aquellos de baja
eficiencia (Lage et al., 2020). Esto puede deberse a un mayor catabolismo de aminoacidos en
aquellos animales menos eficientes. En este trabajo la mayor proporcion de genes en comun se
encontré en los estudios de Lindholm-Perry et al. (2022) (83 DEG; 45,78% de genes en comun)
y el de Kong et al. (2016) que utilizaban el rumen como tejido de referencia. Por otro lado, los
tejidos con menor nimero de DEGs fueron los de Keel et al. (2018) y de las Heras-Saldana et

al. (2019) que utilizaban muestras de masculo.
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En lo referente al indicador de eficiencia alimentaria, todos los estudios seleccionados
utilizaron como caracter indicador el RFI, a excepcion del estudio de de Lima et al. (2020) que
ademas del indice RFI, utilizo la ganancia diaria promedio (ADG), el consumo de materia seca
(DMI), el FCR, el indice de Kleiber (KI), el peso corporal metabolico (MBW), y la tasa de
crecimiento relativa (RGR). EI RFI es un caracter indicador que necesita un elevado nimero de
muestras para su estimacién de forma precisa, al estimarse mediante un modelo de regresion.
A este respecto, debemos mencionar la importancia del nimero de muestras analizadas (entre
otros factores también importantes como la varianza intragrupo) para la potencia de un
experimento. EI numero de muestras influye tanto para la estimacion del RFI, como para el
andlisis de RNA-Seq. En concreto, en el estudio de Weber et al. (2016), con el mayor nimero
de DEG, se parte de 16 toros de los que se extraen muestras de multiples tejidos (hipofisis,
musculo, higado, tejido adiposo y duodeno). En los estudios de Higgins et al. (2019) y de Lima
et al. (2020), también con un alto nimero de DEG, se utilizaron un gran numero de ejemplares
para extraer las muestras (90 y 192 respectivamente). Otro factor que influye en el nimero de
DEG identificados por los distintos estudios es el umbral estadistico elegido en el anélisis de
expresion diferencial. Por ejemplo, en el estudio de Higgins et al. (2019) se seleccionan los
genes con FDR<0.1 y en el de Kong et al. (2016) se seleccionaron aquellos con FDR<0.05, por
lo que el primer estudio que tiene un umbral de significacion menor tienes méas DEG que el
segundo (319 vs. 122 DEG).

Dentro de los 203 genes candidatos funcionales (aquellos DEG encontrados en comin
por mas de 2 de los estudios considerados en la revision sistematica propuesta en este TFG)
cabe destacar los genes MAPK1 y TUBA4A, ya que fueron identificados en 4 estudios sobre la

eficiencia alimentaria en el ganado vacuno utilizando RNA-Seq.

El gen MAPK1 codifica para la protein-quinasa 1 activada por mitégeno (MAPKZ1). Este
se ha encontrado diferencialmente expresado en los estudios de Lindholm-Perry et al. (2022),
Kong et al. (2016), de las Heras-Saldana et al. (2019) y Weber et al. (2016). Tanto el estudio
de Lindholm-Perry et al. (2022) como el de Kong et al. (2016) fueron realizado sobre tejido del
rumen de vacas resultantes del cruce de las razas Angus y Hereford. El estudio de de las Heras-
Saldana et al. (2019) fue realizado sobre muestras de tejido hepatico, misculo y muestras
sanguineas. El estudio de Weber et al. (2016) se realiz6 sobre muestras de hipéfisis, masculo
esquelético, higado, tejido adiposo visceral y duodeno de toros Angus. En relacion a la
eficiencia alimentaria, la expresion del gen MAPK1 se asocia a animales con alta eficiencia

alimentaria. Kong et al. (2016) sefialan que la sobreexpresion de este gen en el grupo de alta
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eficiencia alimentaria puede estar relacionado con su papel en la migracion celular a través de
la modulacion de la adhesion intercelular y la regulacion del citoesqueleto de actina.
Dependiendo del contexto celular, la proteina MAPK1 interviene en distintas funciones
bioldgicas como el crecimiento celular, la adhesion celular, la supervivencia celular y
diferenciacion celular a través de la regulacion de la transcripcion, traduccion y reordenamiento
del citoesqueleto, ademas tiene un papel fundamental en la migracion celular (Huang et al.,
2004; Yue y Lodpez, 2020). Esto sugiere que la expresion de genes relacionados con la
modulacion de la fuerza de adhesion intracelular, organizacion del citoesqueleto y rutas de
sefializacion de migracion celular estd vinculada con una mayor movilidad celular y
remodelacion dindmica en el epitelio de animales con mayor eficiencia. Esto puede ayudar a la
creacion de uniones entre células que mejoren la permeabilidad celular para la absorcion de
nutrientes en el intestino (Kong et al., 2016). También se observé que aquellos animales con
un RFI bajo tienen una mejor morfologia tisular, esto implica cambios en el nimero, tamafio,
forma, posicion y expresion de genes de las células con el fin de desarrollar y mantener el tejido
(Heisenberg y Bellaiche, 2013).

El otro DEG que se encontré en cuatro de los estudios considerados en la revision
sistematica realizada fue el gen TUBA4A. Este gen codifica para la tubulina alfa 4a. Se ha
encontrado diferencialmente expresado en los estudios de Serna-Garcia et al. (2023), Higgins
et al. (2019), Lindholm-Perry et al. (2022) y Kong et al. (2016). Los estudios de Lindholm-
Perry et al. (2022) y de Kong et al. (2016) fueron realizados sobre muestras de tejido del rumen
de vacas cruce de las razas Angus y Hereford. Los estudios de Serna-Garcia et al. (2023) y
Higgins et al. (2019) fueron realizados sobre muestras de tejido hepatico de vacas Nellore y
Charolais, respectivamente. Se trata de un componente principal de los microtibulos, que son
unas estructuras cilindricas formadas por protofilamentos lineales asociados lateralmente
compuestos de heterodimeros de alfa y beta tubulinas (Drechsel y Kirschnert, 1994). Los
microtUbulos crecen por la adicion de dimeros de GTP-tubulinas al final del microttbulo, donde
se forma una tapa estabilizadora. Debajo de esta tapa, los dimeros de tubulina estan en un estado
de union a GDP, debido a la actividad GTPasa de la alfa tubulina (Drechsel y Kirschnert, 1994).
Se ha visto que este gen esta méas expresado en el epitelio del rumen de los animales mas
eficientes, apoyando la hipétesis de que los animales eficientes poseen una mejor organizacion
de la matriz extracelular (Kong et al., 2016). Sin embargo, Higgins et al. (2019) en su estudio
encontraron que este gen tiene una menor expresion en el higado para aquellos novillos con

mayor eficiencia alimentaria cuando se comparan con los de menor eficiencia, en animales
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alimentados con una dieta de pasto sin pastoreo (Baum y Georgiou, 2011). En el estudio de
Serna-Garcia et al. (2023) también se observé una expresion reducida de este gen en el higado
en los animales de alta eficiencia alimentaria. En el estudio de Lindholm-Perry et al. (2022) se
encontré una sobreexpresion de este gen en el rumen de los animales con una eficiencia
alimentaria alta. Atendiendo a los resultados de los estudios en los que aparece este gen, se
puede concluir que se encuentra sobreexpresado en el rumen de ganado vacuno de alta

eficiencia alimentaria, mientras que esta poco expresado en el higado de estos mismos animales.

Para identificar aquellos procesos y rutas biolégicas més significativas asociadas a la
eficiencia alimentaria en el ganado vacuno se realiz6 un analisis de enriquecimiento funcional
con los 203 genes candidatos funcionales utilizando las bases de datos de ontologia génica, con
sus tres categorias (procesos biologicos, componentes celulares y funciones moleculares), y la
base de datos de rutas metabdlicas Reactome. Dentro de la categoria procesos bioldgicos (GO:
Biological Process) en el andlisis de ontologia génica, uno de los términos mas enriquecidos
fue la “organizacion supramolecular de fibras”. En base a la revision bibliografica realizada,
este término concreto no ha sido encontrado articulos sobre la eficiencia alimentaria en ganado
vacuno. Sin embargo, existe un estudio en pollos (Kong et al., 2011) que destacan este término
y su importancia sobre la ganancia de masa muscular. En este estudio se identificaron 7 genes
diferencialmente expresados relacionados con el desarrollo de fibras musculares, la funcion
muscular y la organizacion del citoesqueleto, que estaban menos expresados en pollos con
fenotipo de alta eficiencia alimentaria en comparacion con los de baja eficiencia alimentaria.
Los autores hacian referencia a que probablemente las aves con baja eficiencia alimentaria
tuviesen un gasto metabolico mayor para la organizacién y reparacion de las fibras musculares
asociado a dafios producidos por la mayor expresion de proteinas relacionadas con el estrés
(Kong et al, 2011). Otro proceso bioldgico enriquecido fue “la respuesta a estimulos
endogenos”. Paradis et al. (2015) reflejan en su estudio que los animales que son mas eficientes
responden menos a estimulos proinflamatorios en el higado, basandose en la expresion
diferencial de genes modulados por interferon en el higado, la disminucién en la expresion de
marcadores inflamatorios y fosfatasa alcalina incrementada. Dentro de este proceso biologico
se engloba el gen MAPK1 que, como mencionamos anteriormente al describir los genes mas
repetidos entre los articulos considerados en esta revision, actla como represor transcripcional
de genes inducidos por interferén gamma y realiza la fosforilacién de proteinas en respuesta a
estimulos como la insulina, que permite la entrada de la glucosa en las células para ser utilizada

como fuente de energia, o el factor de crecimiento nervioso (del inglés nerve growth factor -
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NGF). El tercer proceso bioldgico significativo en el analisis de enriquecimiento funcional esta
relacionado con la “regulacion positiva de la migracion celular”. Kong et al. (2016) encontraron
genes diferencialmente expresados y sobreexpresados en el epitelio de animales con mayor
eficiencia alimentaria. Estos genes estaban implicados en uniones adherentes, organizacion del
citoesqueleto y migracion celular. La regulacion de la fuerza de adhesion intercelular y la
regulacion del citoesqueleto de actina son vitales para numerosos procesos como la migracion
celular, la remodelacién tisular y el mantenimiento de la integridad del tejido (Baum y
Georgiou, 2011). En el estudio de Kong et al. (2016) también se observé que una alta
concentracion de nutrientes provoca cambios en el epitelio del rumen como un desprendimiento
extensivo de células epiteliales superficiales y una mejor migracion y proliferacion celular. De
nuevo, el gen MAPK1, esté relacionado con la migracion celular por la modulacion que ejerce
con la fuerza de adhesion intercelular y el citoesqueleto de actina (Kong et al., 2016). También,
la proteina codificada por el gen FGFR1 tiene una funcion esencial en la regulacion de la
proliferacion, diferenciacion y migracion celular (de Lima et al., 2020). Ademas, un
experimento en ratones ha demostrado que el gen FGFRL1 inhibe la atrofia del mdsculo
esquelético asociada a la suspension de las extremidades posteriores (Eash et al., 2007). En el
estudio de Serna-Garcia et al. (2013) se resalta también la importancia del ARN no codificante,
en concreto de MIR25, que actla bloqueando la citotoxicidad y el estrés oxidativo para
intervenir en la respuesta al dafio del ADN, la regulacion del ciclo celular y la proliferacion,
migracion y diferenciacion celular. En este sentido, se podria concluir que los animales mas

eficientes expresan mas genes que favorecen la renovacion , crecimiento y proliferacion celular.

Entre los términos significativamente enriquecidos para la categoria componente celular
(GO: Cellular Component) de la base de datos de ontologia génica, destacan los términos
“componente de la matriz extracelular”, “lisosoma”, y “ribosoma del citosol”. En el caso de la
matriz extracelular, se trata de un término relevante ya que ha sido relacionado con la eficiencia
alimentaria en otras especies como cerdos (Horodyska et al., 2019a), y pollos (Bottje et al.,
2017a) por sus funciones tanto en la adipogénesis, como en la formacion de tejido muscular
(Zhang et al., 2021). A este respecto, como dato curioso, es interesante destacar la importancia
de la matriz extracelular en la produccion de carne in vitro y la dificultad para generar en estas
condiciones una matriz que mantenga la elasticidad de los tejidos, cree puntos de adhesion para
las células y regule los procesos bioldgicos (Ahmad et al., 2021). Por otro lado, en relacién al
termino “lisosoma”, los proteasomas y los lisosomas son los dos principales sistemas

proteoliticos intracelulares en el musculo esquelético. La degradacion de proteinas se asocia
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generalmente a una tasa de renovacion de proteinas mas alta y por lo tanto a una menor
eficiencia alimentaria en el ganado vacuno (Hill, 2012). En relacion al término “ribosoma de
citosol”, funciones biologicas relacionadas con los ribosomas han sido asociadas a animales de
alta eficiencia alimentaria en pollos Broilers mediante un estudio de proteogendémica realizado
en el musculo "Pectoralis major” (Bottje et al., 2017b). Ademas, estudios realizados en la raza
Nellore sugieren que el aumento de la expresion de los genes ribosémicos puede ser favorable
para promover una mayor eficiencia alimentaria en el ganado de carne (de Lima et al., 2020).
La eficiencia en la traduccion de genes afecta a la tasa de sintesis de proteinas, que depende
directamente del nimero de ribosomas. En cerdos, se ha demostrado que la eficiencia de la
sintesis de proteinas afecta al crecimiento muscular y se determind que unos niveles mas altos
de expresion de genes ribosémicos eran beneficiosos para la eficiencia alimentaria (Horodyska
et al., 2018b).

Por ultimo, en relacién a las rutas metabdlicas significativas en el andlisis de
enriquecimiento funcional, la mas significativa fue “la activacion, senalizacion y agregacion de
plaquetas”, otra ruta metabolica significativa en nuestro estudio y relacionada con esta fue la
ruta metabolica “agregacion de plaquetas, en concreto la formacion de tapon” (Figura 2). Un
estudio sobre eficiencia alimentaria en cerdos ha demostrado que tanto el namero, como el
volumen medio de plaquetas era significativamente mas bajo en cerdos de mayor eficiencia
alimentaria (Horodyska et al., 2019b). En la especie bovina no existen estudios que relacionen
el nivel plaquetario y la eficiencia alimentaria, pero dada la relevancia de esta ruta metaboélica
identificada en esta revision, los hallazgos encontrados en la especie porcina, su bajo coste
econdmico, y facilidad de medicion en una muestra poco invasiva como la sangre, podria
proponerse el recuento plaquetario como biomarcador potencial de la eficiencia alimentaria en
el ganado vacuno. La segunda ruta mas significativa fue la relacionada con el “sistema inmune
innato”. La respuesta inmune innata se corresponde con la fase aguda inicial de la respuesta
inmune no especifica. Esta considerada metabdlicamente mas constante que la respuesta
inmune adaptativa, y por este motivo, se ha hipotetizado que su activacién puede tener efectos
medibles en la eficiencia alimentaria (Rauw, 2012). En cerdos se demostré que existe una
menor expresion génica de citoquinas tras una reto inflamatorio ex vivo con lipopolisacarido
de E.coli en muestras de animales con mayor eficiencia alimentaria, lo que apoya la teoria de
que existe un posible mecanismo de ahorro de energia en la respuesta inmunitaria innata
intestinal ante un reto inflamatorio en cerdos mas eficientes desde el punto de vista alimentario

(Vigorsetal., 2016). La tercera ruta metabolica enriquecida fue la fosforilacion postraduccional
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de proteinas. La fosforilacion de proteinas es un importante mecanismo de regulacion celular,
ya que muchas enzimas y receptores se activan/desactivan mediante eventos de fosforilacion y
desfosforilacion, por medio de quinasas y fosfatasas (Ardito et al., 2017). Los resultados de
Serna-Garcia et al. (2023) apuntan que existe una regulacion negativa de fosforilacion de
proteinas en los animales de raza Nellore con alta eficiencia alimentaria. En este articulo, la
regulacion negativa de la fosforilacion de proteinas se asocio con la disminucion en la respuesta
inmunitaria y la activacion de citoquinas. Esto puede sugerir, como ya se ha comentado
previamente, que la respuesta inmunitaria al ser un proceso energéticamente costoso, puede

tener un impacto negativo en la eficiencia alimentaria del animal (Patience et al., 2015).
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Figura 2. Representacion de la ruta metabolica de “activacion, sefializacion y agregacion de plaquetas” (Obtenida
de Reactome; https://reactome.org/)
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6. CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este TFG contribuyen al conocimiento actual sobre la
arquitectura genética del caracter eficiencia alimentaria en el ganado vacuno de carne. Las

conclusiones extraidas de este trabajo son las siguientes:

1. Mediante la revision sisteméatica de articulos de RNA-Seq sobre la eficiencia
alimentaria en el ganado vacuno de carne hemos podido identificar 203 DEG en comun entre
los 12 estudios analizados, denominados genes candidatos funcionales. Estos resultados
refuerzan la importancia de la aproximacion metodologia propuesta en este TFG para integrar
y confirmar hallazgos cientificos relevantes partiendo de datos heterogéneos.

2. Entre los 203 genes candidatos funcionales, cabe resaltar dos
DEG, MAPK1y TUBA4A, como clave para la eficiencia alimentaria en el ganado vacuno de
carne. Estos genes fueron identificados como DEG para el caracter estudiado en cuatro de los
articulos revisados y estan implicados en funciones como la migracion celular y la organizacion

de la matriz extracelular.

3. Los analisis de enriquecimiento funcional realizados a partir de los 203 genes
candidatos funcionales han confirmado la importancia de determinados procesos bioldgicos,
rutas metabolicas y componentes celulares en la eficiencia alimentaria del ganado vacuno de
carne. Entre los términos y rutas bioldgicas clave para el fenotipo estudiado destacaron la
organizacion de los tejidos, la migracion celular, la agregacion de plaguetas, y el sistema
inmune innato, asi como componentes estructurales como los lisosomas, ribosomas, y la matriz

extracelular.
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