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Resumen

En diversas especies de mamiferos aparecen individuos con gran desarrollo
muscular que en los bovinos se denominan cominmente culones. Este tipo de animales
Se encuentran en varias razas 'y tienen el aprecio de una parte importante de ganaderos y
carniceros. Los animales culones se caracterizan por un incremento del orden de un
20% en la masa muscular, debido a una hiperplasia muscular generalizada, es decir un
incremento en e ndmero de fibras musculares més que un incremento en & diametro
individual de estas fibras. Ademas el fenotipo incluye una reduccién del 50% del
contenido lipidico total asi como una reduccién en el contenido de tejido conectivo,
dando lugar a una carne mas tierna'y magra muy apreciada por los consumidores. Estas
caracteristicas han provocado e amplio uso de los animales culones para la produccion
de carne en algunas poblaciones, como la Blanco-Azul Belga en la zona centroeuropea
y laAsturiana de los Valles en Espafia. Sin embargo este fenotipo tiene la desventgja de
estar asociado a una alta incidencia de problemas en e parto, |0 que ha restringido su
uso en la mayoria de las poblaciones bovinas.

La hipertrofia muscular es un caracter hereditario sin embargo su modelo de
herencia fue causa de controversia, hasta que un estudio de segregaciéon en la raza
Blanco-Azul Belga, realizado tanto en cruzamientos experimentales como en
poblaciones reales sefia 6, un modelo de herencia autosomal recesivo. Esta hipotesis se
confirmé més tarde cuando se localizd € locus mh por andlisis de ligamiento en la
region centromérica del cromosoma 2 bovino. Posteriormente se identifico el mismo
locus mh como responsable del fenotipo culon en a menos otras dos razas: la Asturiana
delos Vallesy la Maine-Anjou.

En € transcurso de este trabgo se ha usado una estrategia de clonado de
candidatos posicionales para demostrar, que varias mutaciones en la secuencia del gen
de la miostatina son las responsables del fenotipo culdn en bovinos. Se han identificado
5 mutaciones causantes del sindrome de la cularidad en varias razas bovinas europess.

Se ha obtenido una secuencia de ADN de 17.417 bases que incluye la secuencia
del ADN codificante, més aproximadamente 5 kb en cada uno de los extremos 5’ y 3’
del gen. El gen de la miostatina consta de tres exones interrumpidos por dos intrones. Se
han identificado en € transcrito de la miostatina los posibles lugares de inicio y fina de
latranscripcion y ademés se ha caracterizado € promotor del gen.

Utilizando una estrategia de secuenciacion comparativa se han identificado 3

regiones en la secuencia del gen de la miostatina, como posibles regiones importantes
en laregulacion de la transcripcidn del gen.
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Summary

Animals, which exhibit an exceptiona muscular development are refered to as
double-muscled animals. They have been described in several cattle breeds, and they
have received considerable attention from beef producers. Double-muscled animals are
characterised by an increase in muscle mass of the order of 20%, which was shown to
be due to a generalised skeletal muscle hyperplasia, i.e. an increase in the number of
muscled fibers rather than in their individual diameter. In addition a 50% reduction in
total lipid content as well as a reduction in connective tissue fraction are shown in
animas carrying this phenotype, resulting in leaner and tenderer meat greatly
appreciated by the consumers. All these advantages have lead to the widespread use of
these animals in beef production in some populations such as the Belgian-Blue cattle
breed in the Centre of Europe and Asturiana de los Valles cattle breed in Spain.
However, the association of calving difficulties with the double-muscled phenotype, has
restricted its explotation in most populations.

Degspite the hereditary nature of the trait was assumed early, the precise mode of
inheritance has remained controversia until the segregation analysis carried out in
Belgian-Blue cattle breed. This study performed both in experimental crosses and in the
outbreed population pointed towards an autosomal recessive inheritance. This
hypothesis was confirmed when the mh locus was unambiguously mapped by linkage
analysis to the centromeric end of bovine chromosome 2. Later, the same mh locus was
shown to underly double-muscling in at least two others breeds: Asturiana de los Valles
and Maine-Anjoul.

During our work, a positional candidate cloning approach has shown that several
mutations in the myostatin gene are responsible for the doubled-muscled phenotype,
and up to 5 different mutations have been described in different european breeds.

A 17.417 pb long DNA sequence of the myostatin gene has been obtained,
which includes al the complete gene, plus 5 kb in both 5 and 3' extremes. Myostatin
gene is known to have three exons interrupted by two introns. The putative initial and
final points of transcription have been identified, and the myostatin promoter has been
characterised as well.

By means of a comparative sequencing approach, three conservative DNA

regions have been identified as important in the transcription regulation of the myostatin
gene.

Xiv
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I ntroduccion

1- Lahipertrofia muscular en laraza Asturiana de los Valles.

La produccion de carne de bovino en € continente europeo durante € siglo XX
mediante razas especializadas, se ha visto condicionada por la necesidad de los
ganaderos de satisfacer una demanda de los consumidores de una carne tierna, clara'y
magra, y de obtener animales con ato potencial de crecimiento muscular. Esta situacion
ha propiciado una seleccién a favor de aguellos animales que presentaban un fenotipo
concreto, caracterizado por un gran desarrollo muscular generalizado. Este fenotipo ha
recibido diferentes nombres. grupa doble, culones, cul de poulain, croupe de poulain,
culard, paardenbil, dikbil, doppellender, double-muscled, groppa di cavallo, groppa
dopia.

La hipertrofia muscular hereditaria es una caracteristica genética mencionada
por primeravez por Culley en 1807, en Inglaterra en ganado Shorthorn. A principios de
siglo se describe en €l norte de Alemaniay més tarde en varias razas europeas, incluida
la Frisona. Actualmente, el caracter culon tiene difuson mundial, y se presenta en
numerosas razas como la Charolaise, Maine d’ Anjou, Blonde d’ Aquitaine, Parthenaise,
Tarantaise, Bazadaise y Limousin en Francia; Piamontese en Italia; Blanc-Bleu en
Bégica; South-Devon en Gran Bretana; Sta. Gertrudis, Angus Americano, Galloway y
Hereford en EE.UU.; Timina en Cuba; Sta. Gertrudis en Australia y finalmente en
Espafia en la Rubia Gallega, Asturiana de los Vallesy Pirenaica

Solo cuando se comparan tipos extremos y bien diferenciados de animales con y sin
hipertrofia muscular (culones-normales), se pueden discernir claramente las
caracteristicas que diferencian externamente a los animales culones. Los animales
culones presentan un aspecto completamente diferenciado respecto de los normales,
debido especiadmente a una hipertrofia de las masas musculares en gradiente positivo
antero-posterior y disto-proximal (Ménissier, 1982), especialmente en las areas crurales
y braguiales (Boccard y Dumont, 1974); la masa muscular se mantiene e incluso se
observa hipotrofia en las regiones costo-toracica, abdominal y del cuello, presentando
un aspecto mas compacto. Las masas musculares y los surcos intermusculares son
especiamente visibles bgjo la piel, o que sugiere una fuerte reduccion de la capacidad
de deposito de grasa subcutanea, probablemente unida a una alteracion del metabolismo
lipidico (Holmesy Robinson, 1970).

La hipertrofia muscular se asocia a un menor desarrollo 6seo, que en la region
raguidea parece seguir un gradiente negativo antero-posterior (McKellar, 1968), y a un
menor desarrollo del aparato digestivo (Boyajean y col., 1971). El aparato digestivo de
los animales culones puede tener un peso 13% menor que € de los animales normales,
provocando un “agalgamiento del vientre”, 1o que en conjunto da a los animales culones
cierto aspecto de caballo (grupa de potro) (Ménissier, 1982).
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Estas diferencias externas in vivo se reflgan también en la canal, siguiendo los
mismos gradientes. Respecto de las canadles de los animales normales, los culones
presentan menos grasa intramuscular (West, 1976a) y un color més paido Boccard y
Monin, 1973). Boygean y col., (1971) revisan las caracteristicas de las canales que
presentan hipertrofia muscular hereditaria respecto de las normales (Tabla 1), mostrando
un mayor porcentgje de rendimiento a la canal (+8% en valor relativo), una amplia
reduccion del higado, corazén y pulmén (hasta un —12%), de la piel y € aparato
digestivo (-13%), y una mayor proporcién de musculo en la cana (+17% en vaor
relativo), especialmente s se compara con las reducciones en hueso y grasa de la canal
(-14 %y -44 % en valor relativo respectivamente). La calidad de la cana también se ve
afectada, ya que la carne de los animales culones tiene un mayor contenido en agua
(Raimondi, 1957), peor textura (Kidwell y col., 1952) y mayor terneza (West, 1976b)
gue la de los animales normales.

- Tabla|. Comparacion general de las caracteristicas de la canal del ganado culén y
normal en porcentgje (Boyajean y col., 1971).

Tipo de Animal y ponderacion

Carécter ct N? C-N* (C-N)*100/N?
Cabeza 35 36 -0,2 -2,0
Patas 26 28 -0,2 -6,3
Piel 6,1 73 -1,2 -13,0
Corazén 04 04 0,0 -12,0
Pulmoén 08 1,0 -0,1 -12,1
Higado 12 13 -0,2 -12,2
Aparato digestivo 45 55 -1,0 -13.1
Rendimiento cand 64,4 59,9 45 8,2
% Musculo candl 75,3 68,3 11,5 17,4
% Grasa canal 79 17,7 -9,8 -43,5
% Hueso canal 134 15,8 -2,4 -13,9
Relacion misculo hueso 587 417 1,70 35,3

C: Cul6n; N: Normal. 1: Media no ponderada de datos bibliograficos. 2: Media experimental ponderada
como 2XNXNp/(Ng+N,):Ne. Nimero de animales culones; N,: NUmero de animales normales.

En la raza Asturiana de los Vales, los animales con fenotipo culén, a edades
similares a los normales, presentan meores canales y mejores caracteristicas
cuantitativas y de composicion, aunque no presentan ninguna superioridad en relacion
con su crecimiento. Las canales de animales culones son més cortas y menos profundas,
pero ad ser méas compactas y con mayor proporcién de musculo, su conformacion es
mejor y se califican en categorias superiores (Tablall; Valgo y col., 1993).

Histologicamente € mayor desarrollo de los musculos de un animal culén es
debido sobre todo a un incremento en & nimero de fibras musculares (hiperplasia), més
gue un aumento individual de las fibras musculares Hanset y Michaux, 1982). Los
animales culones poseen a nacimiento cas e doble de fibras musculares que los
animales normales (Gerrard y col., 1991). También se ha encontrado que los animales
culones tienen un contenido menor en tejido conectivo (colégeno) (Boccard 1982;
Uytterhaegen y col., 1994), y esta reduccion se estima del 20-30 %, utilizando los
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niveles de hidroxiprolina como indicadores del contenido de coldgeno en e musculo
(Hanset y Michaux, 1982).

- Tablall. Estadisticos de caracteristicas cuantitativas de crecimiento en vivo y canal, en
laraza bovina Asturiana de los Valles, seglin presencia o no de hipertrofia muscular
(valgoy coal., 1993).

Variables Hipertrofia muscular (n :6) Tipo normal (n:21)

crecimiento y

canal m DT m DT F
Edad(meses) 14,50 + 0,55 14,91 + 1,10 0,76
PV(kg) 494,83 + 67,37 520,41 + 63,19 0,75
GMD(kg) 1,12 + 0,17 1,10+ 0,10 0,07
ICV 444+ 1,32 4,39+ 0,84 0,01
PC(kg) 313,67 + 42,46 300,55+ 42,1 2 0,46
R(%) 63,41 + 0,45 57,64 + 3,04 20,90***
LC(cm) 124,67 + 10,07 128,52 + 5,73 1,49
LP(cm) 79,83+ 4,26 83,86 + 8,01 1,37
PP(cm) 56,17 + 7,4 | 57,86 + 2,82 0,77
ICC 2,52+ 0,22 2,34+ 0,27 2,24
MC(kg) 127,42 + 18,82 110,88 + 17,41 4,07
HC(kg) 22,15 + 2,96 25,80 + 3,29 5,99*
GC(%) 4,10 + 0,99 9,85 + 3,97 12,06***
PMC(%) 82,73+ 1,53 75,51 + 3,06 30,58***
PHC(%) 14,44 + 1,52 17,71+ 1,82 16,16%**
PGC(%) 2,71+0,85 6,66 + 2,40 15,23***
RMHC 5,78 + 0,74 4,31+ 0,56 27,00+ **
GP 0,37+ 0,11 1,01 + 0,50 9,52%*
SLD(cn¥) 154,92 + 26,43 103,35 + 28,56. 12,63***

m: Media aritmética; DT: Desviacion tipica; * p< 0,05; *** p< 0,005

La caracteristica més negativa de la cularidad es su influencia sobre los
caracteres reproductivos y maternales de las vacas de cria. Los animales culones
presentan mayor dificultad al parto, descenso de la produccién de leche y menor
precocidad sexual (Ménissier, 1982). Ademas, este sindrome se asocia con una serie de
problemas como reduccién de la fertilidad, distocias, baja viabilidad de los terneros y un
incremento en la susceptibilidad al estrés (Arthur, 1995).

En la expresén del sindrome de la hipertrofia muscular hay una gran
variabilidad, por lo cua a veces se hace dificil la identificacion de los animales como
culones 0 normales. Esta expresion también varia durante la vida del mismo animal. La
identificacion de estos animales normamente se ha hecho sobre la base de una medida
subjetiva del grado de hipertrofia muscular y de otras caracteristicas externas asociadas
al sindrome. También se han utilizado registros genealdgicos, cuando se disponia de
ellos;, e incluso algunas medidas semi-objetivas, como por gemplo ciertos indices
acumulativos de valores basados en la expresion de ciertas caracteristicas, o la
combinacion de algunas caracteristicas de la cana y ciertos parametros bioguimicos.
Pero todos estos métodos sdlo sirven para clasificar bien a los animales con fenotipos
extremos. Esta variabilidad en la expresion del gen y la falta de un método objetivo de
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identificar los animales portadores del gen, ha contribuido a que haya sido dificil
descifrar correctamente e modo de accion de este gen.

Se busco algin método bioldgico para identificar a los animales portadores del
gen de la hipertrofia muscular, como existe por gemplo en € sindrome de estrés
porcino, donde los individuos portadores del gen son sensibles @ Halotano (Rempel y
col., 1993); sin embargo, no se encontrd ningdn método que diferenciara a los animales
correctamente. Algunos de estos métodos se basaban en las diferencias, entre animales
culones y normales, en € tipo de fibras musculares (Holmes y Ashmore, 1972),
inervaciéon motora de los musculos (Swatland, 1973; Novakofski y col.,, 1981),
concentraciones de hormona tiroidea (Novakofski y Kauffman, 1981), vy
concentraciones de creatina y creatinina en la sangre (Hanset y Michaux, 1982;
Masoero, 1982).

El caracter culon se manifiesta en la raza Asturiana de los Valles con una
frecuencia ata (Cafdn y col., 1996). La expresion del carécter en la poblacion Asturiana
de los Valles provoca un cambio sustancia de los sistemas de explotacién, del mangjo 'y
de la propia gestion econdmica de la ganaderia. Los animales de tipo culdn tienden a
desplazar a los de tipo tradiciona y modifican los modos de actuacion del ganadero que
elige este tipo de animales.

La introduccion de la hipertrofia muscular hereditaria en la raza Asturiana de los
Valles no se conoce con exactitud ya que no existen referencias a principio del siglo XX
sobre el caracter en la poblacion asturiana (Villa, 1999). Es posible que durante el
primer tercio del siglo XX, e caracter culon se hubiese difundido ya por toda la
geografia regional, y por gemplo Garcia Fierro (1972) describe la presencia de un
semental culon en e afio 1941 en e concejo de Llanes, que presentaba una capa
berrenda en negro (Figura 2). EI mismo Garcia Fierro (1972) atribuye la aparicién del
carécter en Asturias a cruzamiento de Rubia Gallega con machos Simmental y a gran
proceso de mestizaje sufrido por la cabafia ganadera de la cornisa Cantabrica con
ganado lechero Frisdn en la década de los cuarenta. El ganado Sorthorn, que parece
haber tenido un papel esencial en la difusion de la cularidad en el continente europeo
(Ménissier, 1982), no ha tenido una presencia importante en Asturias, aunque existen
referencias de la importacion de animales de esta raza a principios de siglo (Naredo y
Bgjo, 1916). La creciente mecanizacion del campo asturiano redujo la necesidad de
utilizar animales para € trabajo (donde un anima culén estaba peor dotado), pasando
entonces a cobrar mayor importancia la produccion de carne en la economia de las
explotaciones.

- Figura 2. Ternero mestizo culdn en Asturias a finales de los
anos 50. Archivo fotografico del CENSY RA-Somié.
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Otros factores también debieron contribuir a su difusion. A partir de los afios 50
se empezd a emplear la Inseminacion Artificial en Asturias, y gracias a la influencia
gercida por € sector comercial, e ganadero demandaba sementales portadores del
caracter culon. La estacion pecuaria de Somid adquirié para inseminacion dos
sementales, que presentaban € caracter culon (“Bolero” y “Peter”), a partir de los cuales
se crearon estirpes de reproductores que transmitian la hipertrofia muscular.

- Figura 3. Sementales de la estacion de Somid. A la izquierda Bolero20 y a la
derecha Peter. Archivo fotogréfico del CENSY RA-Somio.

Por otra parte, los ganaderos animados por e valor econdmico superior de estos
animales utilizaban, tanto en pureza como en cruzamiento industrial sobre € vacuno
lechero, sementales culones para aumentar la rentabilidad de las explotaciones. El
ultimo edlabdn dentro de la cadena comercial, tratantes y carniceros, apreciaban de una
forma especial este tipo de animales ya que, a parte de su mayor peso, proporcionaban
un elevado rendimiento Gtil y comercia en cantidad de masa muscular y piezas nobles.
Esto supuso un fuerte incentivo para los ganaderos que reponian en muchos casos con
hembras culonas, aumentando la presencia del carécter en la raza Asturiana de los
Valles.

- Tablalll. Caracteres productivos y reproductivos en animales
culones y normales de la raza Asturiana de los Valles (Cafion y

col., 1996).

Culones normales
Peso Nacimiento (Kg.) 435 39,7
Peso Destete'® (Kg) 218 221
Peso Sacrificio®’ (Kg.) 457 509
Rendimiento Canal 63% 58%
% miusculo 83% 76%
% hueso 14,4% 17,7%
%grasa 2,7% 6,7%
Superficie Long. dorsi 155cn? 103cnt
Dificultad al Parto 10,1%% 8,8%
12,1%" 2,5%
Edad 1% parto 969 dias 931 dias
Intervalo entre partos 380° 373

385° 375

a= €l ternero es el animal culén
b=lavacaesel animal culén
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2- Localizacion del gen responsable de la hipertrofia muscular bovina.

El progreso en mejora ganadera durante e Ultimo siglo ha sido enorme. Las
principales razones por las cuales se han podido intensificar las producciones han sido:
la aparicién de programas de mejora basados en la genética cuantitativa, la utilizacion
de nuevas técnicas reproductivas (inseminacion artificial y transferencia de embriones),
y la informatizacion de las ganaderias. Ademas la revolucién tecnoldgica, incluyendo la
biotecnologia y la genética molecular, permitira muchos mas avances. La unién de la
genética cuantitativa y molecular, permite establecer nuevas estrategias para poder
identificar loci responsables de caracteres importantes en ganado vacuno, |os conocidos
como QTL (Quantitative trait loci). Un QTL es una region o fragmento de un
cromosoma que explica un porcentaje de la varianza aditiva de un caracter productivo.
Un caso extremo de un QTL, es cuando ese fragmento de cromosoma explica gran parte
o lamayoria de la varianza de un carécter, en ese caso se puede hablar de un gen mayor.
Actuamente, con e progreso de la genética molecular, es posible pensar en estrategias
gue permitan buscar e identificar mutaciones en la secuencia nucleotidica de genes
candidatos, responsables de los diferentes fenotipos para un determinado carécter.

Para llegar a clonado posicional de un gen cualquiera hay que seguir una serie
de etapas sucesivas (revisadas en Charlier, 1999), que se resumen en la Figura 4. El
esguema que se va a describir no tiene porqué ser seguido a pie de laletray alguna de
|as etapas puede ser pasada por alto:

1) Definicion del fenotipo del carécter: los criterios con que se van a fenotipar
los animales, a que edad, s se debe repetir el fenotipado, 0 S se hace 0 no sobre €l
animal vivo.

2) Establecimiento del determinismo genético del carécter: s es heredable, si se
trata de un carécter monogeénico o poligénico, su modo de transmision , etc.

3) Obtenciéon de familias informativas para la segregacion del carécter. Se
recolectan las muestras de los individuos para la extraccion del ADN (lo mas normal
son muestras de sangre o0 esperma). Ademas utilizando los mapas de marcadores
genéticos publicados, se elegirdn una serie de marcadores polimorficos repartidos
uniformemente por todo e genoma. Los individuos de las familias informativas son
genotipados con los marcadores elegidos. Generalmente se deben corregir los datos del
genotipado, por gemplo de los errores de muestreo o de paternidad. Ahora se redliza €l
estudio de ligamiento propiamente dicho. En & mejor de los casos e estudio de
ligamiento debe dar como resultado una primera localizacion del gen en cuestion.

4) Confirmacion de la localizacion inicia, bien por introduccion de nuevos
marcadores informativos en la region, o bien por € andlisis de mas individuos. Si los
marcadores de la region son suficientemente polimérficos y estén localizados cerca del
locus de interés, puede llevarse a cabo una seleccién asistida por marcadores (MAS:
Marker Assisted Selection), como por gemplo en la enfermedad de Weaver (Georges y
col., 1993a).

5) Definicion de un intervalo cromosdmico lo mas peguefio posible que
contenga € locus (del orden de pocos centimorgan), de tal forma que permita la
construccion de un mapa fisico. Para conseguirlo se buscan nuevos marcadores de la
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region utilizando diferentes métodos (cartografia comparada, microdiseccion, clonado
substractivo...), y se afiaden nuevas meiosis informativas siempre que sea posible. S no,
se pueden utilizar otros métodos alternativos como por ejemplo explotar el desequilibrio
de ligamiento (como en el caso de la hipertrofia muscular bovina, Dunner y col., 1997).

6) Cartografiado fisico. La cartografia fisica puede desarrollarse una vez que se
ha definido un intervalo pequefio. Se empieza construyendo un contig de clones con
insertos de ADN gendmico de gran tamafio, utilizando los marcadores o etiquetas (STS,
Sequence-Tagged Site) de la regién para ordenar los clones. También pueden utilizarse
otras herramientas como los hibridos de radiacion.

7) ldentificacién de genes dentro del mapa fisico. Estos genes, debido a que
estén localizados dentro del contig, serén considerados como candidatos para el carécter
buscado. Quizéas dentro de este contig se encuentren genes de funcién conocida y con
alguna relacion con e caréacter en estudio, siendo por tanto los candidatos que hay que
estudiar en primer lugar.

8) Andisis de mutaciones en los genes identificados dentro del contig. Si se
detecta una mutacion, serd necesario demostrar una relacion entre el fenotipo del
carécter y la mutacion identificada, para evitar confundirlo con polimorfismos neutros,
gue co-segreguen con el carécter pero sin relacion con €.

9) Desarrollo de un test diagnéstico. Una vez caracterizada la mutacion, se
desarrolla un test diagndstico que permita esquemas de seleccidn del carécter estudiado.
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- Figura 4. Etapas del clonado posicional.
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2.1 Analisis de segregacion.

Durante la primera mitad del siglo XX, se hicieron siete estudios independientes
para intentar descifrar la herencia del caracter culon (Tabla V), obteniendo una gran
variabilidad en los resultados. Sin embargo la mayoria se decantaba por que la causa de
la hipertrofia muscular bovina fuera un caracter monogénico.

- TablalV. Herenciadel caracter culén.

Autores Razas N° Genes Herencia
Wriedt, 1929 Shorthorn danés 1 Dominancia variable
Magliano, 1933 Piamontese 1 Parcialmente recesiva
Kronacker, 1934 Pie-noir 3 2 para €l carécter

1 supresor
Weber e lbsen, 1934 Hereford U.S. 1 recesiva incompleta,

expresion variable,

con modificadores
Paci, 1935 Piamontese 1 dominante,

expresion variable

Smith, 1949 Aberdeen Angus U.S. 1 recesiva incompleta
Kidwell et al., 1952 Aberdeen Angus x 1 recesiva incompleta
Afrikaander U.S. expresion variable.

Para responder definitivamente a la pregunta del tipo de herencia Hanset y
Michaux (1985 ay b), en laraza Blanco-Azul Belga (BBB, Blanc-Bleu-Belge) llevaron
a cabo unos andlisis de segregacion:

Se redlizaron cruzamientos dirigidos, con € fin de crear unas hembras F1 de un
cruce macho BBB x hembras frisonas, y hacer un retrocruzamiento con toros BBB.

En estos cruzamientos se tenia en cuenta € grado de la musculatura (medido
como € peso total de musculos en media canal, después de disecados los musculos de
terneros sacrificados a peso constante de 84 kg.). A estos datos, pensando en un
determinismo monogénico, se les gjusté un modelo de dos aldos por € método de
minimos cuadrados.

L os resultados obtenidos permitieron concluir (Hanset y Michaux, 1985a) que el
carécter culon se gjustaba a un modelo de herencia de un gen mayor parciamente
recesivo, con una serie de genes modificadores, que explicaban la variacion dentro de
cada grupo de animales. Asi, se pudo hablar propiamente de un locus mh (muscular
hypertrophy, aungue en redlidad se trate de una hiperplasia), como responsable de este
carécter.

- Figura 5. Posiciones relativas de los tres genotipos
respecto a peso muscular (Hanset y Michaux, 1985a).
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Por otro lado Hanset y Michaux clasificaron hembras reproductoras de blanco-
azul belga como “mixtas’ o “cérnicas’ segin su conformacién externa, siendo las
cérnicas las mejor conformadas. Los descendientes también se clasificaron en estas dos
clases en una primera visita a la edad de 1 a 2 meses. Con 11 meses, en la segunda
visita, la conformacion de los descendientes se evaludé con una nota que va desde 55
hasta 120, de 5 en 5. Las distribuciones de esta nota en la poblacion de descendientes de
I.A. (Inseminacion Artificial), de los cruces carnico x carnico, carnico x mixto, mixto x
mixto, dieron curvas compatibles con la segregacion de un gen mayor (Hanset y
Michaux, 1985b).

Como resumen a estos trabajos basados en andlisis de segregacion, se pudo decir
gue debia exigtir un locus autosémico mh caracterizado por un alelo salvaje + y un alelo
recesivo mh causante en homocigosis del fenotipo culdn. Los animales heterocigotos
mh/+ tenian un fenotipo méas cercano a homocigoto normal, pero mostraban un cierto
grado de hipertrofia muscular, por lo que se asign6 a locus mh un modelo de herencia
parcialmente recesiva. Ademés, debido a que las diferencias entre las medias de las
distribuciones de los animales postulados como mh/mh y +/+ eran de hasta 4
desviaciones tipicas en algunas medidas de musculatura, se califico a gen responsable
como un gen de efecto mayor.

Reforzando esta hpétesis se identificd una banda de un patron multilocus de
ADN fingerprinting que co-segregaba con e fenotipo culon en la descendencia de un
macho heterocigoto (Georges y col., 1990). Sin embargo este posible ligamiento no se
encontré en otras familias, y no fue posble ni € clonado de esta banda, ni su
localizacion cromosomica.

2.2 Analisisde ligamiento.

Los andlisis de ligamiento se basan en estimar el vaor de g (fraccion de
recombinacion) entre dos loci y determinar s es significativamente distinto de 0,5. El
andlisis consiste en determinar la probabilidad relativa de obtener los datos observados
s los dos loci estén ligados a una fraccion de recombinacién determinada q,
comparandola con la probabilidad de obtener esos datos si 1os loci no estan ligados. En
la préctica se calculan una serie de cocientes de probabilidades para distintos posibles
valores de g, desde g=0,00 (no recombinacion) hasta g=0,50 (segregacion a azar):

Prob. de los datos si los loci estan ligados a g<0,5/ Prob de los datos s |os loci no estan
ligados g=0,5

Estas probabilidades se suelen expresar como €l logyp de este cociente y se llama
lod score= Z (Logarithm of the Odds = logaritmo de las probabilidades).
Convencionalmente se considera que un lod score de 3,0 o mayor constituye una
evidencia de ligamiento (equivale a una probabilidad mayor de 1000:1 a favor del
ligamiento). El valor de q para € cua Z es maximo se acepta como la mejor estima de
lafraccion de recombinacion.

El andlisis de ligamiento puede ser mas eficaz cuando mas de dos loci son

analizados simultaneamente. El andlisis multilocus es particularmente atil para
establecer € orden de una serie de marcadores en un cromosoma. Ademas tiene una

10
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segunda ventagja: aumentar la informacion de los marcadores dentro de una familia
Algunas meiosis pueden ser informativas para € marcador A, y otras no informativas
para A pero si para el marcador siguiente B. S6lo un andlisis de ligamiento simultaneo
entre un carécter y los marcadores A y B extrae la informacién completa.

El andlisis de ligamiento ha permitido localizar cromosdmicamente varios genes
en e ganado bovino, como por gemplo los genes responsables de: la enfermedad de
Weaver (cromosoma 4, Georges y col., 1993a), la ausencia o presencia de cuernos
(cromosoma 1, Georges y col., 1993b), la hipertrofia muscular (cromosoma 2, Charlier
y col. 1995), el factor rojo (cromosoma 18, Klugland y col, 1995, Charlier 1999), la
enfermedad de Heifer (cromosoma 5, Charlier y col., 1996a) y la sindactilia
(cromosoma 15, Charlier y col., 1996b).

Para localizar € locus mh dentro del genoma bovino (mapeo o cartografia
genética) se utilizaron marcadores de tipo microsatélite distribuidos a lo largo de los 29
cromosomas autosomicos (exceptuando |os cromosomas sexual es).

Se utilizd un esguema basado en un retrocruzamiento con animales de la raza
Blanco-Azul Belga (familia de Sart-Tilman). Las familias informativas se generaron
cruzando 6 toros hipermusculados (supuestos mh/mh) con hembras Holstein
(suponiendo un genotipo +/+). Posteriormente, se cruzaron 4 de los machos blanco-azul
belgas con 41 hembras resultantes del cruce anterior (por lo tanto mh/+), produciendo lo
que se llama un retrocruzamiento o bakcross, de donde se origind una descendencia de
108 terneros. Ademas para verificar los andlisis de ligamiento realizados, se utilizaron 3
familias de medios hermanos paternos (paternal half-sibs) obtenidas en explotaciones
comerciales.

Estas familias se genotiparon con 213 marcadores tipo microsatélite distribuidos
por los 29 autosomas (cromosomas no sexuales). Los resultados mas destacables de este
estudio fueron los siguientes:

1- La descendencia fue de 53 animales hipermusculados y 55 convencionales,
lo que indicaba un tipo de segregacion mendeliana monofactoria, y de
distribucion uniforme en ambos sexos.

2- Se encontrd una fuerte evidencia de ligamiento del locus mh con dos
marcadores del cromosoma 2 bovino, TGLA431 (z = 7,9) y TGLA44 (z
=15,8), y posible con otros 3 marcadores mas del mismo cromosoma.

- Figura 6. Localizacion locus mh. Curva de lodscore
multipunto, andlisis de ligamiento (Charlier y col., 1995).
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Estos datos permitieron afirmar que €l locus mh, en familias de la raza Blanco-
Azul belgase localizaba en e cromosoma?2, a3 cM. del marcador TGLA44 (Charlier y
col., 1995).

2.3 Andlisisde asociacion.

Estos estudios buscan segmentos cromosomicos que son compartidos por los
individuos que presentan e fenotipo. Hay que distinguir primero entre segmentos
idénticos por descendencia (IBD, ldentity By Descent), y segmentos idénticos por
estado (IBS, Identity By State). Dos hermanos pueden tener un genotipo igual para dos
marcadores, esto es un segmento idéntico por estado, pero puede o no ser idéntico por
descendencia. Puede que uno o los dos padres no tengan ese segmento en e mismo
cromosoma, Yy los hijos hayan heredado un alelo de cada cromosoma, entonces no se
trata de un fragmento idéntico por descendencia.

Los segmentos compartidos pueden ser usados dentro de familia, o en
poblaciones que descienden de un pequefio grupo fundador. Asi, muchas generaciones y
por lo tanto muchas meiosis, los separardn de su antecesor comun, y durante este tiempo
larecombinacion puede haber reducido, e segmento compartido, a una pequefia region.
En esa region habra una asociacion, a nivel de la poblacion, entre € caracter y un
particular aelo o haplotipo

Es decir, se pueden ver los andlisis de ligamiento en familias y los estudios de
asociacion como dos extremos de una misma linea. Cuantas méas generaciones separen a
dos individuos de su antecesor comun, méas pequefio serd e segmento compartido.
Cuando los segmentos son muy pequefios son més dificiles de encontrar, més
marcadores se deben usar y € riesgo de falsos positivos es mayor; pero una vez
encontrado, podemos localizar €l locus del caracter con gran precision. Los estudios de
asociacion se pueden utilizar tanto para localizar loci mendelianos como no
mendelianos. Para casos de herencia mendeliana la mejor estrategia, en general, es
localizar €l locus rgpidamente con estudios de ligamiento en familias, y entonces usar la
asociacion entre alelos para afinar la posicién. Sin embargo, los caracteres donde las
mutaciones son frecuentes no muestran asociacion alélica, y solo pueden ser mapeadas
dentro de familias.

Estos métodos se han aplicado, ademés de en la identificacién del locus mh
(Dunner y col., 1997), para mapear € locus responsable de la sindactilia bovina en el
cromosoma 15 (Charlier y col., 1996b). También se han aplicado a la produccion de
leche, confirmando la localizacion de un QTL (Quantitative Trait Loci, loci
responsables de caracteres cuantitativos) en la region 14g11-16 bovina. Basandose en
técnicas de IBD y mapeo fino comparativo se ha identificado un segmento de 5 cM. que
debe contener un QTL. El haplotipo compartido se puede utilizar en estrategias de
seleccion asistida por marcadores (Riquet y col., 1999).

El fendmeno de la hipertrofia muscular estaba descrito en varias razas. La teoria
mas aceptada del origen de la hipertrofia muscular, era la posible migracion de una
Unica mutacion a partir del ganado Shorthorn (Ménissier, 1982). Para poder utilizar
estos datos, obtenidos en la raza Blanco-Azul belga, con propdsitos zootécnicos
(seleccion a favor 0 en contra del gen, identificacion portadores, etc.), era necesario
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saber que papel jugaba el locus mh en otras razas donde la hipertrofia muscular también
estaba descrita. Es decir, continuando con esta teoria, las razas donde se producia la
hipertrofia muscular debian compartir un ancestro comin, y ademés un segmento
cromosomico idéntico por descendencia en los arededores del gen Ounner y col.,
1997).

Para ello se utilizaron los marcadores del cromosoma 2 bovino en familias de la
raza Asturiana de los Vales. En este trabajo se redlizaron dos tipos de andlisis: de
ligamiento y de desequilibrio de ligamiento.

Para |os estudios de ligamiento se eligieron 7 machos de genotipo supuestamente
heterocigoto (mh/+), deducido de su fenotipo normal y tener descendientes culones
(asumiendo un modelo de herencia recesivo como en el Blanco-Azul belga). Se
genotipd la descendencia, compuesta por 33 individuos de fenotipo culon y 55 de
fenotipo normal, asi como las madres si estaban disponibles.

En e caso de los andlisis de desequilibrio de ligamiento se muestrearon 27
machos no emparentados hipermusculados y 17 machos no emparentados de fenotipo
convencional (basados en la ausencia de individuos fenotipicamente culones en su
descendencia).

Los resultados més destacables fueron:

1- Seencontraron lodscore significativos en las dos razas en las proximidades
del marcador TGLA44, aunque en lados opuestos, en Blanco-Azul belga mas
centromérico y en Asturiana entre TGLA44 e ILSTS026. Sin embargo los
interval os de confianza obtenidos en ambas razas eran superponibles.

2- Lacurvade lodscore, utilizando familias de las dos razas juntas, tenia su
maximo a 3,1 cM. centromérico con respecto a marcador TGLA44.

3- El andliss multipunto de desequilibrio de ligamiento realizado en ambas
razas, situaba el locus en posiciones muy parecidas a andisis de ligamiento,
cercano a TGLA44.

4- Se evidenci6 un desequilibrio de ligamiento entre los marcadores del
cromosoma 2y € locus mh en las dos razas. Sin embargo a pesar de haber
encontrado un desequilibrio de ligamiento con TGLA44 en las dos razas, €l
aelo de marcador preferentemente asociado con e cromosoma mh era
diferente (Dunner y col., 1997).

Las conclusiones de estos estudios de asociacién son:

1- El fendmeno de la hipertrofia muscular se origina en las razas Blanco-Azul
belgay Asturiana por la aparicion de un alelo recesivo de un locus situado en
el cromosoma 2 bovino. Debido a la casi idéntica posicion obtenida por 1os
andlisis de ligamiento, se planted la hip6tesis de que € mismo gen era €
causante de la hipertrofia muscular en estas dos razas.
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2- El hecho de que en Blanco-Azul belga sdlo se observe desequilibrio de
ligamiento con € marcador TGLA44, apoya la idea de que e locus debia
encontrarse en las proximidades de ese marcador. Sin embargo en las
familias de raza Asturiana, € desequilibrio de ligamiento se mantiene en una
region més larga del cromosoma. Los autores explicaron este fendmeno por
la existencia de una posible tasa de recombinacién menor en esa zona en la
raza Asturiana (por ejemplo no se encontraron recombinantes en e intervalo
TGLA44-TGLA431). Ademés un desequilibrio de ligamiento en un
fragmento mayor puede ser la consecuencia de una seleccion a favor de los
animales culones en la raza Asturiana més reciente. En esta zona no se
encontraban recombinantes entre los marcadores TGLA44 y TGLAA431, pero
posiblemente este fragmento mas largo en desequilibrio de ligamiento sea
consecuencia de un efecto fundador, ya que se utilizaron pocos sementales
en laraza Asturiana de los Valles en los afios 50.

- Figura 7. Locaizacion locus mh. Curva de lodscore
multipunto, andlisis de ligamiento (Dunner y col., 1997).
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- Figura 9. Didtribuciéon de la frecuencia aéica del marcador
TGLA44 (Dunner y col., 1997).
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3- El hecho de que € desequilibrio de ligamiento en cada raza sea con un aelo
diferente, lo primero que puede indicar es que puedan ser mutaciones
diferentes dentro del mismo locus. Una misma mutacion en razas diferentes
implicaria compartir un fragmento de ADN flanqueante a locus mh, y por lo
tanto un haplotipo idéntico por descendencia. Sin embargo en el marcador
maés cercano, el alelo asociado a cromosoma mh no era el mismo. Podria
darse e caso de compartir una misma mutacién y que € desequilibrio de
ligamiento con TGLA44 hubiera aparecido posteriormente. Esta suposicion
también estaba reforzada por € hecho de la existencia en la raza Asturiana
de los valles de un fragmento mayor de cromosoma en desequilibrio. Si esto
es asi, e haplotipo idéntico por descendencia flanqueando e locus mh
deberia aparecer a afiadir marcadores mas cercanos.

En definitiva, se confirma que el locus responsable de la hipertrofia muscular
bovina es un gen mayor de herencia parcialmente recesiva, localizado en la region
centromérica del cromosoma 2 bovino, cercano al marcador TGLA44 con e que se
encuentra en desequilibrio de ligamiento. Esta confirmacién permitio:

1- Iniciar una seleccion asistida por los marcadores mas proximos al locus mh,
tanto afavor como en contra del caracter culon en estas razas.

2- Pensar en una estrategia de busqueda e identificacion del gen responsable.

3- Clonado posicional del gen responsable de la hipertrofia muscular bovina.

La estrategia para la identificacion de genes responsables de caracteres monogeénicos
depende de los conocimientos a priori con los que se cuenta. Estos conocimientos se
pueden agrupar en dos tipos (Strachany Read, 1999):

1- Fisicos. Se refieren ala posibilidad de tener una serie de herramientas relacionadas
con e gen, como son:

- Conocimiento de lalocalizacion cromosomica o sub-cromosomica del gen.

15



Introduccién

- Existencia de anormalidades cromosdmicas en €l cariotipo de los animales
afectados. El gen responsable puede verse afectado por la anormalidad, bien
por que se sitle dentro de la zona ausente (delecion), duplicada, o
translocada, 0 por que esa trandocacion se inserte en medio del gen.

- Existencia de genotecas de clones de la region. Las més utilizadas en el
caso de genomas de mamiferos son las genotecas de YAC (Yeast Artificial
Chromosome), BAC (Bacterial Artificial Chromosome) y fagos.

- Conocimiento de modelos animales del fenotipo

2- Funcionales. Fundamentalmente se trata del estudio del fenotipo: edad de aparicion,
tejido/s afectados, estudios macroscopicos e histol égicos.

Una vez recogidos todos los conocimientos a priori, existen varias estrategias
generales en la busqueda e identificacion de genes implicados en caracteres de interés
zootécnico. Todos estos métodos van dirigidos inicialmente a identificar una serie de
genes, que pasardn a ser candidatos y que luego deben ser analizados individua mente
para demostrar asociaciones con e fenotipo. Se diferencian 4 grandes estrategias:

a- Clonado Funcional: Identificacion de un gen basandose fundamentalmente
en la informacién sobre la naturaleza bioguimica del carécter, sin ninglin conocimiento
de lalocalizacion cromosdmica. De esta manera se ha identificado al gen Procolageno |
aminoproteinasa como responsable de la dermatoparaxia bovina (Nusgensy col. 1992).

b- Clonado Posicional: Aislamiento de un gen basandose en su localizacion
subcromosomica, sin usar ninguna informacion de su patogénesis o su funcion
bioquimica (Ilamada durante alguin tiempo “genética inversa’). Los pasos a seguir son:
construir un mapa genético y otro fisico lo mas detallado posible, identificar genes en
esa region estudiada y analizarlos como candidatos, buscando asociaciones con el
fenotipo. Suele ser un trabgjo demasiado largo y pesado, ya que normamente hay que
reducir € intervalo fisico a1l o 2 Mb. de ADN, antes de iniciar la busgueda de genes
candidatos en la zona

c- Clonado de genes candidatos posicion-independiente: Busqueda de genes
candidatos sin tener ninglin conocimiento previo de su localizacion en € genoma. Sélo
tiene éxito en el caso de que e fenotipo se parezca mucho a otro en animales o humanos
en € que & gen es conocido, 0 en casos en |os que la patogénesis molecular indique que
el gen pertenece a una familia de genes conocidos. Utilizando esta estrategia se
identifico e gen bovino responsable de la BLAD (Bovine Leucocyte Adhesion
Deficiency) (Kehrli y col., 1990).

d- Clonado de candidatos posicionales. Supone la identificacion de genes que,
por situarse dentro de una region candidata, se llaman genes candidatos posicionales.
Posteriormente estos genes candidatos son analizados para encontrar posibles
mutaciones que puedan explicar el fenotipo. Es la estrategia més utilizada debido a que
cada vez se estan localizando més genes humanos en zonas cromosomicas especificas.
Siguiendo una estrategia de clonado de candidatos posicionales en bovinos se han
identificado los genes responsables del factor rojo (receptor 1 de melanocorting,
Kungland y col., 1995) y de la hipertrofia muscular (miostatina, Grobet y col., 1997).
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En general todas estas estrategias conducen a la identificacion de uno o varios
genes candidatos que posteriormente deben ser analizados individualmente para
encontrar evidencias de su asociacion con € fenotipo. Un buen gen candidato debe
mostrar un patrén de expresion compatible con e carécter (expresion en e mismo tegjido
gue €l afectado, mismo patron temporal, etc.). Una vez encontrado, debe demostrarse
que e gen candidato es € locus responsable del carécter. Esto se puede hacer de varias
maneras:

- Andlisis de mutaciones: la identificacion de mutaciones en individuos que
presentan el carécter y ausentes en €l resto, sugiere que se ha identificado €l
gen correcto.

- Restauracion del fenotipo normal in vivo. Por iemplo en situaciones donde
la mutacion provoca pérdida de funcion de una proteina, €l fenotipo puede
ser reversible afiadiendo la proteina correcta.

- Produccién de un modelo del fenotipo en ratdn: Crear un modelo transgénico
en ratén por técnicas de gene targeting y esperar que € ratbn muestre un
fenotipo igua o muy parecido.

En un clonado posicional se parte de una region cromosdmica candidata que
puede ser més 0 menos larga. Estas situaciones iniciales pueden ser € resultado de
varias fuentes de informacion, lo més coman es:

1- Pérdida de heterocigosis: identificacion de una region subcromosdémica que
esta deleccionada.

2- Deteccién de anormalidades cromosomicas, que pueden afectar a la region
candidata del caracter.

3- Andisis genético de ligamiento: identificacion, en estudios familiares, de un
marcador o marcadores en desequilibrio de ligamiento. Es € método mas
comun para definir zonas o regiones candidatas (como en el caso del locus
mh, Charlier y col., 1995; Dunner y col., 1997).

Debido a los grandes avances del proyecto Genoma Humano, cada vez hay un
mayor nimero de genes cartografiados. Esto conlleva que las estrategias de clonado de
candidatos posicionales, que combinan e conocimiento de la posicion con la existencia
de mapas densos de transcritos, sean hoy en dia las mas utilizadas para identificar genes
(Coallins, 1995).

3.1 Cartografia fisica.

Las técnicas utilizadas para € mapeo fisico se dividen en dos clases,
dependiendo del nivel de resolucion:
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1- Mapeo fisico de bgja resolucion: cuando se refiere a unidades cuyo tamafio
oscila entre una y varias megabases.

2- Mapeo fisico de alta resolucién: cuando € tamario oscila entre unos cientos
de kilobases y un solo nucledtido.

3.1.1 Cartogr afia fisica de baja resolucion:
Entre las técnicas utilizadas en este tipo de estudios destacan las siguientes:
3.1.1.1 Paneles de células hibridas sométicas:

Son paneles de células que permiten localizar cromosdmicamente cualquier
fragmento de ADN. Para construir estos paneles, células de dos especies diferentes son
inducidas a fusionarse, bajo ciertas condiciones de cultivo, paraformar un heterokarion,
es decir una célula con dos nucleos diferentes. Cuando estas células entran en mitosis,
se eliminan las membranas nucleares y los cromosomas de las dos especies se unen en
laplaca metafasica. Estos hibridos son inestables y la mayoria de los cromosomas que
no son de la especie aceptora (normamente roedor) no se replican en las sucesivas
rondas de divisiéon celular y se pierden. Estas pérdidas de material cromosdémico son al
azar. Como resultado se obtienen una serie de clones, mas 0 menos estables, con
contenido completo de ADN de roedor méas un fragmento de ADN de la otra especie. La
identidad de esos fragmentos cromosomicos que contiene cada clon puede ser analizada
por pruebas PCR especificas de un cromosoma, y asi construir un panel de células
sométicas.

La identificacion de los fragmentos cromosomicos en cada uno de los clones
permite localizar una secuencia cualquiera de ADN en un cromosoma, ya que dara
positivo en todos aquellos clones identificados como positivos para ese cromosoma y
negativo en los que no lo son (Abbott y Povey, 1991; Mairal, 1994).

Los paneles de hibridos convencionales normalmente contienen fragmentos de
cromosomas distintos, y |os resultados pueden ser, a veces, ambiguos. Para resolver este
problema también existen paneles de hibridos monocromosdmicos. Estos paneles
permiten localizar facilmente una sonda de ADN en un cromosoma (Warburton y col.,
1990).

3.1.1.2 Panelesde hibridos deirradiacion:

En esta herramienta, el ADN es fragmentado por irradiacion y fusionado con €
ADN de células aceptoras. Asi obtenemos una coleccion de hibridos irradiados.

El andlisis por hibridacién o PCR de los hibridos de irradiacion genera datos que
Se pueden interpretar estadisticamente para crear un mapa de clones ordenados, ya que
cuanto més cerca estén dos secuencias en un cromosoma mas baja es la probabilidad de
gue estén separadas por una rotura debido a la irradiacién (Cox y col., 1990). La
frecuencia de rotura entre dos marcadores es una medida andloga a la fraccion de
recombinacién meidticay se representa también como g, pero en este caso variade 0 a

1, es decir los dos marcadores nunca estan separados, 0 estan siempre en fragmentos
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diferentes. Debido a que q subestima la distancia entre dos marcadores que estan muy
apartados en un cromosoma, se utiliza una estima mejor de la distancia, con una funcién
de mapeo andloga alade Haldane D= - In (1-q), que asume ausencia de interferencia. D
se mide en centiRays (CR) haciendo referencia a la dosis de irradiacién utilizada para
construir los hibridos. Por gemplo una distancia D= 1cRspoo entre dos marcadores
indica un 1% de frecuencia de rotura entre ellos después de una exposicién de 8.000
radianes de rayos-X (Strachany Read, 1999).

La ventaja principal de estos paneles es que permiten ordenar secuencias unicas
de una region definida sin necesidad de buscar un polimorfismo. Estos paneles son la
unién ideal entre la cartografia genética 'y la construccion de un contig de clones (YAC
0 BAC) ordenados.

3.1.1.3FISH (Fluorescence in situ hybridization) (Chromosome painting).

Esta técnica de hibridacion in situ permite localizar secuencias Unicas,
subregiones cromosdmicas, cromosomas completos, etc.,, en células en metafase o
interfase. Se puede utilizar para identificar cromosomas, detectar anormalidades
cromosomicas, 0 determinar la localizacion subcromosdmica de secuencias especificas.
Juega un papel importante en una amplia variedad de areas de investigacion, como la
citogenética, diagndstico prenatal, estudio de tumores, y mapeo genético (Trask, 1991).

En esta técnica, las secuencias de ADN o ARN son marcadas con moléculas
reporter (biotina, digoxigenina, dinitrophenyl, etc.). La sonda y los cromosomas o €l
nicleo en metafase/interfase se desnaturalizan, permitiéndose la reasociacion de las
secuencias complementarias de la sonda y € ADN diana. Después se lava la
preparacion y se incuba con agentes fluorescentes con dafinidad por la molécula
reporter, de esta forma se debe ver una sefid fluorescente en € lugar de la hibridacion
de la sonda.

- Figura 10. FISH painting con sondas humanas y porcinas Milan y col.,
1996).

- Painting homdlogo y heter6logo con
sondas de cromosomas humanos vy
porcinos.

- Arriba: Sonda del cromosoma 6 porcino
sobre metafases de porcino (izquierda) y
humano (derecha).

- Abajo: Sonda del cromosoma 19 humano,
sobre metafases, humana (izquierda) vy
porcina (derecha).

El uso smultaneo de varios marcadores coloreados en un protocolo de
hibridacion hace que su poder de resolucion aumente, permitiendo, por gemplo, €l
rapido posicionamiento de nuevos clones referido a loci conocidos, previamente
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mapeados (van Ommen y col., 1995). Ademés, se han desarrollado métodos no solo
para identificar localizaciones cromosdmicas, sino también para € pintado de un
cromosoma completo o segmentos de él. Por citometria de flujo o microdiseccion, los
cromosomas aberrantes pueden ser aislados, marcados y utilizados como sondas en
protocolos de FISH en cromosomas metafasicos (Io que se ha llamado reverse
painting). Esto permite identificar reordenamientos y marcadores de cromosomas
debido a su patrén de bandeo (Carter y col., 1992; Rack y col., 1993).

3.1.1.4 Citometria de flujo.

La citometria de flujo permite la individuaizacion de céulas, nucleos,
mitocondrias y otras organelas. Mas tarde la utilizacion de colorantes de ADN posibilitd
la utilizacion de la citometria de flujo para analizar los cromosomas (Gray y Langlois
1986, Cram 1990). Esto permite la clasificacion de los cromosomas seguin su contenido
en ADN vy la obtencién en cada especie de un histograma caracteristico Ilamado
Cariotipo de flujo (Riquet, 1996). Pero no es posible realizar cariotipos de flujo en todas
las especies. EI hombre, mono, € cerdo y el hdmster poseen cromosomas que tienen una
cantidad especifica de ADN cada uno, luego presentan cariotipos de flujo donde cada
punto corresponde, la mayoria de las veces, a un solo cromosoma (Gray y Laglois 1986,
Grunwald y col. 1986).

En especies como ratbn y oveja solo algunos cromosomas pueden ser
individualizados por citometria de flujo en una linea celular normal. En bovino los
cromosomas son muy uniformesy las diferencias de tamafio son pequefias, por lo que la
utilizacién de estas técnicas se ve muy dificultada con respecto a la especie humana. En
cambio pueden separarse cromosomas a partir de lineas celulares portadoras de
trandocaciones robertsonianas, o lineas de hibridos interespecificos, que a veces
permite individualizar algunos picos que corresponden a un solo cromosoma (Baron y
col. 1984, Baron y col. 1990, Bahary y col. 1992).

- Figura 11. Identificacion de cromosomas de cerdo por Citometria de Flujo
(Riquet, 1996).

- Cariotipo de flujo biparamétrico de cromosomas de
cerdo. Cromosomas de una linea linfoblastoide de
cerdo macho, coloreados con Hoechst 33258 y
; cromomicina A3. Las dos fluorescencias se recogen
L de forma separada, 10 que permite clasificar los
cromosomas dependiendo de su contenido en A-T
(eje de ordenadas) y G-C (gje de abcisas).
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3.1.2 Cartografia fisica de alta resolucion.

La construccion del mapa fisico definitivo, la secuencia nucleotidica completa,
no se puede conseguir en € caso de tener una sola molécula de ADN muy larga. Para
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obtener un armazén y poder llegar a la secuencia nucleotidica completa, es necesario
alinear una serie de clones de fragmentos de ADN, que en conjunto produzcan una
buena representacion de la secuencia de interés. Para asegurar que la secuencia esta
completamente representada, esta serie de clones debe estar constituida por segmentos
parcialmente solapantes, que forman lo que se llama un contig de clones. En principio,
el ensamblado del contig esté facilitado por € hecho de que las genotecas de ADN
gendmico, estén construidas a partir de digestiones parciales del ADN, como parte de
una estrategia para maximizar la representacion. Debido a estas digestiones parciales
los clones individual es normalmente contienen secuencias que solapan parcialmente con
algunos otros clones individuales. La construccion de una genoteca se realiza a partir de
fragmentos de ADN cuya informacién de la posicion se pierde. Para poder recobrar ese
tipo de informacion pueden utilizarse varios métodos:

3.1.2.1 Paseo cromosomico (chromosome walking).

Esta técnica consiste en establecer un contig de clones a partir de puntos de
partida fijos. Generalmente se identifican clones de una genoteca utilizando una sonda
especifica. Los clones positivos obtenidos por hibridacion con esta sonda deben
contener una secuencia relacionada, incluyendo clones gque contienen secuencias que
solapan parcialmente. También se puede utilizar una sonda que se localice en € extremo
y gue esté presente en una sola copia. De esta manera en |os nuevos clones positivos se
puede hacer la misma operacion en rondas sucesivas de hibridaciones. Esto permite la
formacién de un contig a partir de un solo clon por paseo cromosomico bidireccional.

En e caso de utilizar cdsmidos se puede ssimplificar marcando €l clon completo
para ser utilizado en la hibridacion. Sin embargo existe el problema de las secuencias
altamente repetitivas que se encuentran en e genoma de mamiferos, y que deben ser
suprimidas para evitar sefiales en la hibridacion. Estas técnicas de marcado del clon
completo no pueden ser utilizadas en herramientas de almacenado de insertos mayores,
como los YAC. En estos casos el megor remedio es utilizar protocolos dirigidos a la
utilizaciéon de fragmentos en las extremidades de los YAC (Arnold y Hodgson, 1991;
Verhasselt y col., 1992; Libert y col., 1993; Geurts y col., 1994; Weber y col., 1998;
Pirottin y col., 1999).

3.1.2.2 Cartografiade STS.

Un STS, o etiqueta, es un clon corto de ADN (varios cientos de nucledtidos) de
secuencia Unica 'y conocida sobre la que se pueden disefiar oligonucledtidos y llevar a
cabo un protocolo de PCR especifico. Si tenemos numerosas etiquetas localizadas en un
cromosoma o region cromosomica, se pueden identificar YAC solapantes de la region
(por ejemplo porgue han sido localizados por FISH) basandose en que contengan o no
|as etiquetas posicionadas en la region.

Las etiquetas (STS) son herramientas importantes en e mapeo, ya que se puede
evidenciar su presencia por PCR. La mayoria de las etiquetas no son polimérficas y
deben ser asignadas a localizaciones cromosdmicas especificas genotipando paneles de
hibridos sométicos. En cambio los microsatélites, etiquetas polimérficas que son usados
como marcadores genéticos, pueden ser asignados a localizaciones cromosdmicas como

21



Introduccién

resultado de andlisis de ligamiento. Las etiquetas representan una unién entre e mapa
genético y fisico y proporcionan un lenguagje comin para proyectos de mapeo fisico,
pudiendo ser utilizados para comparar dos contig de clones construidos en laboratorios
diferentes (Olson y col., 1989).

3.1.2.3 Uso de ADN repetitivo.

El ADN de mamiferos esta constituido en una gran parte por ADN repetitivo
disperso, como las repeticiones tipo SINE y LINE. Debido a que el espacio entre dos
elementos repetitivos puede variar en diferentes regiones cromosdémicas, clones que
contienen regiones solapantes pueden ser identificados por tener patrones similares
como resultado de hibridaciones con sondas de ADN repetitivo Bellanne-Chantelot y
col., 1992).

Las secuencias repetitivas se pueden utilizar también mediante la realizacién de
una PCR con un solo oligonucledtido, que corresponda a un elemento repetitivo muy
comun. Si un elemento repetitivo es efectivamente muy comun, es bastante probable
encontrar dos de ellos proximos y en orientacion opuesta, asi € oligo hibrida y permite
la amplificacién de la secuencia que se encuentra entre ellos. Esta amplificacion, que
puede ser una Unica secuencia o un grupo de ella, se puede marcar y usar como sonda en
un protocolo de hibridacion para identificar nuevos YAC solapantes (Pirottin y col.,
1999).

3.1.3 Cartografia fisica comparada de laregiéon candidata.

La nocidén de una conservacion de ciertos grupos de ligamiento o de sintenia ha
ido progresivamente tomando fuerza a partir de los estudios realizados sobre €l genoma
de diferentes especies. Al principio, las homologias entre los cromosomas se
identificaron simplemente por comparacion citogenética de los diferentes cariotipos.
L os estudios filogénicos realizados por comparacion de bandas cromosdémicas humanas,
de primates y de otros grupos, han aportado elementos nuevos para la comprension de la
especiacion (Dutrillaux y col., 1979). Estos trabgos han identificado regiones
cromosdmicas conservadas entre el hombre y € congjo Ouitrillaux y col., 1980) y el
hombrey e gato (Nashy O’ Brien, 1982), sin embrago estos estudios Unicamente suelen
tener éxito cuando se trata de especies poco aejadas. Por este motivo la mayoria de los
trabajos para identificar grupos sinténicos conservados entre especies se han basado en
hibridaciones in situ con sondas gendmicas sobre cromosomas en metafase.

Cada vez hay mas datos sobre las localizaciones de los genes en las diferentes
especies, permitiendo identificar grupos sinténicos conservados entre genomas
diferentes (O’Brien y col., 1993). La utilizacién de estos marcadores de anclage ha
permitido realizar andlisis comparativos sisteméticos de |os mapas citogenéticos de los
diferentes genomas. Dejando a un lado los estudios filogénicos y de evolucion, la
cartografia comparada es hoy en dia una importante estrategia de cartografia de un
genoma.

La cartografia de las especies domésticas se apoya en datos de cartografia
comparada con los mapas humano y de raton, para elaborar 1os mapas regionales de
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zonas insuficientemente balizadas en € genoma estudiado. A parte de una ssmple fuente
de marcadores genéticos de una region, la cartografia comparada puede ser utilizada
cada vez més, dentro de estrategias de clonado de genes candidatos. Debido a que la
zona estudiada contiene un gen implicado en la expreson de un caracter, los genes
cartografiados dentro de esa region pueden ser considerados como genes candidatos.
Esta estrategia ha sido aplicada con éxito en € estudio del gen Halotano en € cerdo
(Guérin y col., 1993), y también en la blsqueda de los genes Booroola de prolificidad
(Lanneluc y coal., 1994).

3.1.3.1 Cartografia fisica comparada de la regiéon bovina 2q11-2g21.

Laregion cromosdmica 2011-2g21 es la region donde se localiza € locus mh
(Charlier y col.,1995; Fisher y col., 1996; Dunner y col., 1997). En esta misma region se
habia localizado anteriormente el gen Col3A1 por hibridacion in situ (Solinas-Toldo y
col., 1995). Ademés un marcador RFLP de este gen, estd ligado a marcador
microsatélite TGLA44 (g= 2%), € marcador més cercano a locus mh, e incluso
Col3A1 ha sido propuesto como candidato posicional del gen de la hipertrofia muscular
(Fisher y col., 1996). Estos datos sefidlaban a la region que flanqueba a Col3A1 en
humana, HSA 2g31-33, como & segmento ortologo de la region bovina BTA2g11-21.

Para afinar la correspondencia entre los dos segmentos ortélogos, se
desarrollaron CATS (Comparative Anchor Tagged Sequences, Lyons y col., 1997) para
una serie de genes en la vecindad de Col3A1 en e mapa humano. A parte de Col3A1
(O'Brien y col., 1993; Lyons y col., 1997) se desarrollaron CATS para los genes
Col5A2, INPP1, TFP1, TTN, CHN, GAD1, CTLA4y CD28 (Grobet y col., 1997).

Por otro lado, existia una linea de ratores, que mostraban e fenotipo
denominado “compact” (cmpt) de forma natural. Estos animales comparados con
ratones normales tenian valores de porcentaje de cana superiores (9,4% y 6,8% mayor,
en machos y hembras respectivamente) y la relacion musculo/hueso era también 1,61%
mayor. Ademas e fenotipo cmpt como la hipertrofia muscular bovina también se
caracterizaba histol 6gicamente por una hiperplasia (Vargay col., 1997).

El fenotipo cmpt mostraba una expresion variable, con una herencia dominante
intermedia en machos y cas completamente recesiva en hembras. Por estudios de
ligamiento utilizando pools selectivos de ADN se encontré un locus fuertemente
asociado al fenotipo cmpt en e cromosoma 1 del raton. La cartografia fina de la zona,
utilizando genotipado individual y andlisis de haplotipos, localiz6 e locus cmpt en un
intervalo entre los marcadores D1IMit375 y D1IMIit21 (Vargay col., 1997). La region del
cromosoma 1 del ratdn que contenia € locus Cmpt era ortdloga a la region humana
2032-gter (Naylor 1996), es decir los dos loci mhy cmpt estaban situados en la misma
region candidata, con lo cua e gen cmpt podia ser € ortélogo del gen mh bovino
(Vargay col., 1997; Szabo y col.,1998). Debido a estas similitudes entre los dos loci, la
informacion disponible del genoma del raton se afiadido en la construccion de la
cartografia fisica de la region candidata bovina (Figura 12).
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3.1.3.2 Construccién deun contigde YAC.

Con los CATS desarrollados, y con los marcadores de tipo microsatélite
localizados en la region (TGLA44, BM81124, BM3627, ILSTS026 e INRA40) se
analiz6 una genoteca de YAC de 6 equivalentes de genoma bovino (A. Schoberlein,
datos no publicados). Utilizando las etiquetas descritas mediante PCR sobre la genoteca
de YAC y también por técnicas de hibridacién entre productos de PCR inter-SINE
(Pirottin y col., 1999) se encontraron una serie de clones solapantes que se utilizaron
para iniciar la construccion de un contig de YAC. En la Tabla V se muestran las
etiquetas (STS) utilizadas en la construccion del contig de YAC de laregion candidata.

En la cartografia de la regién candidata, se utilizaron los datos procedentes de la
cartografia comparada con €l genoma del ratén (MM1-MM2, locus cmpt), cartografia
fisca de la region ortdloga humana (HSA2931-2g33 (HSA2)), cartografiado por
hibridos de irradiacion de los genes localizados en la region (HSARhmap); la
aproximacién a un mapa bovino de la region BTA2ql1-2921, tanto fisico como
genético (con los marcadores localizados en la region). Todo estos datos fueron
representados sobre el contig de YAC de laregion candidata que se estaba construyendo
y se recogieron de forma grafica en la Figura 12, que englobaba €l conocimiento que se
tenia en ese momento de la region candidata del locus mh.

- TablaV. STSen laregion BTA2g11-21.

Etiquetas Nombre del locus Cartografiado Referencias

Col3A1 collagen, typelll, aphalchain 2q12-g13 Fisher y col.1996; Kappesy col.
1997; Sonstegard y col. 1997.

Col5A2 collagen, type V, apha-2 chain 2q14-g15 Masabanday col., 1998.

INPP1 inositol polyphosphate-1-phosphatase Chr. 2 Grobet y col, 1997.

TFP1  tissue pathway factor inhibitor 2gq14-g15 Masabanday col. 1998.

TTN  titin 2021 Masabanday col. 1998.

CHN

GAD1 glutamic acid decarboxylase 2021 Masabanday col. 1998.

CTLAA4 Proteinad asociadaa linfocitos-T

CD28 Antigeno CD28 2031 Masabanday col. 1998.

TGLA44 2q12 Kappesy col. 1997.

BM81124 Chr. 2 Stoney col. 1995;Kappesy col.
1997.

BM3627 Chr. 2 Kempy col 1995; May col. 1996;
Kappesy col. 1997.

ILSTS026 Chr. 2 Kempy col 1995; May col. 1996;
Kappesy col. 1997;

INRA40 Chr.2 Vaimany col. 1994; Kappesy col.

1997; Slatey col. 1998.
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- Figura 12. Cartografia de laregion BTA2g11-2g21.
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- En azul se representanlos YAC elegidos paraaislar microsatélites.
- ®YAC positivoaun STS.
-l vac positivo por hibridacion productos de PCR inter-SINE (Pirottin y col., 1999).

3.2 Cartografia genética. (ver Capitulo 1).

El locus mh se localizaba en laregién centromérica del cromosoma 2 bovino, en
un intervalo flanqueado por los marcadores tipo microsatélite Tglad4 e 11sts026. Con la
adicion de nuevos marcadores a la region candidata se intentaba reducir a maximo
posible la region donde se encontraba €l locus, para poder configurar un mapa fisico lo
suficientemente pequefio para poderse plantear empezar a buscar genes candidatos.

Se identificaron 5 microsatélites (Bulgel8, Bulge20, Bulge23, Bulge27,
Bulge28), que permitieron localizar € locus mh en un intervalo cromosdmico de unos
3cM., entre los microsatélites Bulgel8 y Bulge20 (Pirottin 'y col., 1999).

3.3 ldentificacion de genes candidatos.

El cartografiado fino de la region permitio localizar el locus mh en la regién
BTA2q12, dentro de un intervalo cromosomico de 3 cM. entre los microsatélites
Bulgel8 y Bulge20, y entre los genes INPPL, y Col3Al. El siguiente paso era la
identificacion de genes en ese intervalo, que pasarian a ser considerados genes
candidatos posicionales.
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3.3.1 El gen GDF-8 (McPherrony col. 1997).

La familia de factores de crecimiento TGF-b esta congtituida por un gran grupo
de factores diferentes que tienen un papel importante, por un lado en la regulacién del
desarrollo embrionario, y por otro en e mantenimiento de la homeostasis de los tegjidos
de los animaes adultos. En mayo de 1997 aparece publicado en Nature el
descubrimiento de un nuevo miembro de la familia TGF-b (Transforming Growth
Factor-b), GDF-8 (growth/diferentiation factor-8), que se expresa de forma especifica
en musculo, tanto en desarrollo como adulto. Durante los primeros estadios de la
embriogénesis se expresa en e miotomo de los somitos en desarrollo, mientras que en
los Ultimos estadios y en e animal adulto se expresa en muchos musculos del cuerpo.
Para descubrir la funcién biolégica de este nuevo factor de crecimiento, se construy6 un
aelo nulo del gen mediante estrategias de gene targeting en ratones (Knock-out). Los
animales homocigotos para este alelo nulo mostraban fenotipicamente un aumento de su
masa muscular esquelética. Este aumento de masa muscular era debido a una
combinacion de hiperplasia e hipertrofia de las células musculares. Esto sugirié que €
gen GDF-8 actuaba como un regulador negativo del crecimiento muscular esquelético
(McPherrony col. 1997).

La secuencia aminoacidica del GDF-8 murino constaba de 376 aminoacidos, y
contenia todas las caracteristicas propias de la familia TGF-b: una secuencia sefid para
la secrecion, un lugar diana para € procesado proteolitico, una region carboxiterminal
con un patrén conservado de residuos de cisteina, nueve exactamente, como los TGF-b
y las inhibina-b. Como los otros miembros de la familia su secuencia estaba conservada
entre las diferentes especies, puesto de manifiesto por la técnica de Southern
(McPherrony col., 1997), que detecté secuencias homologas en todas las especies de
mamiferos examinadas (ratdn, rata, humano, mono, conegjo, vaca, cerdo, perro), y
también en pollo.

También se comprobo la funcionalidad del lugar de procesado proteolitico de la
secuencia aminoacidica de GDF-8. De igual modo se comprob6 su capacidad de formar
dimeros, como en € resto de miembros de la familia TGF-b, por medio de andlisis de
tipo western blot en condiciones reductoras y no reductoras.

Para determinar |os patrones de expresion de GDF-8, se realizaron hibridaciones
in situ sobre embriones de raton en diferentes estados de desarrollo. En todos los
estados examinados € ARN mensgjero de GDF-8 se expresaba en musculo en
desarrollo, encontréandose en los primeros estadios en los somitos. GDF-8 continuaba
expresandose en e tgido muscular esquelético adulto, y también aparecia en tegjido
adiposo.

No se conoce bien e papel que GDF-8 juega en procesos como el desarrollo de
los rabdomiosarcomas, la hipertrofia inducida por el gercicio, o la regeneracion del
tgjido después de una necrosis de tgjido muscular. Se puede pensar que GDF-8 o sus
moléculas inhibidoras pueden ser importantes en € tratamiento de estados
degenerativos del musculo, como distrofias musculares, enfermedades neuromusculares
0 caquexia debida a cancer.
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McPherron y col.(1997), sugirieron la importancia que este gen podia tener en
produccion animal, teniendo en cuenta que estaba presente en los animales de granja,
como cerdos, vacasy pollos.

Por ultimo, basandose en el fenotipo del ratdn homocigoto para € aelo nulo, y
en la especificidad de expresion en tejido muscular de este gen, se propuso llamar a
GDF-8: miostatina (myostatin).

3.3.2 La miostatina como gen candidato responsable del fenotipo culén en
bovino.

Los trabajos para €l clonado posicional del gen se iniciaron con la construccion
deun contig de YAC, utilizando la cartografia comparada con €l genoma humano y del
raton. Ademés se seleccionaron unos YAC, de los cuales se a6 un grupo de
microsatélites que, utilizados en familias donde e gen segregaba, permitirian acortar €l
intervalo cromosdmico que contenia € gen. Los estudios de ligamiento multipunto
localizaron este locus en e intervalo entre Bulgel8 y Bulge20. De acuerdo con la
posicion relativa de los microsatélites con respecto a los genes INPP1 y Col3A1,
deducida de la integracion de los mapas humanos y bovinos, se indicd que era muy
probable que el gen mh se localizara en una region cromosdmica flanqueada por los
genes INPP1y Col3A1 (Grobet y col., 1997).

Cuando se publico en la revista Nature e descubrimiento del gen de la
miostatina (GDF8), cuyo fenotipo era compatible con € de la hipertrofia muscular, paso
a ser considerado como un candidato del gen culén.

3.4 Analisis de mutaciones en € gen candidato.

Las caracteristicas del gen de la miostatina o convertian en un buen candidato
para € sindrome de la hipertrofia muscular bovina. El siguiente paso era conocer su
posicion en e genoma bovino. Los estudios genéticos localizaban € locus mh en el
cromosoma 2 en un intervalo entre los genes INPP1 y Col3A1. Era necesario confirmar
9 la miostatina se localizaba en ese intervalo.

Para locdizar la miostatina bovina habia que basarse en la conservacion de
secuencias en genes ortélogos, es decir se queria conocer si € ortélogo humano de la
miostatina de ratdon se sSituaba entre INPP1 y Col3A1. Utilizando la secuencia
codificante de la miostatina murina se identificaron tres clones de ADN codificante
(221299, 300367, 308202) y seis EST Expressed Sequence Tags) (H92027, H92028,
N80248, N95327, W07375, W?24782). Con estas secuencias se confeccioné una
secuencia consenso que representara a ortélogo humano de la miostatina de raton y se
disefiaron oligonucledtidos para amplificar por PCR un fragmento de la miostatina
humana. Este protocolo de PCR se utilizd para genotipar un panel de hibridos de
radiacion (Genebridge-4). Esta préctica permitio localizar efectivamente la miostatina
humana en € intervalo entre INNP1 y Col3A1, con lo que la miostatina bovina pasd a
ser considerado como un importante candidato posicional.
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3.4.1 Una mutacién en el gen dela miostatina es responsable de la aparicién
del fenotipo culdn en laraza Blanco-Azul Belgay Asturiana delos Valles. (Grobet y
col., 1997).

Para demostrar si la miostatina estaba asociada a fenotipo culdn en bovino, se
disefiaron oligonuclettidos basados en las secuencias de raton y humana para amplificar
en su totalidad el ADN codificante bovino a partir de ARN muscular. Se amplifico el
ADN codificante a partir de musculo esquelético de dos individuos, supuestamente de
fenotipo homocigoto salvgey homocigoto culon y se secuenciaron las dos hebras del
ADN. La secuencia del alelo salvaje mostré una homologia del 89 % con la secuencia
codificante de la miostatina de raton, y la proteina una homologia de 92 % con la
secuencia aminoacidica del raton.

La secuencia del alelo culdn resultd idéntica a la del alelo salvaje excepto por
una deleciéon de 11 nucledtidos (Figura 13). Esta deleccion se sitGa después de la
primera cisteina y cambia la fase de lectura de la proteina, o que provoca la aparicion
deun codon STOP prematuro. La mutacion elimina la parte bioactiva de la proteina, 1o
gue puede ser la causa de la hipertrofia muscular. Siguiendo las normas convencionales
de nomenclatura se denoming, a esta mutacion, nt821(del 11).

- Figura 13. Secuencia de ADN codificante obtenida a partir de un
individuo culén y uno normal, mostrando la delecion nt821del(11)
(Grobet y col., 1997).
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-Secuencia de un individuo normal y uno culén, donde se ve la delecién de 11pb en el
animal culon. En la parte de abajo se muestra la secuencia aminoacidica del ratén (en
verde), bovino normal (negro) y culén (azul). Como modelo se utiliza la secuencia
bovina normal. El lugar de proteolisis esta encuadrado en rojo y las 9 cisteinas
conservadas estan encuadradas en negro.

Para comprobar que la mutacion detectada era la responsable del fenotipo culon

se disefiaron oligonucledtidos que flanquearan la delecion, para desarrollar un test
diagnostico basado en la PCR. Se genotiparon 100 animales de fenotipo corriente de
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raza Holstein y 96 Jersey. También se genotiparon 104 individuos culones de raza
Blanco-Azul belga, 52 de Asturiana de los Valesy 42 Maine-Anjou. El papel del locus
mh en estas tres razas estaba demostrado Charlier y col., 1995; Dunner y col., 1997;
Grobet y col., 1997). Los 196 individuos de razas lecheras resultaron ser homocigotos
para el alelo savae. Todos los individuos supuestamente culones de las Razas Blanco-
Azul belga y Asturiana de los Valles resultaron ser homocigotos para la mutacion
nt821(del11). Sin embargo los 42 individuos de la raza Maine-Anjou, fenotipicamente
culones, eran portadores del alelo salvaje en homocigosis como los animales de fenotipo
corriente de las razas lecheras. Posteriormente se comprobaria que la mutacion
responsable del fenotipo en esta raza se localizaba en otra zona diferente del gen, y por
lo tanto no estaba incluida en este diagndstico, por 1o que estos animales daban un
resultado igual alos animales corrientes

3.4.1.1 Caracteristicas basicas de la miostatina bovina.

La miostatina bovina es una proteina de la superfamilia TGF-b, que consta de 375
aminoacidos. Como todos los miembros de esta familia se supone que se sintetiza como
una molécula precursora larga (pre-pro-miostating). La secuencia contiene un grupo de
aminoacidos hidrofobicos en laregion N-terminal (aminoterminal) que actiian como
secuencia sefia para la secrecion. Después cada molécula debe ser secretada como una
forma precursora, que es proteol iticamente procesada en un lugar especifico. Tras la
proteolisis, quedalibre laregion C-termina (carboxiterminal), que es laregion en la que
los miembros de la familia muestran un cierto grado de homologia en la secuencia
primaria de aminoéacidos, y que contiene nueve residuos de cisteina separados por un
espacio caracteristico. Por ultimo, la forma bio-activa de la miostatina esta formada por
un dimero de dos regiones C-terminal unidas por puentes disulfuro (McPherron y Lee,
1996). El gen de la miostatina esta constituido por tres exones separados por dos
intrones (McPherron y Lee, 1997; Grobet y col., 1998). En la Figura 14 se muestra de
forma gréfica las caracteristicas de este gen.

- Figura 14. Caracterigticas generales del gen y la proteina de la miostatina bovina.
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3.4.2 El fenotipo culon esta causado por una serie alélica de mutaciones
disruptivas en € gen dela miostatina bovina. (Grobet y col., 1998).

Una delecion de 11 pares de bases (nt821(del11)) en la secuencia del gen de la
miostatina, que causa un truncamiento de la parte carboxitermina de la miostatina era la
responsable del fenotipo culdn en las razas Blanco-Azul Belgay Asturiana de los Valles
(Grobet y col., 1997). Sin embargo en la raza Maine-Anjou, en donde el andlisis de
ligamiento parecia indicar que era e mismo locus € implicado en & fenotipo de
hipermuscularidad, no se encontré la delecion en los animales analizados (Grobet y col,
1997). Estos datos pueden indicar la existencia de una heterogeneidad alélica en el gen
de la miostatina, responsable de la hipertrofia muscular. Esta hip6tesis se confirmé con
la identificacion de una nueva mutacion en animales hipermusculados de la raza
Piamontesa. En este caso se trata de una sustitucion de una cisteina por una tirosina
(C313Y) (Kambadur y col., 1997). Para aclarar esta hipotesis de heterogeneidad alélica
en e gen de la miostatina o incluso una posible heterogeneidad de locus, Grobet y col.
(1998) propusieron secuenciar completamente la region codificante del gen de la
miostatina en individuos de 10 razas vacunas europeas donde existian individuos
hipermusculados y 2 razas de fenotipo convencional utilizadas como secuencia control.

Basandose en la conservacion de secuencias en los extremos exon-intron , se
disefiaron oligonucledtidos en los exones 1 y 2 que se suponian flanqueaban los
intrones. Con estos oligonucledtidos se llevo a cabo una PCR a partir de un YAC que
contenia la miostatina bovina (Y179A3, Grobet y col., 1997). Los productos de la PCR
se secuenciaron, y se alinearon con la secuencia conocida del ADN codificante de la
miostatina bovina. Tras este alineamiento de secuencias se pudieron diferenciar las
uniones exon-intron predichas, asi como los exones y los intrones. Posteriormente se
disefiaron protocolos de PCR para amplificar la secuencia codificante completa de la
miostatina bovina a partir de ADN genémico y se secuenciaron.

Mediante la secuenciacion de los individuos descritos de las diferentes razas
europeas Utilizadas, se identificaron siete variantes nucleotidicas dentro de la region
codificante (Figura 14). Estas mutaciones se agrupan, dependiendo del efecto que tienen
sobre |a proteina resultante, en tres grupos.

1- Mutaciones que provocan la aparicion de un codén Stop prematuro:

- nt821(del11): una delecién de 11 pares de bases en la posicion 821
después del coddn de iniciacion, y gue provoca la aparicion de un codon
Stop prematuro. Esta mutacién es caracteristica de las razas Blanco-Azul
belgay Asturianade los Valles.

- nt419(del 7-ins10): una delecion/insercion en la posicion 419 a partir del
codon de iniciacion, donde se reemplazan 7 bases por un grupo de 10
bases. Provoca la aparicion de un codén Stop prematuro en la regién del
péptido N-terminal latente, en la posicién anminoacidica 140. Se
encuentra en laraza Maine-Anjoul.

- Q204X: una transicion G® T en e segundo exon en la posicion 610,
asociada a la aparicién de un codon Stop prematuro en el péptido N-
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terminal latente en la posicion aminoacidica 204. Esta mutacion es tipica
de laraza Charolés.

- E226X: se trata una transversion G® T, en & segundo exon en la
posicién 676, que conlleva la aparicion de un codén Stop prematuro en €l
péptido N-terminal latente, en la posicibn aminoacidica 226. Se
encuentra en animales de laraza Maine-Anjou.

2- Afectan alaestructura secundaria de la proteina.

- C313Y: una transicibn G® A en la posicién 938 que supone las
sustitucion de una cisteina por una tirosina. Esta cisteina es la quinta de
las nueve cisteinas altamente conservadas tipicas de lafamilia TGF-b. Se
piensa que estd involucrada en la formacién de un puente disulfuro
intramolecular que estabiliza la conformacion tridimensional de la
proteina. Esta sustitucion es bastante probable que afecte a la estructura 'y
funcién de la proteina. Esta mutacion también ha sido descrita por
Kambadur y col. (1997) y McPherron y Lee (1997). Se encuentra en
animales de las razas Piamontesa y Gascona.

3- No afectan alafuncion de la proteina.

- F94L: una transversion G® A en la posicion 282, que conlleva a una
sustitucion conservativa de una fenilalanina a leucina en € primer exén
en la posicién aminoacidica 94. Esto ocurre en la parte menos conservada
del péptido N-terminal latente. Ademés en esta misma posiciéon en la
miostatina murina aparece unatirosina. Es tipica de la raza Limusin.

- Nt414(C-T): es una transicion silenciosa C® T, que tiene lugar en la
terceraposicion del coddén 138 (citosina) en el tercer exén. Esta mutacion
se encuentra en animales de raza Charol és

Ademés de estos polimorfismos encontrados en la secuencia codificante, se
identificaron 4 variantes més en las zonas intronicas, que probablemente sean
polimorfismos neutros. Son los siguientes. en € intron 1, nt374-51(T-C), nt374-50(G-
A), nt374-16(dell); y en € intron 2, nt748-78(del 1).

La mayoria de los animaes eran homocigotos para una de las 5 mutaciones
disruptivas, o heterocigotos para dos mutaciones disruptivas distintas, o que era
compatible con el modo de herencia recesivo de la hipertrofia muscular en todas estas
razas. En dos razas, Limusin y Rubia de Aquitania, no se ha encontrado ninguna
mutacion disruptiva en la zona codificante de la miostatina o cua puede indicar dos
cosas, 0 bien que existen mutaciones adicionales del gen de la miostatina fuera de la
region codificante, o bien que en e desarrollo exagerado de la musculatura en estos
animales no esté involucrado € gen de la miostating, con lo cua estariamos delante de
fenocopias con un determinismo genético diferente en estas dos razas (Grobet y col.,
1998).
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- Figura 15. Representacion esguematica del gen de la miostatina
bovina con la posicién de los polimorfismos encontrados (Grobet y col.,
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En gris se representa las regiones del ADNCc. no traducidas. En azul corresponde al

péptido sefial paralasecrecion. Enrojo el péptido latente aminoterminal y en verde la parte
carboxiterminal bio-activa.

Los polimorfismos encontrados en la secuencia estdn encuadrados. en rojo se
representan 10s que provocan una miostatina no activa, en azul un polimorfismo, que por
situarse en al zona del péptido latente, no parece estar asociado a una modificacién de la
actividad de la proteina normal y en verde se representan |os polimorfismos neutros. Cada
polimorfismo se compara con la secuencia control de Holstein.

Aungue e muestreo era limitado, los datos indicaban que algunas mutaciones
eran compartidas por varias razas, |0 que ponia de manifiesto una cierta migracién de
los delos de la miostatina entre diferentes poblaciones, mientras que otras eran
especificas de algunas razas. Ademés, mientras que agunas razas eran muy
homogéneas (Asturiana de los Valles o Blanco-Azul belga por g emplo) otras mostraban
una clara heterogeneidad alélica (Maine-Anjou por gjemplo).

Recientemente Miranda y col. han afladido una serie de mutaciones nuevas a
esta lista. Utilizando una estrategia de PCR-SSCP se han identificado 7 mutaciones
nuevas. 3 mutaciones silenciosas: nt267(A-G), nt324(C-T), nt387(G-A); 2 mutaciones
conservativas. D182N, S105C; y 2 polimorfismos intronicos. nt 747+7(G-A),
nt747+11(A-G) (Miranday col. 2001).

- D182N: cambio aminoacidico que pasa aspartico a asparraguina, no
localizado en €l péptido bioactivo. Se ha encontrado en las razas Maine
d Anjou y en lalinea sintética Inra 95.

- S105C: cambio aminoécidico que no afecta a péptido bioactivo de la
miostatina, produce un cambio de serina a cisteina. Se ha encontrado en
laraza Parthenaise.
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3.5 Desarrollo de un test diagndstico de las mutaciones. Seleccion asistida por
mar cador es.

Una vez identificado € gen responsable de la hipertrofia muscular, se abren dos
grandes caminos en el campo de la produccion animal: por un lado la seleccion asistida
por marcadores, y por otro lado las estrategias de modificacién génica o ingenieria
genética.

Se han identificado, hasta ahora, 6 mutaciones que afectan a la secuencia
codificante de la miostatina bovina.(Grobet y col., 1997; Kambadur y col., 1997;
McPherron y Lee 1997, Grobet y col., 1998) causantes del fenotipo de la hipertrofia
muscular bovina. En € capitulo 3.4.2 se han revisado 5 de ellas. La ultima descrita, por
el momento, es una transversion G-T en el nucledtido 874, que provoca la aparicion
prematura de un codén STOP en el dominio carboxiterminal bioactivo. Esta mutacion
ha sido identificada en animales de la raza Marchigiana (Cappucio y col., 1998). Para
seguir estrategias de seleccion a favor o en contra del fenotipo culdn, basta con
desarrollar un test diagnéstico de estas mutaciones, para poder identificar alos animales
portadores y utilizarlos 0 no como reproductores dependiendo de la politica de seleccion
utilizada.

Karim y col. (2000) y Miranda y col. (2002), han desarrollado test para la
deteccion smultanea de las 6 mutaciones disruptivas descritas. Este protocolo de
diagnostico se basa en la técnica OLA Qligonuclectide ligation assay; Grossman y
col., 1998). A parte de este protocolo de diagnostico conjunto de todas las mutaciones
descritas por Grobet y col., 1998, y Cappucio y col., 1998, existen otros protocolos
basados en la PCR para la deteccion de algunos de los aelos de la miostatina (Antoniou
y Grosz, 1999; Fahrenkrug y col., 1999).

Ademés, para evauar la influencia que gercen las diferentes mutaciones o
polimorfismos del gen de la miostatina sobre el fenotipo se ha desarrollado un estudio
en la marco de un proyecto europeo (BIO4-CT98-0421) que consiste en la descripcion
de los polimorfismos existentes en secuencia. El segundo paso es definir los haplotipos
diferentes y estimar sus frecuencias en diferentes razas europeas, ademés de anaizar
con detenimiento los fenotipos asociados a cada haplotipo. En la tabla VI se pueden ver
los haplotipos de la miostatina encontrados y su frecuencia en diferentes razas europeas
(Miranday col., 2001).
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- Tabla VI. Haplotipos de la miostatina bovina en diferentes razas europeas.

L]
g 5. ]
= % 5 58 38
. i3 % ®ix B2 2] 3 8 5
§ regdar. od- §3 <3 Tgs
VBT . § KT § - © g2 7 Ec<i 0§
< '?..g g | W - 3 r£28 80 o
'-‘%111 ¥5% Freexp i 3 Eg 3 EE gzt
A S FHHHE DI H O T
43lanvnnzxalccadn 5 SgsSNEFET g52
tlhEFFFFPLrOUMELEIUD I A BOBG0BOTIESSEZcabnn
- 1 a8 45 9 M 1 T 30 100 @ 44 2
- hoAl 2 1.8 48 1 4.5 @b A AT 28 ® 13
Tho&b b AT 4D G0 25 b0 00 33 40 B3 BF 4F 2B A Fia 1) 2 14 5T 32
B -, L) B 18 &b an o3 sd 13 48 1 i3 3 13
LA . . E] &1 i E ) [ ]
- # ® 1.1 £ e
i 5 z |b‘| : 4 2 i
et N o] 1,1 18 ap 5
. » F
"o B o® oW L] 1% { L
1,1 ]
. “aow W 5
" - ¥
- - 10 1]

- Mutaciones del gen de la miostatina ordenadas en los 20 haplotipos encontrados. A la derecha

figuran las frecuencias con las que cada haplotipo ha sido hallado en cada una de las razas
comprendidas en el estudio.




Objetivos

Objetivos.

El departamento de Produccion Animal de la Facultad de Veterinaria de la
U.C.M. de Madrid, junto con las asociaciones de ganaderos ASEAVA y ASEAMO,
participa en diferentes proyectos:

- programas de mejora genética de las razas asturianas Asturiana de los Valles
y Asturiana de la Montafia.

- comparaciéon de caracteristicas de crecimiento y desarrollo muscular entre
animales homocigotosy heterocigotos para el gen de la hipertrofia muscular
frente alos animales libres de dicho gen.

- localizaciéon del gen de la hipertrofia muscular y las posibilidades de su
utilizacion tanto en raza pura, como en cruzamiento industrial.

Fruto de estos trabgjos y de la colaboracion, desde 1995, con investigadores del
Departamento de Genética de la Universidad de Ligja (Department of Genetics, Faculty
of Veterinary Medicine, University of Liege), se publicd, en € afio 1997, un articulo que
permitio identificar a gen responsable de la hipertrofia muscular presente en la raza
Asturiana de los Vales, como € mismo gen que causaba un fenotipo smilar en
animales de raza Blanco Azul Belga, y que se localizaba en el cromosoma 2 bovino
(Dunner y cal., 1997).

El hecho de que los andlisis de ligamiento realizados en las dos razas localizaran
el locus mh en e cromosoma 2, permitié iniciar estrategias de seleccion asistida por
marcadores basandose en los alelos asociados con e fenotipo culon. Por otra parte la
localizacion del locus en un segmento cromosdmico concreto (2g12-21), abrid la
posibilidad del inicio de una estrategia de clonado posiciona del gen culdn, y plantear
el trabgjo de estatesis con lafinanciacion CICY T AGF98-1087.

Tras la puesta de manifiesto del gen responsable de la hipertrofia muscular
bovina, la miostatina (McPherron y col., 1997; Grobet y col., 1997), se replantearon los
objetivos del trabajo de tesis.

L os objetivos concretos de este trabajo son:
1) Contribuir a clonado posiciona del gen responsable de la hipertrofia
muscular bovina, reduciendo e intervalo cromosdmico en e que se

encuentra e gen.

2) Secuenciar la totalidad del gen de la miostatina bovina y sus regiones
flanqueantes.

3) ldentificar y andlizar las posibles regiones reguladoras de la expresion del
gen de la miostatina.



Capitulo 1

Capitulo 1.

Contribucién al clonado posicional del gen culon. Reduccion del intervalo
cromosdmico.

Lo primero que se necesita para reducir €l tamafio de una region candidata es un
conjunto de marcadores polimérficos localizados en la zona. Lo habitual es partir de una
serie de clones representativos de la region, como fuente para aidlar marcadores. Estos
marcadores permitiran construir los mapas genéticos y fisicos, y dentro de estos mapas
es donde se buscaran los genes candidatos.

La técnica mas frecuente para identificar clones de regiones especificas consiste
en analizar genotecas de clones, siendo las més utilizadas las de YAC y BAC. Otros
métodos para la busqueda de clones de regiones especificas son: la microdiseccion de
cromosomas 0 de bandas cromosdmicas concretas (Lldecke y col., 1989), e clonado
substractivo (Lisitsyn y col., 1993), o €l andlisis de genotecas especificas de
cromosomas 0 bandas cromosomicas.

1 Eleccion de YAC para aidar microsatélites.

1.1 Descripcion de la genoteca bovina de ADN gendmico en YAC. (A. Schoeberlein
y col., datos no publicados).

Genoteca de 6 equivalentes de ADN gendémico bovino. La genoteca esta
constituida por 32.256 clones amacenados en medio de cultivo con glicerol a—80°C, en
336 placas de 96 pocillos (8x12), con un tamafio medio estimado de 548 Kb (Pirottin y
col., 1999).

1.2 Organizacion y analisis de una genoteca de YAC.

El ADN de cada uno de los clones de la genoteca se organiza en pooles para
facilitar su andlisis por PCR siguiendo un esguema de pooles tridimensionales (Libert y
col., 1993). Las 336 placas se dividen en 28 grupos de 12 cada uno. EIl ADN de los
clones integrantes de estas 12 placas de cada grupo (96x12), va a constituir un
superpool. Dentro de cada superpool, existen también pooles de ADN correspondientes
a cada una de las tres dimensiones, placas, filas y columnas. Por un lado se unen los
ADN de cada placa (12 pooles de 96 cada uno, primera dimension), de cada fila (8
pooles de 144 cada uno, segunda dimension), y de cada columna (12 pooles de 96 cada
uno, tercera dimension).

De esta forma la busgqueda de un clon positivo se realiza con un nimero minimo
de PCR. La primera PCR se lleva a cabo sobre los superpooles. En cada superpool
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positivo, se hace PCR en los pooles de las tres dimensiones (12,8,12) y se debe
encontrar, al menos, un positivo por dimension. Si ese es € caso se cuenta con las tres
dimensiones que indican exactamente las coordenadas del clon positivo, es decir €
grupo de doce placas, y dentro de éste la placa, la fila'y la columna. A veces puede
faltar alguna de las dimensiones, y en este caso deben analizarse individual mente todos
los clones posibles. De todas formas siempre debe confirmarse el positivo por PCR
sobre ADN del clon individual.

- Figura 16. Organizacién genotecade YAC (Strachany Read, 1999).

Para reducir al maximo posible la regiéon cromosdomica donde se localizaba €l
locus mh se decidié saturar la region candidata (2g11-13) de marcadores tipo
microsatélite. Para ello, se aislaron los marcadores a partir de clones representativos de
la region utilizando los YAC situados en € contig que se estaba construyendo (ver
Figura12).

Se localizaron algunos STS en la region BTA2g11-2921 (Figura 12), pero se
eligieron como principales puntos de anclaje para la busgueda de marcadores, por un
lado €l marcador microsatélite TGLA44 y por otro € gen Col3A1. Por este motivo se
decidié empezar a buscar marcadores en los YAC que contenian estos STS, y los YAC
de la zona que quedaba entre ellos. Los YAC se eligieron después de confirmarse por
FISH que hibridaban en la zona correcta y por tener e menor grado de guimerismo
posible. Se utilizaron méas de un YAC de cada STS para evitar una falta de
representacion de la zona.

En la Figura 17 se aprecia la localizacion de los YAC elegidos. Este grupo de
YAC comprende una zona del mapa fisico flanqueada por las etiquetas TGLA44 y
Col5A2, e incluye YAC positivos a INPP1, BM81124 y Col3A1l, ademés de las dos
flanqueantes TGLA44 y Col5A2 (Figura 17, Tabla VII).

- TablaVIl. YAC elegidos paraaislar microsatélites.

STSpositivo YAC Tamano* Observaciones
TGLA44 Y117C7 350 Kb co-migracion Cr. 3 de levadura
Y82G8 350Kb Quimérico, co-migr.Cr.3 levadura
BM81124  Y215H8 440 Kb Co-migrac. Cr. 9 levadura
+INPP1
Col3A1 Y 162C6 590 Kb Quimérico
ColbA2 Y 178C6 900 Kb Quimérico

* Lostamafiosdelos YAC, se estiman a partir de la migracién en campo pulsado y
su comparacion con el tamafio conocido de los cromosomas de levadura.
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- Figura 17. Detalle de los YAC eegidos (en azul) para aislar microsatélites.
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- Enazul YAC elegidos para aislar microsatélites.
- @ Positivosalos STS por PCR.
|| Y AC solapantes por protocolos de hibridacién inter-SINE (Pirottiny col., 1999)

2 Protocolo general de aisamiento de microsatélites.

El tipo de microsatélite més abundante en & genoma de los mamiferos es la
repeticion CA (1 microsatélite cada 25 0 100.000 pb., Stallings y col., 1991; Kaukinen y
Varvio, 1992; Kostia y col., 1997), por eso se buscaron microsatélites utilizando la
sonda (CA)10. Ademas de éstos, también se buscaron positivos a una sonda (CT)yo. Para
el aidamiento de los microsatélites se siguieron los siguientes pasos.

2.1. Aidamiento dd YAC.

Lo primero fue separar los YAC elegidos del resto del genoma de la levadura
Para identificar y separar € cromosoma artificial de los cromosomas de levadura se
utilizd un protocolo de electroforesis en campo pulsado (Gardiner y col., 1986; Crete y

col., 1991).

2.1.1 Electroforesis en Campo Pulsado.

La migracién en campo pulsado permite la separacién de fragmentos de ADN
desde cientos a miles de kilobases. Se utiliza para separar el cromosoma artificial
(YAC) dél resto de cromosomas de la cepa de cultivo de S. cervisisae.

Dia 1: Siembra de los clones elegidos:
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- Sembrar 2 tubos con 5ml. de medio AHC, a partir de stock glicerol de cada
clon.
- Incubar 2 0 3 diasa 30° C. con agitacion a 200 r.p.m.

Dia 2: Concentracion y mantenimiento del ADN de levadura en tacos de
agarosa. En este segundo dia se preparan estos tacos de agarosa.

- Preparacion de los tacos de agarosa:

- Lavar los moldes para hacer |os tacos de agarosa, sumergiéndolos 30" en
HCI 10%.

- Aclararlos con H,O UP.

- Centrifugar € medio de cultivo AHC después de dos diasa 30° C. 5" a 2000
r.p.m.y eliminar el sobrenadante.

- Resuspender € pellet con 2 ml. de EDTA 50mM ., pH=8 (s es hecesario,
utilizar puntas cortadas para evitar romper las hebras de ADN)

- Centrifugar 5 a2000 r.p.m. y eliminar el sobrenadante.

- Resuspender € pellet con 1ml. de SPE. Transferir aun tubo de 1,5 ml.

Se pueden unir los pellet de los dos tubos de un mismo clon.

- Centrifugar 3' @4000 r.p.m., eliminar sobrenadante.

- Resuspender € pellet con 120 m. de solucién de Spheroblasting.

- Incubar 1 h. a37°C.

- Preparar una solucion de Agarosa Seaplaque GTG a 1,5 % en EDTA
125mM., pH=8.

- Alicuotar 140 ml. delaagarosa en un tubo de 1,5 ml. y mantener a50° C.,
para que se mantenga en estado liquido.

- Incubar las muestras unaauna 30"’ a50° C.

- Mezclar la muestra con la solucion de agarosaen EDTA caliente.

- Homogeneizar un poco con la pipetay llenar e molde de los tacos con la
agarosa.

- Dgar que se enfrien, y solidifique la mezcla de agarosa con €l cultivo de la
levadura.

- Poner 25 ml. de ETM en placas de 6 pocillos (6 well-plates).

- Meter los tacos en las placas con ETM.

- Sdlar las placas con parafilm e incubar una noche en ETM a 37° C. con
agitacion ligera

Dia 3: Lavado de los tacos para su almacenamiento.

- Agpirar lasolucion ETM de los pocillos, con cuidado de no dafiar los tacos.

- Afadir 4 ml. de LDS.

- Incubar 1 h. a37° C. con agitacién ligera.

- Agpirar lasolucion LDS.

- Reemplazar por LDS nueva.

- Incubar 1 h. a37°C. con agitacion ligera.

- Aspirar soluciéon LDS.

- Lavar 3 veces con 5ml. de TioE; pH=8, 30" por lavado, atemperatura
ambiente.

- Conservar los tacos en TipE; pH=8 a4°C.
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Dia 4. Electroforesis. En este tipo de electroforesis se van a separar los
cromosomas de la levadura que estédn concentrados y almacenados en los tacos
de agarosa preparados | os dias anteriores.

- Agpirar € TyoE; delos pocillos.

- Reemplazarlo por 5ml. TBE 0,5x.

- Lavar en estasolucién a menos4 05 h.

- Preparar un gel de agarosa Seaplaque 1% en TBE 0,5 %.

- Mantenerlo en un bafio-mariaa50° C.

- Llenar el campo pulsado con 2 |. de TBE 0,5x

- Hacerlo funcionar a menos 1 h., hasta que la temperatura sea de 13° C.

- Colocar una banda cortada de cada taco de agarosa contra un diente del
peine, depositar una gota de agarosa caliente en la base del peine, y dgar
enfriar.

- Completar € gel con agarosa.

- Colocar € gel en e campo pulsado para la migracion, bgjo las siguientes
condiciones:

6 V/cm, 14° C.
runtime 24 h.
Initial switch time 60’
final switch time 140

Normalmente es imposible diferenciar el YAC del resto de cromosomas de
levadura sin hacer una hibridacién con ADN genomico, y puede darse el caso de que €l
YAC, debido a su tamafio, migre junto con un cromosoma propio de la levadura

- Figura 18. Electroforesis en campo pulsado.

- Gel de agarosa tefiido con Bromuro de etidio donde se ve un patrén
tipico de migracion en campo pulsado de los 16 cromosomas de
levadura.

2.1.2 Transferencia del ADN a una membrana de nailon (Southern blot).

Primero se trata el gel parafragmentar el ADN vy facilitar que seatransferido a la
membrana. Se dgja e gel durante unos 5’ sobre la lampara de ultravioletas. Luego se
sumergeen HCl 0,2 N. durante 10’, se lava con H,O destilada varias veces, y se
equilibra con NaOH 0,4 M. antes de la transferencia. Se corta una membrana del

41
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tamano del gel, se sumerge en H,O, se saca, se elimina el exceso de H,O y se introduce
enNaOH 0,4 M.

Se coloca el gel sobre unas hojas de papel 3MM empapados en NaOH 0,4M. y
en contacto con una solucion de NaOH 0,4M., sobre € gel la membrana y otro papel
3MM del mismo tamaiio de la membrana. Encima se colocan papeles absorbentes y
peso, se deja la transferencia durante 12 h.

Transcurrido ese tiempo se desmonta todo. Se lava la membrana en 2x SSC
durante 5', y se dgja secar sobre papel 3MM. Para verificar s todo el ADN ha sido
transferido a la membrana, se recupera e gel y se sumerge en una solucion 6x SSC para
renaturalizar e ADN que pueda quedar, se tifie con Bromuro de Etidio y se observa en
lalampara de ultravioleta

2.1.3. Hibridacion.

Para identificar el cromosoma, se hibridd la membrana con una sonda especifica
de ADN genémico bovino. La sonda se marco siguiendo e protocolo de marcado con
oligos Eligolabeling), (Random Primers DNA Labeling System, GIBCOBRL, Life
Technologies).

Es un protocolo que permite marcar radiactivamente un fragmento de ADN en €
curso de una extension a partir de un conjunto de hexameros utilizados como cebadores.
Laenzima polimerasa Klenow lleva a cabo esta reaccion. En la mezcla se incluyen para
laextension deoxinucledsidos trifosfato en 4 soluciones separadas, dATP, dGTP, dTTP,
dCTP. Uno de dlos, normamente dCTP, estd marcado radiactivamente en su primer
grupo fosfato ([a-3?P]dCTP). La reaccién se inicia a partir de los hexédmeros cebadores
distribuidos a azar por toda la molécula molde, se van afiadiendo los deoxinucledsidos
trifosfato y conforme se incluyen [a-2P]dCTP, se va marcando radiactivamente la
molécula. La reaccion de marcado se lleva a cabo a temperatura ambiente durante 1 h.,
aunque tiempos mas largos de incubacion pueden resultar en més actividad especifica
de la sonda.

Protocolo para marcar 25 ng. de ADN:

Desnaturalizar 100°C. 5
Guardar en hielo, y afadir:

dATP 2m.
dGTP 2m.
dTTP 2m.
Random primer Mix 15 m.
[a-2P]dCTP 5.
H>O hasta49 m.
Klenow 1m.

Incubar a 25°C. (temperatura ambiente) 1 h.

4?2
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KTM

- Purificacion de las sondas en columnas de Sephadex (NIC Column, Pharmacia

Biotech).

Este sistema de purificacion consta de una columna con una matriz de sephadex
por la que se hace pasar la sonda recién marcada, para separarla de los nucleotidos
no incorporados. El uso de este tipo de columnas no estd recomendado para
purificaciones de oligos menores de 20 bases. El protocolo consta de: Introduccion
en la columna de la muestra después de haber equilibrado € gel de sephadex. Una
vez afadida la muestra se afladen 400 m. de tampédn (TE). Una vez haya salido €l
tampon se vuelve a afiadir otros 400 ml. y se recoge la sonda purificada. A
continuacion empezarian a salir los nucledtidos radiactivos no incorporados.

- Figura 19. Actividad de la sonda dependiendo del volumen de elucion.

Dol

- En ordenadas se representa el
volumen de €elucion y en abcisas la
actividad de la sonda. Las moléculas
marcadas radiactivamente corresponden ala
zona delimitada por las dos flechas.

i
i
b

Cuando € cromosoma artificial se ha identificado (es €l Unico que se marca con
la sonda de gendémico bovino), en una siguiente electroforesis en campo pulsado se
recorta la banda que corresponde al YAC y se extrae el ADN

- Colorear con Br.Eth. las bandas laterales.

- Lavar con agua destilada.

- Sobre lalampara de ultravioleta, identificar los YAC y marcarlos sobre las
bandas laterales coloreadas.

- Reconstruir €l gel, y recortar las bandas deseadas.

- Equilibrar la banda de agarosa en: EDTA 5mM.
NaCl 100mM.
- Mantener atemperatura ambiente con agitacion. Repetirlo 2 veces.
- Fundir la agarosa en bafio maria a 68°C. durante 10-15’
- Mantener a37°C. 5-10°
- Afadir agarasa (10u/m.) parallegar a una concentracion fina de 50 u./ml.
- Mezclar muy bien, con pipeta s fuera necesario.
- Incubar de 3 a4 h. a37°C.
- Extraccion orgénica fenol/cloroformo.
- Precipitar a etanol con NaCl 0,3 M.
- Resuspender en 20 m. TioE;.
- Edtimar la concentracion en gel de agarosa.
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2.2 ldentificacion de microsatélites.

2.2.1 Fragmentacion del YAC.

Una vez aidado € cromosoma artificial, y extraido su ADN, se digirio
totalmente con la enzima Mbol. La digestion se realiz6 bajo condiciones estandar a
37°C. con 1 unidad de enzima de restriccion por cada nmg. de ADN, y en e tampon
indicado por e comercial a concentracion 1x, durante 2 a 5 h. La reaccion se par6d
inactivando la enzima a 94°C. durante 10'.

Esta digestion produjo fragmentos de tamarfio entre 400 y 800 pb., idoneos para
su clonado en un plasmido PUC18. Este tamafio permitia ademas, que en una sola ronda

de secuenciacién se obtuvieran las secuencias completas de 10s insertos.

Los fragmentos de la digestion Mbol se ligaon en € plasmido
PUC18/BamHI/BAP. Se utilizaron dos relaciones vector/inserto diferentes. 5/1 y 1/1.
En 20 m. de volumen final se mezclan: 50 ng. de plasmido, una cantidad equimolar de
ADN digerido, y/o 5 veces menos, dependiendo de la relacion vector/inserto utilizado,
tampon de ligado 1x, y se incuba con 0,5u. de T4 ADN ligasa durante 2 h. a 16°C.

Controles de ligado:
a PUC18/BamHI/BAPsin ligasa
b) PUC18/BamHI/BAP + T4 DNA ligasa.

Los controles se hacen para conocer: @) la cantidad de pldsmido no digerido, ya
que es capaz transformar alas bacterias, y b) cantidad de plasmido o bien no digerido o
digerido pero no defosforilado ya que es capaz de religarse. Con estos dos controles,
estimamos la cantidad de clones no recombinantes, asi como las condiciones del
plasmido utilizado.

Los plasmidos se transformaron en células MAX Efficiency DH5-a™
Competent Cells, y se sembraron en placas de LB-agar.

Protocol o de transformacion. En condiciones de esterilidad:
- Descongelar |as bacterias sobre hielo.
- Identificar los tubos de transformacion (Falcon 2059) y ponerlos en hielo
- Mezclar suavemente las bacterias
- Pipetear 100 . paralosligados
50 ml. paralos controles (ligado y transformacion)
- Anadir alas bacterias competentes descongeladas, en cada caso:
1 ml. deligado
1 . de control de ligado
2,5 . de control de transformacién PUC19.
- Mezclar suavemente.
- Incubar 30’ en hielo.
- 45" en bafio Mariaa42° C.
- 2 enhido.
- Anadir 0,9 ml. de SOC atemperatura ambiente.
- Incubar 1 h. a37° C. con agitacion (225 r.p.m.).
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- Control de transformacion:

Afiadir a las bacterias competentes un plasmido control, del que se conoce su
eficacia de transformacion, es decir cuantas colonias transformadas por ng. de
plasmido. Si € resultado de la siembra se encuentra por debajo de la eficacia
preconizada del plasmido control, indica algin problema en € protocolo de
transformacion.

2.2.2 Seleccion de clones positivos.

A partir de las siembras en medio sdlido se hicieron réplicas en membrana de
Nailon (C/P lift® Membranes, BIORAD). Se sembraron unos 5.000 clones por placa de
Petri de 15 cm. de didmetro, ya que esta densidad permite tener un gran nimero de
clones por placa y, s estan distribuidos homogéneamente, no hay demasiada
confluencia entre las colonias. Esto permite aislar individuamente la colonia positiva en
una segunda hibridacién.

Para utilizar un método colorimétrico de seleccién de recombinantes basado en
el test de a-complementacion de la b-galactosidasa, se afiaden 40 . de X-ga + 4 m. de
IPTG por placa.

- Réplicas de placas de clones bacterianos.

Las membranas (BioRad) deben manipularse siempre con pinzas. Previamente
hay que enfriar las placas de cultivo a4° C., durante al menos 1 h.

- Depositar la membrana sobre una placa de LB-agar vacia.

- Unavez humedecida, sacarlay depositarla sobre la placa sembrada.

- Dgarla durante 2 minutos, durante los cuales se marca la membrana con una
aguja, con una serie de sefid es no sSimétricas.

- Levantar lamembranay ponerla al revés (con las colonias hacia arriba) sobre
una placa vacia.

- Incubar 1h. a37° C. ambas placas.

- Tratamiento de las membranas. pasar las membranas, con la cara de las
colonias hacia arriba, por un pape 3MM (Whatman™ 3MM paper)
humedecido en las siguientes soluciones, para desnaturalizar, y fijar el ADN:

- Desnaturaizacion: 5

- Neutrdizacion: 5

- Lavar lasmembranas 1’ en solucion SSC 2x

- Secar en papel 3AMM.

- Fjar e ADN alamembrana por incubacion de 2 h. a80° C.

*Las membranas pueden usarse inmediatamente o guardarse formando un
bocadillo entre hojas de papel 3MM, a temperatura ambiente.

Estas membranas se hibridaron con las sondas (CA)io y (CT)1p marcadas
radiactivamente segun €l protocolo de marcado en 3'.

Es un protocolo que se basa en € uso de la enzima terminal  deoxinucledtido
transferasa, que cataliza la union de dNTP o nuclettidos simples a extremo 3' -OH de
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una molécula de ADN monocatenaria 0 bicatenaria. Se utiliza para marcar
radiactivamente molécul as pequerias.

Protocolo para marcar 20 pmoles de sonda. ( Amersam, Life Science):

20 pmoles ADN
10 m. Buffer 5x

5m. [a-2P|dCTP

4 m. Terminal transferasa ( 36 u.)
11 m. H,0

Purificar la sonda siguiendo el protocolo en columnas de Sephadex (NICK™
Column, Pharmacia Biotech; ver pagina 43).

Tras la primera ronda de hibridacion, aparecieron 26 clones candidatos positivos
a las sondas (CA)10 ¥ (CT)10. De éstos, tras una segunda hibridacion, 12 clones
resultaron de nuevo positivos y se eligieron como candidatos para secuenciar. Los
clones positivos se sembraron en medio liquido, y tras una noche de cultivo a 37° C. se
extrgo su ADN plasmidico (protocolo QIAwell 96 Ultra Plasmid Kit, Qiagen), y se
conservaron en medio de cultivo con glicerol. Para estimar su tamafio se llevd a cabo
una PCR con los oligonucledtidos universales M13-forward y M13-reverse (Tabla
VIII).

2.3 Secuenciacion de los clones positivos.

L os clones positivos se secuenciaron utilizando los oligonuclebtidos universales
dd pldsmido PUC18, M13-forward y M13-reverse

El méodo utilizado de secuenciacion es la secuenciacion ciclica usando
terminadores marcados con un fluorocromo diferente cada uno (ABI PRISMtm Dye
Terminator Cycle Sequencing, Ready reaction kit).

El protocolo es el siguiente:

Terminator Premix 8nl.
ADN (150 ng./ m.) 2m.
Primer (3,2 pmol/m.) 1m.
H,O UP 9.

Volumen total 20m.

El programa de secuenciacion se lleva a cabo en un termociclador P.E 9600
(GeneAmp PCR System 9600, Perkin EImer) y consta de 25 ciclos como el siguiente:

9° C. 10"
50° C.5"
60° C. 4

Precipitacion a etanol: Se realiza una purificacion de los productos de extension
para eliminar € exceso de terminadores que no han sido utilizados en la reaccion, es
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decir no incorporados durante la extension. Esto puede conllevar una pequefia pérdida
de los fragmentos de menor tamario.

En un tubo anadir:

- 2ml. Acetato sddico 3M., pH=5,2.

- 50 m. Etanol 95%.

- Transferir los 20 m. de lareaccién de secuenciacion.
- Vortex y mantener en hielo 10'.

- Centrifugar a13.000 r.p.m. 30'.

- Eliminar etanol.

- Lavar con etanol 70%, centrifugar 10' a 13.000 r.p.m.
- Eliminar todo € etanol.

- Secar.

- Utilizar o guardar liofilizado a4° C.

- Preparacion del gel de secuenciacion. (Secuenciador ABI 373, Perkin
Elmer).

Las caracteristicas utilizadas para un gel de secuenciaciéon en un aparato de tipo
ABI 373 de Perkin-Elmer fueron:

Preparar TBE 10x (con productos ultrapuros). Cuando esté bien disuelto, filtrar
el contenido. Conservarlo como méximo 15 dias a 4°C.

Preparar también una solucién 40 % de acrilamida/bisacrilamida (19:1). Se
puede conservar hasta 1 mes a4°C y protegida de la luz.

Diluir 50 g. ureaen 30 ml. de H,O ultrapura. Para que se diluya bien hay que
calentar la solucion. Luego afadir 15 ml. de la solucion Acrilamida/bisacrilamida 40%,
(protegerlo de la luz con un papel duminio). Mezclarlo con 1-2 g. de resina para
eliminar los iones en solucién. Dejarlo de 10 a 15 minutos y filtrar.

Afadir 10 ml. de TBE 10x filtrado y gjustar a 100 ml. con HO ultrapura. Se
puede guardar a 4°C. durante un mes protegido de la luz.

- Gd de secuenciacion:

50 ml. de la solucién acrilamida/urea 6%, filtrar y desgasificar durante 10'.
+ 250 . 10%persulfato amonico.

+22m. TEMED.

rellenar e gdl y dgjar polimerizar 2 o 3 h. atemperatura ambiente.

- Preparacion de las muestras:
Resuspender las muestras en 4,5 ml. de tampén de carga FELB

(Formamida EDTA Loading Buffer). Hacer un vortex durante unos segundos y
hacer un pico de centrifuga. Repetir varias veces esta operacion.

a7
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En la Tabla VIII se muestran las caracteristicas de los clones aislados: € numero
de clon, el STS a que e YAC de origen es positivo, tipo de repeticién encontrada, €l
tamario obtenido en la PCR (M13-forward y M13-reverse), y S su origen es de levadura
o no. Paraidentificar el origen del clon, sereaizo un andisis de homologia la secuencia
con las bases de datos del GenBank utilizando e programa FastA del grupo de
programas GCG. El programa FastA se utiliza para buscar similitudes entre una
secuencia dada y un grupo de secuencias de la misma clase (é&cidos nucleicos o
proteinas) que la secuencia dada. El programa busca estas similitudes utilizando €l
método de Pearson 'y Lipman (Pearsony Lipman, 1988) De esta forma se identificaron
algunos clones (ver Tabla VIII) como secuencias de levadura (por su ata homologia
con secuencias propias del genoma de Sacharomices cerevisiae)

Posteriormente se analizaron las secuencias obtenidas, primero para obtener una
secuencia consenso de cada clon (con la ayuda del grupo de programas
Phred/Phrap/Consed package; Ewing y col., 1998; Ewing y Green, 1998; Gordon y
col., 1998), y segundo para compararla con las bases de datos disponibles (GeneBank) y
comprobar s se trataba de una secuencia nueva o de un marcador de la zona ya descrito
(algunos de los YAC utilizados para aisar marcadores, se sabia que contenian
marcadores de la region como por ggemplo TGLA44). Para realizar esta comprobacion
también se utilizd el programa FastA dd paguete GCG. En la Tabla IX se resumen los
resultados de los microsatélites identificados.

A partir de la secuencia de cada clon, se diseflaron oligonucledtidos que
flanqueaban la region del microsatélite, para poder analizar su polimorfismo via PCR.
En la Tabla X se muestran las secuencias de los oligonucledtidos disefiados para
amplificar los microsatélites.

Los microsatélites identificados se nombraron como Bulge (Bovine Université
de Liége) y € nimero de clon de donde proviene la secuencia.

En € apartado de Observaciones, de la Tabla IX, seindica que los clones 5y 1,
resultaron ser la misma secuencia, por ese motivo se nombrara a partir de ahora a los
dos como Bulge05. Ademés en la secuencia del clon 27, se encontraron dos repeticiones
tipo microsatélite, (CT)10 y (GAG)s. La repeticion (CT) 10 a tener mayor nimero de
repeticiones fue elegida para utilizarla como marcador.

- Tabla VIIl. Caracteristicas de |os clones positivos identificados.

Clon STS Microsatélite Tamafio levadura/no
1 Col5A2 (CT)12 160pb no-levadura
5 Col5A2 (CT)12 90pb no-levadura

18 TGLA44-BM81124 (GT)12 240pb no-levadura
20a Col5A2 (CT)o 70pb levadura
20b Col5A2 (CA)1s 220pb no-levadura
21 - 400pb

23 TGLA44-BM81124 (CA)13 500pb no-levadura
24 500pb

25 350pb

26 TGLA44-BM81124 (CA)a0 160pb levadura

27  TGLA44-BM81124 (CT)1o 160pb no-levadura
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- Tabla | X. Microsatélites identificados.

Clon Microsatélite Repeticién Observaciones

Clonl Bulge05 (CT)12 Clon5=Clon1

Clon5 Bulge05 (C1 Clon5 = Clonl

Clon18 Bulgel8 (G2

Clon20b Bulge20 (CA)g

Clon23 Bulge23 (CA)3

Clon27 Bulge27 (C1o (GAG)g en €l mismo inserto
Clon28 Bulge28 (GT);5

- Tabla X. Secuencias de los oligonucledtidos de los microsatélites

identificados.
Clon5: S5up: 5°-GAT CAG GGA GTG GGA GAT CAG-3
5dn: 5'- GTC ATA GGC TTG GCC CCA GTC CTT G-3
Clon 18: 18up: 5’-ACA GTG AGT ACT TCT GTG AGC ACT C-3
18dn: 5'-TGT GTT CAG AGA TAG CAT GTT GTA C-3
Clon20: 20up: 5’-CAG CAG GTC TGT TGA AGT GTA TCA G-3
20dn: 5'-AGT GGT AGC ATT CACAGG TAG CCA G-3
Clon23: 23up: 5-ACA TTC TCT CAC CAA TAT GACATA C-3
23dn: 5'-TAA GTCACCATT ACATCCTTA GAA C-3
Clon 28: 28up: 5'-AGG CAT ACA TCT GGA GAG AAA CAT G-3
28dn: 5'-CAG AGG AGC CTG GCA GGC TACCGT C-3
Clon27: 27up: 5'-CTA CCT AACAGA ATGATT TTG TAA G-3

27dn: 5-AGT GTT CTT GCC TAG AGA ATC CCA G-3

A continuacion se probaron los oligonucl edtidos disefiados en una PCR en
condiciones estandar (Figura 20).

- Figura 20. Gel de agarosa con las - Figura 21. Amplificacién del
PCR de algunos de los microsatélites. marcador Bulge05

El clon 5 dio problemas en la amplificacidn, presentando un patron de
numerosas bandas (Figura 21). Se explicd este problema por tratarse de un marcador
situado en e extremo de un elemento repetitivo. En bovino se ha estimado que e 45%
de microsatélites estan asociados a elementos repetitivos tipo SINE (Kaukineny Varvio
1992, Vaiman y col. 1994, Kostia y col. 1997) y algunos tan cerca que uno de los
oligonucledtidos se localiza dentro de uno de €los, resultando amplificaciones
inespecificas. Por este motivo no volvié a ser utilizado (Figura 21).
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3 Resultados.

Se han aidlado 5 marcadores tipo microsatélite de la region BTA2g11-12. Estos
marcadores se utilizaron en primer lugar en la construccion del contig de la region como
STS en la genoteca de YAC. De los 5 microsatélites aislados, tres de ellos (Bulgels,
Bulge20, Bulge23) resultaron polimérficos en las familias donde se utilizaron (familia
de Sart Tilman, Charlier y col., 1995; familias IBRP, International Bovine Reference
Panel, familias Maine-Anjou; Pirottin y col., 1999). Los estudios de ligamiento con
estos marcadores en estas familias permitian localizar € locus mh entre los marcadores
Bulgel8 y Bulge20 en un intervalo de 3cM.( Pirottin y col., 1999).

La cartografia de laregion cromosdmica gque contiene € locus mh, después de la
adicién de los nuevos marcadores, queda reflejada en la Figura 22.

- Figura 22. Cartografia de la region con los huevos marcadores.
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Il YAC positivo por hibridacién productos de PCR inter-SINE (Pirottin'y col., 1999).
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Capitulo 2.

Secuenciacion del gen de la miostatina bovina y regionesflanqueantes.

1 Antecedentes.

La hipertrofia muscular es debida a la presencia de mutaciones en la secuencia
codificante del gen de la miostatina (Grobet y col., 1997; Kambadur y col., 1997,
McPherron y col., 1997). El modo de herencia de la hipertrofia muscular es
parcialmente recesivo, es decir para obtener un animal culdn, éste debe heredar un alelo
culén de cada uno de sus padres, o que hace imposible obtener con toda seguridad un
ternero culdén en primera generacion, si no es a partir de dos individuos culones. Sin
embargo, €l interés de proyectos encaminados a poder modificar este modelo de
herencia para poder obtener terneros culones en primera generacion a partir de hembras,
por gemplo de ganado lechero, de fenotipo normal, obliga a seguir adelante en el
conocimiento de este gen. Por otra parte, la expresion del caracter culon también tiene
aspectos negativos destacando |os problemas de partos.

Existen individuos fenotipicamente hipermusculados en cuya secuencia de ADN
codificante no se han encontrado mutaciones que expliquen ese fenotipo. Esto puede
indicar que e fenotipo en estos animales esta causado por mutaciones en este mismo
gen pero fuera de la zona codificante, o bien que se trate de fenocopias, es decir el
mismo fenotipo pero con distinto determinismo genético (Grobet y col., 1998).

Para resolver estas dudas, era necesario determinar la secuencia completa del
gen de la miostatina bovina y de sus regiones flanqueantes. Por eso, después de haber
identificado e gen responsable y puestas en evidencia diferentes mutaciones
responsables del fenotipo culdn, se inicid la secuenciacion del gen y de sus regiones
flanqueantes.

En dos de los articulos previamente citados (Grobet y col., 1997; Grobet y col.,
1998), se utilizaron secuencias de la miostatina bovina. En € primero de ellos se obtuvo
la secuencia completa del ADN codificante. En e segundo, con € fin de secuenciar
completamente la region codificante de la miostatina a partir de ADN gendémico, se
localizaron las uniones exén/intron y se demostré que el gen estaba compuesto por tres
exones separados por dos intrones.

Existen secuencias de la miostatina bovina en GenBank con los siguientes

numeros de acceso: AF019761 (Kambadur y col., 1997), AF019620 (McPherron y col.,
1997).

51



Capitulo 2

Una vez localizadas las uniones exdn/intron, aprovechando la conservacion de
secuencias arededor de estas uniones, se diseflaron oligonucledtidos para poder
amplificar los dos intrones de la miostatina bovina a partir del YAC positivo a la
miostatina que se encontraba en e contig de la region (Y 189A3, Pirottin y col., 1999).
Estos fragmentos de PCR se secuenciaron por el método de primer-walking siguiendo el
protocolo de secuenciacion Dye terminator Cycle Secuencing Ready Reaction (Perkin
Elmer) utilizando un secuenciador automatico ABI373.

1.1 Tamaro de la secuencia.

El objetivo era determinar la secuencia completa del gen de la miostatina 'y de
sus regiones flanqueantes. Un aspecto importante era conocer € tamafio de las regiones
flanqueantes al gen que habia que secuenciar para tener una buena probabilidad de
englobar a menos & gen completo y algunas de las posibles regiones reguladoras del
gen de la miostatina. Se trataba de decidir € tamafio del clon que serviria de molde para
la secuenciacion, y por tanto € tipo de genoteca donde se debia buscar ese clon.

El promotor se puede describir como la regiéon minima con la que la enzima
ARN polimerasa puede iniciar la transcripcion, y esté situado inmediatamente anterior
(en 5') a inicio de la transcripcion. Es decir normalmente secuenciando una o dos
kilobases en 5 del inicio de la traduccion deberiamos tener la region 5’ no traducida
con €l inicio de la transcripcion, y probablemente el promotor. En la region posterior o
3 la situacion suele ser la misma. Después del codon Stop se necesitaba asegurar la
existencia de una secuencia de varias kilobases también, para poder caracterizar la
region 3' no traducida, y con €llo, € lugar o lugares de poliadenilacion que indican el
final del transcrito. Ademas en la regién en 3' de los genes también pueden asentarse
regiones reguladoras de la transcripcion (Wasserman 'y Fickett, 1998).

Se preveia que € tamafio del gen de la miostatina fuese menor de 7 kb.: tres
exones de 500 pb. de tamafio medio (tamafio que se suponia en un principio sin contar
lasregiones 5’ y 3’ no traducidas), y dos intrones de 2 kb. Por lo tanto, la secuenciacion
de un clon de una genoteca de ADN gendémico en fago | , cuyo tamafio medio de inserto
es 15 kb., deberia satisfacer las exigencias que se habian propuesto. Por otro lado, una
secuencia de ese tamafno, es suficiente para ser utilizada en posteriores protocolos de
modificacion del gen mediante estrategias de recombinacién homdloga. Las estrategias
de recombinacion homéloga eran en principio las elegidas para posteriores protocolos
de modificacion del gen de la miostatina (ver por g emplo Fernandez y col., 2002). No
se debe olvidar que el principal motivo que lleva a secuenciar completamente el gen de
la miostatina es acumular el mayor conocimiento posible sobre las caracteristicas de la
secuencia, imprescindible a la hora de poder iniciar diferentes protocolos de
modificacion génica.

1.2 Estrategia de secuenciacion.
L os actuales métodos de secuenciacion permiten secuenciar COmo maximo cerca
de unakilobase de una vez. Para secuenciar un fragmento de ADN muy grande (a partir

de varias decenas de kilobases), existen basicamente dos estrategias. secuenciacion
directa de fragmentos de ADN por primer-walking, o secuenciacién a azar por Shotgun.
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a) Secuenciacion por primer-walking: Esta estrategia consiste en que una vez
obtenidas una serie de secuencias iniciales, se siguen sucesivos pasos de
secuenciacion usando oligonucledtidos especificos disefiados a partir de la
secuencia obtenida (Strauss y col., 1986). Las nuevas secuencias sirven para
disefiar oligonucledtidos nuevos y continuar €l proceso hasta obtener la
secuencia completa.

b) Secuenciacion por Shotgun (Bankier y col. 1987; Andersson y col., 1997): en
este caso se trata de obtener la secuencia completa a partir de las secuencias
de fragmentos solapantes elegidos a azar, es decir dividir la secuencia total
en una serie de secuencias parciales que solapen y mas tarde unirlas todas en
una unica secuencia final. El fragmento a secuenciar es cortado al azar por
sonicacion, se reparan los extremos de los fragmentos y se clonan en
vectores pequefios para luego secuenciarlos (McMurray y col., 1998). Los
mayores problemas en esta técnica residen en una ineficiente reparacion de
los fragmentos sonicados y en la aparicion a menudo de poli-insertos en los
vectores de clonado. Los datos obtenidos de las secuencias parciales
solapantes deben ser alineados informéticamente para obtener la secuencia.

Los ultimos proyectos de secuenciacion del genoma de varias bacterias se han
llevado a cabo mediante una estrategia de secuenciacion al azar o Shotgun
(Kaczorowski y Szybalski 1998; Fleischmann y col., 1995; Fraser y col., 1995; Bult y
col., 1996).

Una vez revisados los métodos posibles de secuenciacion, la secuenciacion por
shot-gun seria la de eleccion en estos casos. Sin embargo una experiencia anterior, para
la secuenciacion de un clon en fago | del gen de la miostatina de ratén, nos hace pensar
en desestimar una estrategia pura de shot-gun sequencing. En este caso particular, €
ADN extraido del fago se fragmentdé a azar por sonicacion, los extremos de los
fragmentos generados se repararon con la enzima Klenow para poder ser clonados, se
seleccionaron por tamafio y se llevd a cabo un clonado en romo en e vector PUC18. Se
eligieron un nimero de clones al azar, que representaban varias veces € tamafio de la
secuencia final, y se adinearon todas las secuencias con los programas
Phred/Phrap/Consed package (Ewing y col., 1998; Ewing y Green, 1998; Gordon y
col., 1998. En este protocolo aparecio € problema de la existencia de polinsertos
(seguramente debido al clonado en romo). La aparicion de polinsertos hace imposible la
posterior alineacion correcta de las secuencias (L. Grobet, comunicacion personal). Por
lo tanto en el caso de la secuencia de la miostatina bovina se evit6 e clonado en romo.
También existen referencias de aparicion de problemas en la reparacion de los extremos
generados en un protocolo de sonicacion (Nehlsy Boehm, 1995).

2 Secuenciacion del gen de la miostatina bovina y regionesflanqueantes.

Para evitar posibles errores en la secuencia del gen de la miostating, se decidio
no secuenciar a partir del YAC Y 189A3 (Grobet y col., 1997; Pirottin y col., 1999)
debido a los problemas de quimerismos descritos en los YAC, y s hacerlo a partir de
clones en vectores que no presentasen estos problemas. Debido a tamarfio previsto del
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gen de la misotatina (ver pagina 52) se decidid secuenciar a partir de clones de
genotecas comerciales de ADN genémico en vectores de reemplazamiento en fago é. La
estrategia elegida para secuenciar consistio en generar multiples fragmentos al azar, por
digestion con enzimas de restriccion, que se secuencian siguiendo un protocolo de
primer-walking. Posteriormente se obtiene la secuencia completa ensamblando las
secuencias de estos fragmentos.

2.1 Obtencién deun clon defago |l dela miostatina bovina.

Después de identificar un gen se deben obtener clones de ADN codificante o
genémico a partir del andlisis de genotecas. El tamafio pequefio del gen de la miostating,
posibilita que, un clon de una genoteca de ADN gendémico en fago | cuyo tamafio
medio es de entre 15 y 20 kb., contenga € gen y una secuencia suficiente en ambos
extremos, 5’ y 3. El tamafio también es compatible con un protocolo de recombinacién
homologa, que puede utilizarse en estrategias de modificacion del gen.

2.1.1 Genotecas bovinas de ADN gendémicoen fagol .

El genoma del bacteriofago | es una molécula de ADN de doble cadena de
aproximadamente 50 kb. de longitud. EI ADN en las particulas viricas esta contenido en
formade una molécula linear de doble cadena, con unos extremos cohesivos de cadena
simple de 12 nucledtidos (Sambrook y col, 1989). Después de haber entrado en la célula
hospedadora, los extremos cohesivos se asocian por complementariedad de bases, y
forman una molécula circular de doble cadena. Las muescas en la molécula son
rapidamente selladas por la ligasa de |a bacteria hospedadora, para formar una molécula
circular cerrada, que servird de molde para la transcripcion durante la fase temprana de
infeccion. Durante esta fase se elige uno de los dos siguientes caminos:

1- Ciclo litico: el ADN viral se replica muchas veces, se sintetiza una gran cantidad de
productos viricos, se ensamblan las nuevas particulas viricas, y la célula se lisa,
dejando libres una gran cantidad de nuevas particulas infecciosas.

2- Ciclo lisogénico: € genoma virico infectivo se integra en el ADN bacteriano
hospedador por unos lugares especificos de recombiancién. Por |o tanto es replicado
y transmitido a la progenie bacteriana como cualquier otro gen de la bacteria
hospedadora. Durante esta fase s6lo un gen del bacteriofago es expresado: el gen cl,
que codifica para un represor que mantiene e ciclo lisogénico.

- Aspectos de la vidadel fago a tener en cuenta para su cultivo.

1- Adsorcién: El fago | se adsorbe a los receptores de membrana externos de la
bacteria hospedadora E.coli) que normamente se utilizan para € transporte de
maltosa a la célula. La sintesis de estos receptores esta inducida por la presencia de
maltosa e inhibida por la glucosa, por eso los cultivos de bacterias hospedadoras
deben hacerse en medios que contengan maltosa. Ademéas la adsorcion de las
particulas de fago a los receptores se ve facilitada por los iones de magnesio, y se
realiza eficaz y rgpidamente tanto a temperatura ambiente como a 37° C. Sin
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embargo la penetracion de la célula'y € transcurso del ciclo litico no se realizan
eficazmente a temperatura ambiente.

Lisis la lisis de la clula hospedadora depende de dos proteinas viricas R y S.
Mutaciones en €l gen S previenen o retrasan la lisis, entonces permite continuar por
un cierto periodo de tiempo & ensamblado de particulas viricas, sin que se lise la
membrana celular, y se acumulan mas particulas por bacteria hospedadora. Debido a
este aumento en e rendimiento en nimero de particulas, la mayoria de vectores
[levan lamutacion S.

Tamaiio del inserto: La viabilidad del bacteriofago disminuye en gran medida
cuando la longitud de su genoma es mayor de 105% o menor del 78% del tamarfio
del fago salvge. Teniendo en cuenta que solo € 60% del genoma vird es
absolutamente necesario para € ciclo litico del fago (unas 20 kb. del brazo
izquierdo, y entre 8-10 kb. del brazo derecho), podemos reemplazar la zona central
del genoma por ADN externo. Asi diferenciamos dos tipos de vectores tipo fago:
vectores de insercion (por giemplo | gtl0y | gt22), que permite insertos de hasta 8
kb. y se suelen usar para elaborar genotecas de cDNA. El segundo tipo son los
vectores de reemplazamiento (por gemplo EMBL), donde a sustituir un parte del
genomadel fago podemos utilizar insertos de mayor tamario (15-20 kb.). Estos son
los que se suelen usar para lafabricacion de genotecas de ADN gendmico.

- Caracteristicas de las genotecas comerciaes utilizadas
Genoteca Clontech BL1015] (EMBL3 SP6/T7).
Titulo: =10° pfu/ml.

Vector de clonado: EMBL3 SP6/T7.

Dianade clonado: BamHI

Bacteria hospedadora: K802

Fuente de ADN: higado de macho adulto
NUmero de clones independientes: 2,3 x 10°
Tamafno medio del inserto: 15 kb.

Tamariio de los insertos: 8-22 kb.

Genoteca amplificada una vez en la cepa K802.

Genoteca Stratagene 946702 (Lambda FIX 11).

Titulo estimado: 1,5 x10™° pfu./ml.

Vector de clonado: Lambda FIX 11

Bacteria hospedadora: XL1-Blue MRA (P2)

N° clones independientes: 2,0 x10° pfu.

Tamario de los insertos: 9-23 kb.

Genoteca amplificada una vez en XL 1-Blue MRA (P2)

2.1.2 Siembra de una genoteca defagos.

Las genotecas comerciales de fagos se componen de un gran nimero de éstos

diluidos en unos cuantos . de un tampdn que los conserva, y un via de la cepa
bacteriana hospedadora. EI nimero de clones independientes de que consta, € tamarfio
de estos clones y la cepa hospedadora estan especificados. Normalmente estan
amplificadas, a menos una vez, en la cepa hospedadora. Esto implica que puede estar
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representada de diferente manera una zona u otra del genoma. Ademés, suele
acompafar la informacién del titulo aproximado de la genoteca. Sin embargo, es
necesario hacer unadilucion o diluciones seriadasy titularlas. A partir del titulo de esta
dilucion se procede a sembrar la genoteca.

Para conocer cuantos clones hay que sembrar, se suelen hacer los siguientes
cadculos. En primer lugar hay que saber € tipo de genoteca, para saber la cantidad total
que hay que representar. En el caso de genotecas de ADN gendmico se sabe que el
genoma de un mamifero tiene del orden de 3x10° pb. Ademés hay que saber el tamafio
medio de los insertos, y luego tener en cuenta que hay que sembrar varios equivalentes
de lo que representa e genoma bajo estudio, normalmente 5. Esta redundancia se debe
aumentar en e caso de que sean genotecas amplificadas. También hay que tener en
cuenta el volumen de trabajo que se puede llevar a cabo en paraelo.

2.1.2.1 Titulacién de la genoteca.

- Enunaplacade LB-agar, sembrar la cepa hospedadora. Mantener esta placa a
4°C.

- Picar una colonia y sembrar 4 tubos (Falcon 2059) con 5 ml. de medio liquido
LB+maltosa 0,2% (para que se expresen sus receptores de membrana) + MgSO4
10mM. (que facilitala penetracion del fago), y un control negativo.

- Incubar a 37°C. con agitacion, 3 o 4 h., para coger a cultivo en fase de
crecimiento.

- Diluir la genoteca bovina:
a) Dilucién 1/500 = 2 mi. genoteca+ 1ml 1x | dilution buffer.

Guardar a 4°C.
b) Dilucién 1/250.000 = 4 m. dilucién a (1/500) + 2ml. 1x | dilution buffer.

Guardar a 4°C.
- Preparar 4 tubos (falcon 2059)

- Tabla XI. Titulacién de la genoteca.
N° tubo 1x | dilution buffer cultivo bacteriano  dilucién 1/250.000

1 100 . 200 m. 2.
2 100 . 200 . 5m.
3 100 . 200 m. 10 m.
4 100 . 200 . ---

- Incubar los tubos a bafio maria 37°C., 15'. Durante este tiempo los fagos se
adsorben a la membrana de la célula hospedadora mediante los receptores
externos del transporte de la maltosa.

- Afadir 3 ml. LBsoft top agar a 50°C. y mezclar. La temperatura no debe ser
mayor de 50°C. para evitar matar alas células.

- Sembrar la mezcla en placas de LB-agar+MgSO,.

En las placas del 1 a 3 se cuentan las placas de lisis. Laplaca n° 4 sirve de
control de latemperatura. En ella se debe encontrar un tapiz bacteriano completo en
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toda la placa, s no es asi es porque se esta trabagjando con una temperatura
demasiado alta.

5% placa con 3ml. LB-soft Top agar. Esta placa sirve para diferenciar una
placa solo con LB-soft Top agar, de una con tapiz bacteriano, y poder controlar bien
lo que ha ocurrido en las placas anteriores.

62 placa, sin nada, control (-).

- Incubar atemperatura ambiente 10' hasta que se enfrie e medio.
Dar lavueltaalas placas e incubar a 37°C. toda la noche.

- Contado de las placas de lisis por cada dilucion y estimacion del nimero de pful.
por unidad de volumen de la genoteca. Con estos datos se hace una dilucién de
trabajo de alrededor de 10.000 pfu./ml.

2.1.2.2 Siembra de la genoteca.

- Cdéculo del nimero de clones a analizar:

3 x 10° pb. (tamafio genoma de mamiferos) x 7 (la genoteca esta amplificada
una vez)/15 Kb. (tamafio medio de los clones) = 1,4 millones es decir, sembrar entre
1,5 -2 millones de clones.

Se preparan 30 placas de LB-agar+MgSO,. Se hace un cultivo liquido de la cepa
hospedadora en LB+maltosatMgSQO,, a partir de una colonia individual. Incubar a
37°C. con agitacion 5h.

Autoclavar una botella de 1 litro vacia, donde se llevara a cabo la incubacion
de los fagos con la bacteria hospedadora. Se preparan 700 ml. de LB-soft top agar +
MgSO,4 10 mM., se autoclava también y se mantienen a 50°C. a bafio maria

- Preparar la siembra:
se van a sembrar 1,5 millones de clones / 75.000 clones/placa = 20 placas (22 x
20cm.)

En una botella vacia autoclavada se mezclan las bacterias hospedadoras crecidas
en presenciade maltosay MgSO; y los fagos. Se incuba 15 a 37°C., en este momento
se produce la adsorcion de los fagos a los receptores de la maltosa de |a bacteria.

Luego se aflade €l medio semiliquido (LB-soft top agar+ MgSO,) caliente para
poder sembrar y distribuir la mezcla homogéneamente en las placas. Se mantiene 10° a
temperatura ambiente, y una vez solidificado se da la vueltay se incuba a 37° C. toda la
noche. Durante la incubacién los fagos adsorbidos penetran en la bacteriay empiezan en
ellael ciclo litico. Una vez acabado, son liberados e infectan las céulas vecinas. Por eso
cada clon individual esta representado por 1o que se llama placa de lisis o pfu., unidades
formadoras de placas, gque no es més que un hueco en €l tapiz bacteriano provocado por
la liss de bacterias, donde hay muchos fagos concentrados que proceden del mismo
fago inicial, luego clones del primero que se adsorbié en la primera incubacion en
medio liquido.

Las placas de la genoteca sembrada se guarda a 4°C.
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2.1.2.3 Conservacion de la genoteca.

En la sembra de la genoteca no se emplea ningun tipo de antibiético. Después
de cierto tiempo pueden aparecer |as primeras contaminaciones en las placas, sobre todo
debido ala presencia de hongos. Para conservar las placas se hace lo siguiente:

Se recorta un papel 3MM de un tamafio algo menor que las placas y se empapa
en cloroformo. Se coloca cada placa de la genoteca boca-abajo sobre € papel empapado
en cloroformo, y se deja actuar los vapores durante 5. Luego se retira la placay se le
coloca la tapadera.

2.1.3 Réplicas de placas de genoteca de fago. (membrana de nailon Hibond-N,
Amersham LIFE SCIENCE).

a) Membranas primarias.

- Las placas deben permanecer a menos 2 h. a4° C. antes de empezar a hacer las
réplicas.

- ldentificar la membrana.

- Depositarla sobre la placa, y dgjarladurante 5'.

- Hacer marcas con una aguja de forma no simétrica con € fin de poder situarla
después para identificar los positivos.

- 5 sobre papel 3MM empapado en solucién desnaturalizante.

- 5 sobre papel 3MM empapado en solucion neutralizante.

- Lavado en SSC 2x.

- Degar secar atemperatura ambiente sobre un papel 3MM seco.

- Formar bocadillos con papel 3MM y las membranas.

- Fjar e ADN alas membranas incubando a80° C. 2 h.

2.1.4 Aidamiento de clones positivos.
- Hibridacion de las membranas

Como sonda de la miostatina bovina se utilizaron dos fragmentos solapantes de
ADN codificante de la miostatina, amplificados utilizando los oligonucledtidos
GDF8.27-GDF8.12 (753 pb.) y GDF8.11-GDF8.21 (724 pb.) Grobet y col., 1997), y
marcados siguiendo €l protocolo de marcado por oligos (oligolabeling, Random Primers
DNA Labeling System, GIBCOBRL, Life Technologies; ver pagina42).

Tras la primera hibridacion, se identifican las placas de lisis positivas, pero
normalmente es imposible diferenciar e clon individual positivo, ya que se trata de una
siembra a ata densidad. Esto permite en unas pocas placas (unas 20) poder sembrar
toda la genoteca, pero tiene € inconveniente de obligar a rondas sucesivas de
aidamiento, siembra e hibridacién hasta poder aidar un clon individual.

Se extrae una zona pequefia de la placa donde se encuentra € clon positivo
taladrando la superficie de agarosa con la parte posterior de una punta azul autoclavada,
y seintroduce en 1 ml. de 1x | dilution buffer. Se incuba a 37° C. con agitacion ligera
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durante 4 h. para permitir alos fagos que salgan de laagarosa al medio tamponado. Esta
solucién conteniendo |os fagos se puede guardar a 4°C.

Los fagos aislados se siembran en una placa a menor densidad, para poder picar
esta vez la placa de lisis positiva aidada.

Se diluyen los positivos primarios y se siembran seguin la Tabla XI1:
A) 1/500: 2m.+1ml 1x | dilution buffer
B) 1/50.000: 2 m. dilucion A + 200 m. 1x | dilution buffer

- Tabla XI1. Siembra secundaria en placas de Petri redondas grandes.

N° tubo Ix | dilution buffer bacterias dilucion B
*(-) 52 m.
*Bact. 152 m. 300 m.

(+) 690 m. 1520 m. 70 m.

*Siembras en placas petri pequefias.

- Hacer las replicas en membrana de la siembra secundaria
- Hibridacion de las membranas secundarias.

En este momento se pica una placa de lisis positiva aislada que contendra
solamente un clon de fagos positivos. Ahora, se taladra la agarosa con una punta
amarilla cortada. Se introduce en 500 m. de 1x | dilution buffer y se incuba a 37° C.
con agitacion durante 4 h. Se afladen 30 . de cloroformo, con una finalidad doble:
por un lado matar las bacterias, y por otra precipitar el conjunto de proteinas en
solucion (capsides virales mal formadas o no acabadas).

Se vuelven a diluir los clones individuales, para hacer una tercera
comprobacion. En esta siembra terciaria todas las placas de lisis deben ser positivas
en lahibridacion (Tabla X111). S no fuera asi, se volveria a picar un clon individual
positivo, se repetiria el proceso hasta tener una placa con todos las placas de lisis
positivas.

Para diluir los clones individuales se tiene en cuenta lo siguiente:
- 1placade lisis contiene aproximadamente 10’ fagos
- 107 /500 = 2 x10* fagos/ .
- dilucién (a): 50 m. + 950 1x | dilution buffer  10° fagos/ .
- dilucién (b): 5ml. de (@) + 495 1x | dilution buffer 10fagos/ m.

- Tabla XI11. Siembraterciaria (placas petri redondas grandes).
Tubo 1x1 dilution buffer  bacterias dilucién (b)

(+) 200 m. 600 m 100 m
Bact. 300 m. 600 . ---

- Hacer las membranas terciarias.

- Hibridacion filtros terciarios.

- Picar varias placas de lisis positivas de cada clon en un tubo con 1ml. de 1x |
dilution buffer, y afiadir cloroformo.
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2.2 Clones positivos de la miostatina bovina.

Se identificaron 5 clones positivos (Tabla X1V) que se caracterizaron por PCR
utilizando los oligonuclettidos que se muestran en la Figura 23. Por caracterizar los
clones se entiende, estimar el tamariio del clon completo, intentar conocer si contienen el
gen completo, y & tamafio de la secuencia que contienen en los extremos 5 y 3'. La
informacion obtenida por las PCR para caracterizar los clones, asi como los protocolos
de PCR utilizados se muestra en la Tabla XV

No se encontrd ningin clon que tuviera el tamafio adecuado en ambos extremos.
Para poder tener una secuencia suficientemente grande de los dos extremos, se tuvo que
recurrir a seleccionar dos clones, uno para secuenciar el extremo 5', el clon B-21, y otro
para secuenciar e extremo 3, en este caso € clon A-13 (Figura 24). Una vez elegidos
los clones, se amplificaron por PCR con varios de los oligonuclettidos situados en la
secuencia y se eligieron los que amplificaban de una forma maés especifica. Estos
fragmentos de PCR se convirtieron en & molde a partir del cual se obtuvo la secuencia
de los extremos del gen. Las secuencias de intronesy exones ya estaban disponibles, y
una vez obtenidas una secuencia de cada uno de los extremos del gen, se alinearon todas
ellas para formar una Unica secuencia completa.

- Tabla X1V. Clones positivos de miostatina bovina.

Genoteca N° Clonesanalizados  Clones positivos
A) Clontech 1,5 x10° 3: A-8, A-13, A-14
B) Stratagene 2 x 10° 2: B-17, B-21

- Figura 23. Localizacion de los oligonucledtidos utilizados sobre la secuencia de
la miostatina bovina

Spé Sp6
T Upstr Walkupl Race-3 T7
> » <4 Ins-3’ <
_>
.
< <
<4 < Ins-5’ 71 <
Walkup2 Nest-5 21

- Enrojo losoligos situados en los brazos del vector. En azul los oligos situados dentro de la secuencia en
sentido 3'-5, y en verde los oligos situados dentro de la secuencia en sentido 5'-3'. Sp6 y T7 son
oligonucledtidos situados en los brazos del vector de clonado, por eso podrian estar situados en cualquiera
de los dos lados dependiendo de la orientacién del inserto bovino.

- Figura 24. Caracteristicas de |os clones positivos encontrados.

A) Genoteca “Clontech”
A-8 - = == - -
A-13 - -
A-14 m = -
B) Genoteca “ Strategene’
B-17 | - - . |
B-21 m - — - |
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- Tabla XV. Protocolos de PCR para caracterizar clones positivos.
Protocolo de PCR Indicaciones de un resultado (+)

T7-Sp6 Tamarfio del clon completo

T7-Race3 Estas 4 PCR sirven para orientar €l clon
Sp6-Race3’ dentro del vector, y conocer e tamafio
T7-Nest5’ de la secuenciade los extremos5' y 3'.
Sp6-Nests’

Upstr-Ins5’ El clon correspondiente contiene el exén 1
Ins3'-71 El clon correspondiente contiene el exon 2
66-21 El clon correspondiente contiene el exon 3

2.3 Amplificacién delos clones elegidos .

Los productos PCR de cada extremo se secuenciaron utilizando una estrategia
combinada de Shot-gun y primer-walking. Cada producto se digirié con enzimas de
restriccion para dividirlo en fragmentos mas pequefios, que se secuenciaron. A partir de
estas secuencias se disefiaron oligonucledtidos en los dos extremos de la secuencia
obtenida. Esto permitié iniciar una estrategia de primer-walking a partir de varios
puntos diferentes, utilizando como molde € producto PCR inicial. Més tarde, todas
estas secuencias generadas a partir del producto PCR inicia de cada extremo, se
alinearon utilizando una aplicacion informatica (programas Phred/Phrap/Consed
package; Ewingy col., 1998; Ewingy Green, 1998; Gordon y col., 1998) hasta obtener
un solo contig de secuencias de cada uno de los extremos del gen, es decir de cada uno
de los productos PCR. Estas secuencias se utilizaron para obtener las secuencias
completas de los extremos 5 y 3’ del gen. El resto de la secuencia de la miostatina
bovina ya se conoce (ADN codificante, Grobet y col. 1997; Kambadur y col., 1997,
McPherron y col. 1997, Grobet y col., 1998, para los intrones ver mas adelante) y se
agregara posteriormente para formar una Unica secuencia consenso total de la miostatina
bovina.

Una vez elegidos los clones para cada extremo, se llevé a cabo una PCR en
condiciones de Long-Range PCR, utilizando un oligonuclettido dentro del vector (T7,
en este caso, debido a la orientacion del clon dentro del vector) y diferentes
oligonucledtidos situados de forma consecutiva dentro de la secuencia conocida. De
entre ellos se €ligid e que produjera mejor resultado en la PCR

- Figura 25. Amplificacion de los
fragmentos de PCR elegidos, en
condiciones de Long Range PCR

1 2 3 4 5 6

1-5: Marcador & HindIll
(Pharmacia)

2-6: Marcador smart

ladder ( Eurogentec)

H 3: Producto PCR extremo 5’ T7-71.
4:Producto PCR extremo 3’ To-
Race3.

8376Bb

23180 pb
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A lavista de los resultados, |os protocolos de PCR el egidos para amplificar cada
extremo del gen de la miostatina fueron:

- Extremo 3' del gen de la Miostatina: PCR del clon A-13 con losoligos T7 y
Race3'.

- Extremo 5 del gen de la Miostatina: PCR del clon B-21 con los oligos T7 y
71.

2.4 Digestion delos productos PCR y clonado de los fragmentos de digestion.

Los productos PCR se digirieron con varios enzimas de restriccion: EcoRl
(GibcoBRL), Bglll (GibcoBRL), Mbol (GibcoBRL) y BamHI (GibcoBRL). Se €ligi6 la
digestion con Mbol que generaba un patrén de entre 5 y 10 bandas. Por lo tanto se

digirieron ambos productos Long-Range PCR con Mbol.

- Figura 26. Digestion Mbol de los

roductos PCR.
12 3 4 56
1-6 Marcador Smart Ladder
: 2 (Eurogentec)
Sxiph= = = 2-5 Marcadordtzl< (Phcf;\rmacli;";é);. “
s = ra - : Digestion del producto PCR
603pb — |
o === extremo 5'.
oot ~ = 4 : Digestion del producto PCR del
- extremo 3'.

Trasladigestion con Mbol de los dos fragmentos, se separaron en gel de agarosa
las diferentes bandas obtenidas, se recortaron del gel y se extrgjo e ADN. Cada uno de
los segmentos del patron de digestion se clond separadamente en PUC18/BamHI-BAP,
teniendo en cuenta que las dos enzimas Mbol y BamHI generan extremos cohesivos.

- Figura 27. ADN de cada una de las bandas del patron de la digestion.

- Arribay de izquierda a derecha: fragmentos de digestion del extremo 3’ preparado para
clonar, y marcadores a concentraciones conocidas decrecientes.

- Abajo y deizquierda a derecha: marcadores a concentraciones conocidas decrecientes, y
fragmentos de digestion del extremo 5’ preparado para clonar.

- Gel delaizquierda, migracién de 5 minutos. Gel de la derecha, migracién de 1 hora.
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Una vez clonados cada uno de los segmentos por separado, se picaron, a menos,
4 colonias individuales por banda del producto clonado (ver Figura 27).

En & extremo 5 se clonaron por separado 5 segmentos recortados del gel de
agarosa (5'-1 a5'-5). En € segmento 1 se pueden apreciar 2-3 bandas diferentes, por 1o
tanto se picaron 3 bandas x 4 colonias individuales por banda = 12 colonias. En los
segmentos 2, 4 y 5 se distinguen 2 bandas, con lo cual se picaron 8 colonias
individuales. Y en e segmento 3, una sola banda, luego 4 colonias. En el extremo 3’ se
clonaron 6 segmentos diferentes del gel por separado y se siguié e mismo criterio ala
hora de cuantas colonias individuales picar. Se redonded para acabar completando una
microplaca de 96 pocillos (Tabla XV1).

- Tabla XV1. Microplaca con clones individuales elegidos.
- NUmero de colonias individual es para picar:
5-1:3x4=12---15
5-2.2x4=8 ----10
5-3:1x4=4 - 5
5-4:.2x4=8 ----10
5-5:2x4=8 ----10
3-1:1x4=4 - 6
3-2.2x4=8 ----10
3-3:2x4=8 ----10

3-4:1x4=4 - 5
3-5:1x4=4 - 5
3-6:2x4=8 - 9
Control (-) = 1

Total = 96 colonias (una microplaca).

Los clones se sometieron a una amplificacion por PCR para estimar el tamafio
del inserto y a mismo tiempo poder elegir los que fueran diferentes, ya que en algunos
casos los productos de clonado estaban constituidos por mas de una banda. Se eligieron
los siguientes clones para secuenciar (identificados por sus coordenadas en la
microplaca, Tabla XVII):

- Tabla XVII1. Clones elegidos para secuenciar

Clones5 Clones 3

5.1: E1, H1, A2, C2, Al. 3.1: C7, H7.
5.2: D3, E3, H3, A4. 3.2: C8, ES8, A9.
5.3: D4, FA4. 3.3: D9, B10.
5.4: G4, H4, C5, G5. 3.4: E10, F10.
5.5: B6, C6, G6 3.5: C11, E11.

3.6: B12, A12, C12.

A continuacién se secuenciaron dichos clones con los oligos universales, M13-
forward y M13-reverse localizados en los brazos del vector PUC-18, y se dinearon las
secuencias con la ayuda del grupo de programas Phred/Phrap/Consed package (Ewing
y col., 1998; Ewingy Green, 1998; Gordon y col., 1998). Algunas de las secuencias
obtenidas se alinearon con otras empezandose a formar pequefios contig o fragmentos
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de secuencias. Se obtuvieron los siguientes fragmentos, donde se indica las secuencias
gue lo forman y e tamafio (Tabla XVII1):

- Tabla XVII1. Fragmentos de secuencias a partir de clones.

Extremo 5' (total secuenciado 3.915 pb.) Tamafio
Fragmentol: A4d-rev + A4-for 442 pb.
Fragmento2: H1-rev + A2-rev 335 pb.
Fragmento3: H1-for + A2-for 395 pb.
Fragmento4: Al-rev + Al-for 799 pb.
Fragmento5: C2-for + E1-for 385 pb.
Fragmento6: F4-rev + F4-for 389 pb.
Fragmento7: H3-for + D3-for + E3-for 431 pb.
Fragmento8: Dral-2 + H4-for + Dral-1 + G6-for 465 pb.

Fragmento9: C5-rev + G5-rev + D4-for + G4-for + G5-
for + C5-for + D4-rev

Extremo 3’ (total secuenciado 3.197 pb.) Tamafio
Fragmentol: B12-for 248 pb.
Fragmento2: A12-for (secuencia defectuosa)
Fragmento3: A9-rev + E8-rev (secuencia defectuosa)

Fragmento4: A9-for + E8-for 401 pb.
Fragmento5: C7-for + H7-rev 279 pb.
Fragmento6: C8-rev + C8-for 304 pb.
Fragmento7: C12-seq24 + C12-rev + 3T7 428 pb.
Fragmento8: E11-rev + E11-for + C11-for 293 pb.
Fragmento9: B10-rev + D9-seq24 + B10-seg24 511 pb.
Fragmentol10: F10-for + F10 rev + E10-rev + E10-for 417 pb.

Fragmentoll: 5up2.1 + 4up2.1 + 3up2.1 + 5racel + 686 pb.
4racel + 3racel + C7-rev + H7-for + 3R3bis

Estos fragmentos de secuencias de clones se alinearon con las secuencias ya
conocida de la miostatina (parte de los exones traducidos e intrones). Algunos de ellos
se situaron en parte de la secuencia ya conocida, estas secuencias no se utilizaron. El
resto de fragmentos se utilizaron para disefiar oligonucledtidos, que sirvieran para
secuenciar los extremos 5’ y 3’ del gen de la miostatina en las dos hebras, a partir de los
productos PCR de cada extremo. Estos oligonucledtidos se utilizarian para iniciar la
secuenciacion por primer-walking a partir de producto PCR exclusivamente.

La secuencia de la miostatina bovina resultante, por lo tanto, serd una secuencia
obtenida a partir de un producto PCR de un protocolo Long-Range PCRy no a partir de
clones, para evitar problemas de falsos polimorfismos debidos a posible clonado de
productos de PCR con mutaciones producidas por errores de la polimerasa.

En la Figura 28 se puede ver la localizacion de los fragmentos obtenidos sobre
las secuencias conocidas de la miostatina bovina. En trazo continuo se representan las
secuencias conocidas y en trazo discontinuo se representa la secuencia alin no conocida.
Los andlisis de homologia de secuencias permitieron localizar algunos fragmentos en
regiones conocidas de la miostatina bovina o en los brazos del vector. Sin embargo en
otros casos no pudieron ser ubicados, éstos estaran localizados en algun lugar dentro de
la zona representada con trazo discontinuo.
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- Figura 28. Localizacion de los fragmentos obtenidos a partir de secuencias de los
clones.

Fragmento7-5: 431 pb.
Fragmento9-5: 274 pb.

Fragmento5-3: 279 pb.
Fragmento6-3: 304pb. > Total: 3.197 pb.
Fragmento8-3: 293 pb.
Fragmento9-3: 511 pb.
Fragmentol10-3: 407 pb. J

T7 2.3 kb Walkup3 Walkup2

i i i SO I 1 S —e—
Fragmentol-5: 305pb. —_ — ——
Fragmento5-5: 385 pb. Fragmento8-5 Fragmento2-5  Fragmento4-5
Fragmento6-5: 389 pb. Total: 1.784 pb. Fragmento3-5

/1

Race3’ _ T7
—)p Race3' .Bis 6 kb. <4—
_= ’I n n n n n n n n n -
.
_ Fragmentol-3: 248 pb —_
Fragmento11-3 Fragmento4-3: 401 pb Fragmento7-3

——— Secuencia conocida
— « — Secuenciadesconocida

2.5 Secuenciacién a partir delos productos PCR.

En los fragmentos obtenidos (Figura 28) se disefiaron oligonucledtidos de tal
manera que siempre existiera una secuencia conocida que permitiera controlar el
alineamiento posterior de las nuevas secuencias con las ya conocidas. Es decir, se
colocaba siempre € oligonucledtido con unas 20-30 bases de secuencia de buena
calidad delante de é, para estar seguro que la aplicacion informatica utilizada tenia
margen para superponer la secuencia ya conocida con la siguiente. En los fragmentos de
situacion conocida unidos a secuencia conocida (Fragmentos 11-3 y 7-3) se disefiaron
los oligonucledtidos para avanzar hacia la zona de secuencia desconocida. En los
fragmentos de situacion desconocida (Fragmentos 1-5, 5-5, 6-5, 7-5, 9-5, 1-3, 4-3, 5-3,
6-3, 8-3, 9-3, 10-3) se disefiaron oligonucledtidos en los dos extremos del fragmento.
Otros fragmentos se situaban dentro de secuencias conocidas no se tuvieron en cuenta.
A partir de ahora se secuencio con estos oligonuclettidos disefiados, utilizando como
molde los productos PCR elegidos.

En la Figura 29 se puede ver € avance de la secuencia conocida después de la
primera ronda de secuenciacion. Cada uno de los fragmentos estd compuesto por €l
brazo del vector en un extremo, y e limite de la secuencia conocida por otro. Ademas se
localizan algunos de los oligonucledtidos ya utilizados sobre la secuencia. Del mismo
modo que en la Figura 28 se representa la secuencia conocida con trazo continuo y la
todavia desconocida con trazo discontinuo. Ademés se puede estimar la secuencia que
falta por conocer, restando al tamafio estimado del fragmento por PCR la suma total de
los fragmentos.

En e extremo 5 tras alinear todas las secuencias, se obtuvieron dos Unicos
fragmentos, cada uno de ellos unido a las secuencias conocidas de cada lado, uno a
secuencias enlazadas con e brazo del vector (Fragmentol), y € otro enlazado a las
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secuencias junto a exonl (Fragmento2). Se disefiaron primer-walking en los extremos
para avanzar haciala secuencia desconocida (5C9dn / 5C1up).

- Figura 29. Avance de la secuencia tras la primera ronda de secuenciacion a partir de
producto PCR.

T7 Fragmentol: 1.579 pb Fragmento2: 1.460 pb.

> Walkup3 Walkup2
- .o < <
_} I o <_ 1
5C9-dn 5C1-up
Race3  Fragmento3: 637 pb. T7
Race3 %?S P Fragmentol: 948 pb. €4—
e — ! _’ ! ' <_
3C11up Fragmento2: 826 pb. 3Clup
€
Fragmento4: 1.205 pb.
—
< >
. Fragmento5: 1.781 pb.
I <_ -> 1

En e extremo 3’ la situacién tras esta primera ronda de secuenciacion era
diferente. Se tenian dos fragmentos orientados y situados en una parte y otra del
fragmento:

- Fragmento3 unido a las secuencias del exén 3 ddl gen,
- Fragmentol con secuencias del extremo del vector de clonado.

Por otro lado, se tenia una serie de fragmentos de los que no se podia conocer ni
su localizacion ni su orientacion, debiéndose situar en algun lugar entre los dos
fragmentos sefialados anteriormente. Se disefiaron igualmente primer-walking:

- En € caso de los dos fragmentos de situacion conocida, solo en un extremo
hacia la secuencia desconocida,
- enlosfragmentos de situacion y orientacion desconocida, en ambos lados.

Tras esta segunda ronda de secuenciacion, se localizaron y orientaron esos
fragmentos de laregion 3’ del gen y se disefiaron oligos-walking para avanzar hacia la
secuencia desconocida (3lu3up / 3lusup).

- Figura 30. Avance de la secuencia del extremo 3'.

Race3’ T7
Reced Bis Fragmento2: 1.15 pb. Fragmentol: 5.951pb. <+
> L .
N L _} | | 4_
3lu3up 3lusup
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Tras varias rondas de primer-walking con los oligonucledtidos disefiados en los
extremos de los fragmentos, la secuencia quedé como se ve en la Figura 31. Cada
oligonucledtido en & gréfico supone una ronda de walking.

- Figura 31. Avance de la secuencia tras varias rondas de secuenciacion.

T7
Walkup Walkup
IR
|
+tTr T T . F
5C9-dn  5lu7.3up 5lu6.3dn  5lu6dn 5C1-up
5lu7.2up 5lu6.2dn
Race3 T7
—_> -R;‘CG?),.BiS =_
— : — -
Se— > > < <
3lu3u 3lu5.2up
3lud.2u 3luSup

Asi se continud hasta acabar formando un solo fragmento de cada uno de los
extremos.

2.6 Ensamblado de todas las secuencias obtenidas.

Todas las secuencias obtenidas se analizaron con €l grupo de programas
Phred/Phrap/Consed package (Ewing y col., 1998; Ewing y Green, 1998; Gordon y
col., 1998). Con € proposito de obtener un Unico fragmento de secuencias, se
introdujeron secuencias obtenidas a partir de varios moldes diferentes:

- Secuenciadel ADN codificante de la miostatina bovina de un individuo de
fenotipo normal (Grobet y col, 1997).

- Secuencias de los exones de un gran numero de individuos que fueron
utilizados para detectar mutaciones (Grobet y col., 1998).

- Secuencias de los intrones secuenciados a partir de productos de PCR
procedentes de YAC (Y 189A3 que contiene € gen de la miostating, Pirottin
y col., 1999)

- Secuencias obtenidas con e protocolo de secuenciacién de los extremos del
gen antes descrito.

La secuencia consenso final estaba constituida, en su mayoria, por secuencias de
las dos hebras y en algunos casos por mas de dos secuencias complementarias.

En un primer andlisis, con todas las secuencias introducidas aparecieron seis
fragmentos que cubrian la secuencia completa. Se procedio a una fase de limpieza,
donde se eiminaron del andlisis todas las secuencias de baja calidad. Tras esta labor, la
secuencia completa se cubrio con tres fragmentos, que e grupo de programas
Phred/Phrap/Consed package, era incapaz de unir. Sin embargo, un anaisis mas
detallado de los limites de estos fragmentos permitié unirlos en una Unica secuencia
CONSenso:
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- El primer fragmento estaba formado por secuencias desde el extremo del
clon en fago lambda en 5 hasta una zona repetitiva, compuesta por 12 T
seguidas, y € segundo empezaba precisamente en esa zona de poli-T. Estas
zonas de polinucledtidos hacen que la secuenciacion en ellas sea de una
calidad baja, debido a un problema de la polimerasa para leer correctamente
12 T seguidas y hace que no todas las moléculas contengan e mismo ndmero
de T. La secuencia a partir de entonces se compone de una mezcla de
moléculas y da una imagen de secuencias superpuestas, 10 que se traduce en
un gréfico de mala calidad que la aplicacion informatica no tiene en cuenta.

- Launion entre € fragmento 2 y € 3, era e resultado de algo similar. Ese
tramo de secuencia por ambos lados era de una bga calidad no llegando a
limite exigido por € programa, por tanto no las tiene en cuentay no es capaz
de unirlas. Sin embargo se tenian dos pruebas a favor de que esos dos
fragmentos estaban verdaderamente unidos:

- Los dos fragmentos se alineaban cuando se utilizaba otro programa
gue no tiene en cuenta la calidad de la secuencia, como es €
programa Bestfit del grupo de programas GCG. Este programa busca
el mgor segmento de alineamientos posible entre dos secuencias
dadas. Los alineamientos se hacen insertando huecos para maximizar
el nimero de coincidencias en un segmento. Las secuencias pueden
ser de diferentes tamafios y tener solamente un segmento pequefio de
similitud entre ellas. Los aineamientos se hacen utilizando el
algoritmo local homology de Smith y Waterman (Smith y Waterman,
1981).

- El tamafio del fragmento, teniendo en cuenta que el solapamiento del
programa Bestfit sea correcto, coincide con el tamafio del producto
PCR a partir de ADN genémico y de ADN de clon de fago a partir
del cua se estaba secuenciando.

Estos dos argumentos hacen pensar que se esta frente a la secuencia completa, y
permitio confeccionar una secuencia consenso de 17.417 pb del gen de la miostatina
bovinay sus regiones flanqueantes (Figura 32).

- Figura 32. Caracteristicas finales de la secuencia ensamblada.

17.417 pb
L e L L
4.955 pb. 1.826 pb. 2.032 pb. 5.840 pb.
505pb. 373ph. 1.888pb.
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3 Estudio dela secuencia.
3.1 Extracciéon ARN muscular esquelético.

La purificacion de ARN muscular total se hizo segun e protocolo de
centrifugacion en CsCl (Chirgwin y col., 1979) modificado. Debe usarse H,O DEPC
para lavar todos los recipientes y hacer todas las soluciones utilizadas.

- Se hace una biopsia de tgjido muscular y se congela rgpidamente en

nitrégeno liquido. Triturar € musculo sobre Nitrégeno liquido.

- Se transfiere e musculo triturado a un tubo falcon de 50ml. y se afiade

5ml./500 mg. de solucién de lisis.

- Mezclar vigorosamente con vortex.

- Romper e ADN pasando la mezcla varias veces por una aguja de jeringuilla.

- Poner en un tubo de 5 ml. de ultracentrifugacion:

- 1,5ml. 5,7 CsCl (en H,0O)
- 3,5ml. delasolucion de lisis con € musculo.

- Ultracentrifugar a 35.000 r.p.m. (150.000g ) 16 h. a 18°C.

- Eliminar lasolucion de lisisy € CsCl.

- Cortar € tubo o limpiar sus paredes.

- Afadir 1 ml. de tamp6n de proteinasa K a temperatura ambiente.

- Pasar € contenido a un tubo falcon de 15 ml., e incubar a 50°C. para que se

disuelvabien.

- Afadir 100 mg. de proteinasa K por ml. de solucién.

- Incubar durante 2 h. atemperatura ambiente.

- Extraer 2 veces con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico y una vez con

cloroformo/isoamilico.

- Precipitar al Acetato de sodio pH=5,2 y etanol absoluto.

- Lavar con etanol 70%.

- Secar atemperatura ambiente.

- Resuspender en 50 . de H,O (DEPC)

3.2 Estudio del ARN mensagjero.

3.2.1 La secuencia codificante de la miostatina esta constituida por tres exones
interrumpidos por dosintrones.

Para corocer la estructura del gen de la miostatina se ained la secuencia
gendmica obtenida, con la secuencia codificante de la miostatina (Grobet y col., 1997).
Este alineamiento confirmo la existencia de 2 intrones intercalados en la secuencia

codificante. El intrén 1 se encuentra entre las bases 5.459-7.283, y €l intrén 2 entre las
bases 7659-9691. (ver Anexo3).

3.2.2 Limitesdelostranscritos.

3.2.2.1 Inicio de la transcripcion. El inicio de la transcripcion se determind a
partir de ARN mensgjero muscular, utilizando dos técnicas diferentes:

3.22.1.1 C-RACE (Maruyama, 1995)
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Es una técnica que sirve para identificar los posibles lugares de inicio de la
transcripcion, o lo que es 1o mismo los posibles extremos del ARN mensgeroen 5'.

El principio de estatécnicaes el siguiente:
1- En la primera etapa se sintetiza un brazo de ADN codificante a partir de ARN

total (GeneAmp RNA PCR Kit, Perkin-Elmer) utilizando € oligonucledtido C-
RACEL

ARN entre 1ng. y 5 no.
Tampon PCR 10x 4m.
MgCh(25mM.) 8m.
dATP (10mM.) 4.
dGTP (10mM.) 4.
dCTP (10mM.) 4.
dTTP (10mM.) 4.

Inhibidor de ARNasa 2 .
Transcriptasainversa 2 .
C-RACEL (5mM) 2m.
H,O DEPC hasta 40 .

-Incubar 10" atemperatura ambiente
- 30 a42°C.

- 5 a99°C.

- 5 a4°C.

Lisisdel ARN, paradejar solamente ADN en lareaccion

20 nl. delareacciéon + 6,6 nl. NaOH 2M.
incubar 10’a 37°C.

- Precipitar las dos reacciones:

26,6 . de reaccion

+ 2,8 m.NaAc 3M., pH=5,2

+ 111 . etanol 100%

guardar a—20°C. 30’

centrifugar 15’ a 10000 r.p.m. a4°C.
Lavar con etanol 70%.

2- El ADN de cadena smple se recirculariza y se utiliza como molde en una
reaccion de PCR con unos oligonuclebtidos internos de la secuencia

Resuspender el producto anterior en 8 m. de H,O
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+ 1 . de tampon 10x
+1m. de T, ARN ligasa
Incubar toda la noche a 22°C.

PCR utilizando como molde & ADN circularizado, utilizando los
oligonuclettidos C-RACE2A y C-RACE-2B.

A continuacion se realiza una PCR anidada (Nested PCR) con oligonucleétidos
mas internos, C-RACE-3A y C-RACE-3B.

- Los productos resultantes se secuenciaron, y se ainearon las secuencias
obtenidas sobre la secuencia conocida, para identificar e inicio de la
transcripcion (Figura 33).

- Tabla X1X. Oligonucledtidos utilizados en el protocolo de C-RACE.
Oligo Secuencias
C-RACE1 5-CGTCACTGCTGGCATCTCTCTGGACATCG-3
C-RACE-2A 5-GTCTTGAGGATGTAGTGTTTTCC-3
C-RACE-2B 5'-GCCATAAAAATCCAAATCCTCAG-3
C-RACE-3A 5-CAAACATGCATTACACAGCCCCTC-3
C-RACE-3B 5-CTTCGCCTGGAAACAGCTCCTAAC-3

Después de las dos rondas de PCR aparecen dos bandas (Figura 33), que indican
la presencia de dos posibles lugares de inicio de la transcripcion en € gen de la
miostatina bovina en las posiciones 110 pb. (Iniciol) y 137 pb. (Inicio2) delante del
codon de iniciacion ATG (4.979 y 4.952 respectivamente, Anexo3; Figura 33).
Subrayado se indica la secuencia que corresponde a oligonucledtido C-RACE-1. Por lo
tanto la base siguiente, recuadrada en rojo, correspondera con la posible base de inicio
del transcrito de la miostatina bovina. En las secuencias de los dos posibles lugares de
inicio de la transcripcion aparece una G (recuadrado en azul, Figura 33) que no
pertenece ni a oligonucledtido C-RACEL ni a la secuencia de ADN gendémico. Esta
descrita la posible incorporacion de uno a varios nuclettidos provocado por la actividad
terminal transferasa de la transcriptasa inversa (Superscript' MI1) utilizada en este
protocolo. La enzima puede afadir hasta 5 nucledtidos, fundamentalmente citosinas a
encontrarse con la capucha gque todo ARN completo tiene en posicion 5 (Schmidt y
Mueller, 1999).

- Figura 33. Gel de agarosa que muestra la presencia de dos posibles lugares de
inicio del ARN mensajero de la miostatina bovinay su secuencia.

1 2 3

Inicio2

Iniciol
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3.2.2.1.2 Primer Extension (Sambrook y col, 1989).

Es otro protocolo para identificar € inicio de la transcripcion. Se basa en la
amplificacion de un oligonucledtido interno de la secuencia, cuya extension empieza en
algun lugar del ARN mensgjero y acaba en € limite de este ARN mensgjero.

Parta ello se amplifica con un oligonucledtido marcado y se corre en un gel alavez
gue una secuencia de ADN llevada a cabo con e mismo oligonucledtido, asi se puede
hacer corresponder €l final de la extension del oligonucledtido sobre el ARN mensgjero
con la base de la secuencia de ADN, e identificar a ésta como € inicio de la
transcripcion.

1- Secuenciacion (T7 Sequencing™ Kit).

1.1 PCR sobre ADN gendmico con dos oligos que flanqueen € inicio de la
transcripcion.- Se debe purificar € producto de PCR.

1.2 Acoplamiento del oligo.

- Desnaturalizacion: 64 m. de producto PCR (30 ng./ m.)
16 m. NaOH 2M.
Vortex y centrifugar
Incubar 10" atemperatura ambiente
+ 14 m. NaAc 3M.,
+8m. HO
+ 240 m. etanol 100% mezclar bien y mantener 15’ en nieve carbénica.
Centrifugar a4°C. 20' a13.000 r.p.m.
Eliminar el sobrenadante
Lavar con etanol 70%.
Centrifugar 10" y eliminar € sobrenadante.
Degjar secar, sin utilizar vacio.
Resuspender en 20 m. de H,O.

- Hibridacion del oligo.

Afadir alos20 m.:
+ 4 m.dd oligo (5 pmol./ m.)
+ 4 . de tampdn de annealing.
Vortex ligero y centrifugar.
Incubar 5" a65°C.
Incubar 10" a37°C.
Mantener lostubosa T2 ambiente3 5'.

1.3 Secuenciacion (Labeling mix dATP).

Diluir &l enzima T; ADN polimerasa.: 6 m. T; ADN polimerasa
24 m. tampon de dilucion frio.
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Preparar 4 tubos por reaccion: 5m.“A” mix short
5m. “C” mix short
5m. “G” mix short
5m. “T” mix short

Reaccion de marcaje (por cada dNTP): Labeling mix A
a® dATP

6 m.
2m.

T7 ADN polimerasadiluida 4 m.

Mezclar suavemente e incubar 5 a temperatura ambiente.

Durante estos 5’ calentar los tubos de los dNTP a37°C. a menos 1'.

1.4 Terminacion. (debe ser inmediatamente después de los 5').

Transferir 9 m. de lareaccion de marcagje a cada tubo con dNTP.
Mezclar con la pipeta.

Incubar 5'a 37°C.

+ 5 m. solucion de STOP

Guardar a 4°C.

2- Extension del oligo.

2.1 Marcado del oligo.

oligo (33 m\.) 1m.
Tampdn forward 5x 14 ml.
c® ATP 15 m.
T4 kinasa 8m.
H,O DEPC 32 .

Incubar a37°C. 1 hora.
Parar la reaccion: 2'a 90°C.

2.2 Hibridacion del oligo marcado.

Oligo marcado im.
ARN 10 ng.
NaAc 3M. DEPC 2m.
Etanol 100% DEPC 45 .

Mantener a—20°C. durante 30'.

Centrifugar 20" en frio.

Lavar con etanol 70% DEPC.

Centrifugar 20' en frio.

Eliminar el sobrenadante.

Dejar secar a temperatura ambiente, no usar vacio.
Resuspender en 30 m. de tampon de hibridacion.
Mezclar vigorosamente con la pipeta.

Incubar a 60°C. durante 10'.
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Incubar a 80°C. durante 10'.
Hibridar a50°C. durante 8-16 h.

Precipitar e producto de hibridacion: +170 m. H,O DEPC
+400 m. etanol 100%
Mezclar y mantener en hielo 1h.
Centrifugar 30'.
Lavar con etanol 70% DEPC.
Eliminar el sobrenadante y evaporar la muestra a temperatura ambiente.

Resuspender en 20 m. de 1x RT. Buffer:  5x first strand buffer 4m.
DTT 0,AM. 2m.
dNTP 10mM. 1.
H,O DEPC 13m.

+ 1 m. de Superscript |1 (SUPERSCRIPT™™ |1, Gibco-BRL) y mezclar.
Incubar 1 h. a42°C.

Inactivar laenzimaa 70°C. durante 15'.

+ 1 . de ARNasa, e incubar 20' a 37°C.

+ 150 m. T1oE; pH=7,6.

+200 m. fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1)

Vortex durante 30"’ y centrifugar 5'.

Recoger € sobrenadante en otro tubo, afiadir 500 m. de Etanol 100% y mantener
1h. en hielo.

Centrifugar 15’ y eliminar el sobrenadante.

Lavar con etanol 70%

Centrifugar 15', eliminar €l sobrenadante y dejar secar a temperatura ambiente.
Guardar a—20°C.

2- Migracion de los productos en gel de acrilamida.
En un gel de acrilamida 6% (acrilamida/bisacrilamida 19:1) (Gibco-BRL), se
cargan las 4 reacciones de la secuenciacion, y en pocillo contiguo la reaccion de

extension.

Los resultados obtenidos por esta técnica no fueron concluyentes, y no se

tuvieron en cuenta.

3.2.2.2 Final delatranscripcion.

Los finales de la transcripcion, se localizaron utilizando la técnica de 3' RACE.

Brevemente en este protocolo se sintetiza un brazo de ADN codificante de la miostatina
a partir de ARN mensgjero utilizando un oligonucledtido poli-T y un oligonucledtido
interno (A) de la miostatina bovina. Posteriormente se lleva a cabo otra PCR ahora
anidada cambiando €l oligonucledtido interno por otro més cercano a posible fina de la
transcripcion (B). Como no se conoce bien donde puede estar este final se utilizaron 3
protocolos diferentes para intentar no dgjar ninglin posible lugar fuera del andlisis. Se
utilizaron los oligonucledtidos de la Tabla X X.
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1 Sintesisdel ADN codificante. En un tubo de 1,5 ml. libre de ARNasas,

ARN total 3ny.
Oligo poli-T + adaptador (10 M) 1m.
H,O DEPC hasta 12 .

- Incubar a 70°C. durante 10’, meter en hielo >1' y centrifugar.

Tampén de PCR 10x 2m.
MgCh (25 mM.) 2m.
dNTP (10mM.) 1m.
DTT 0,1 M. 2m.

- Mezclar y centrifugar
- Incubar a42°C. durante 5'.

SuperScript |1 RT (retrotranscriptasa) 1m.

- Incubar a42°C. durante 50'.

- Terminar la reaccion incubando a 70°C. durante 15'.

- Poner en hielo y centrifugar.

- El primer brazo de ADN codificante ya ha sido sintetizado con la
retrotranscriptasa.

ARNasa H 1m.

- Incubar a 37°C. durante 20'.

- Con esto se digiere e ARN y solo queda el ADN codificante sintetizado, que
Se puede guardar a—20°.

1- Amplificacion del ADN codificante.

Tampon PCR 10x 5m.

MgCh (25mM.) 3m.

dNTP (10mM.) 1m.

oligo interno (10 mM.) 1m.

Oligo adaptador (10 MM.)  1ml.

Taqg polimerasa 05u.

ADN codificante. 2m.

H.O hasta 50 m.

Programa de PCR (P.E. 9600)

Ix 94°C. &
35X 94°C 30"’
55°C. 1
72°C. 1'.

1x 72°C. 10'.
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2- Nested PCR: siguiendo € mismo protocolo, pero cambiando € oligo por uno
maés interno, y en vez de ADN codificante se afiaden 2 m. del producto de PCR

anterior.

3- Clonado de los productos de RACE3': Los productos de PCR se visuaizan en
gel de agarosa, y se recuperan las bandas obtenidas. Se extrae el ADN de cada
unade €ellas (protocolo GeneClean), y se clonan en T-A (Topo TA Cloning® Kit,

Invitrogerf').

5- Secuenciacion de los productos de RACE3' clonados, segun e protocolo ABI
PRISMtm Dye Terminator Cycle Sequencing, Ready reaction kit, en un
secuenciador automatico ABI 373, Perkin Elmer.

- Tabla XX. Oligonuclettidos utilizados en € protocolo de 3'-RACE.

Oligo

Secuencias

5-RACE-1A
5-RACE-1B
5-RACE-2A
5-RACE-2B
5-RACE-3A
5-RACE-3B

5 -CCCCAGAGGTTCAGCCGGCCCCTGC -3
5-CCAGCCATGGTAGTAGATCGCTGTGGG-3
5'-ATTCCACAAAGTAGGGATGGCACAC-3

5 -TACGCAGGTTACCATTCCTATACTG-3
S-TTTGGTATATTTTTACAGTAAGGAC-3

S’ -TAAACTGATGATATCTTACAAATTG-3

En la Figura 34 se puede ver un gel de agarosa con los posibles lugares de
finalizacion de los transcritos de la miostatina bovina obtenidos con los tres protocolos
de PCR descritos. A la derecha estén situadas |as secuencias resultantes. Algunos de los
lugares de terminacién del ARN mensgjeros se detectaron en dos protocol os diferentes
(LP1 y LP3). ElI find de la transcripcion corresponde con la base situada
inmediatamente anterior a la cola poliA en las secuencias de ARN mensgjero. Los
lugares de poliadenilacién se nombran en € orden en que se encuentran sobre la
secuencia. En algunos lugares la presencia de Adeninas en la secuencia hacen imposible
identificar la base exacta de terminacion del transcrito, por eso se indican varias bases
como posibles finales de la transcripcion. Los posibles lugares de finalizacion del
transcrito de la miostatina estan situados en las posiciones: LP1 11578-82; LP2 11507-
10; LP3 11028-9; LP4 10681-7 (Anexo3).

- Figura 34. Gdl de agarosa donde se muestra la presencia de los 4 posibles lugares de
terminacion del ARN mensgjero del gen de la miostatina.
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Capitulo 3.

I dentificacion de las posibles regiones regulador as del gen de la miostatina.

1 Antecedentes.

Los mecanismos que regulan la expreson del gen de la miogtatina se
desconocen. Comparando las secuencias de la miostatina del ratén (L. Grobet y V.
Marot, comunicacion personal) y bovina, que comprenden €l gen completo y parte de
las regiones flanqueantes, y basandose en la conservacion de secuencias, van a intentar
identificarse las regiones que pueden participar en €l control de la transcripcion del gen
de la miostatina

1.1 Identificacion de regionesregulador as de la transcripcion.

El término de huellas filogenéticas (phylogenetic footprinting) describe las
comparaciones filogenéticas que identifican elementos conservados en cis, en zonas no
codificantes de genes homologos. En sentido més amplio se denomina asi a la
identificacion de cualquier region funciona utilizando la comparacion de secuencias de
segmentos gendmicos ortologos (Fickett y Wasserman, 2000). Una cuestion importante
es conocer cua es la distancia 6ptima en términos de evolucion entre las especies que se
comparan. Generalmente la mayoria de las regiones reguladoras humanas pueden ser
identificadas si se comparan las secuencias humanas y de roedores, pero puede variar
dependiendo del gen en cuestiéon Fickett y Wasserman, 2000). Cuando € patron de
expresion del gen es diferente entre las dos especies estudiadas, suele ser debido a
cambios en los elementos reguladores. Entonces en estos casos las especies elegidas
deben estar més relacionadas para que las comparaciones sean informativas. En €l caso
de otros loci la tasa de mutacion en esa region puede ser tan baja que las comparaciones
humano-ratdn no sean informativas. En ese caso se necesitaran alineamientos de
secuencias de especies més distantes (Hardison y col., 1997).

Pero las hudlas filogenéticas no dan una informacién de la funcion de las
regiones conservadas. Para predecir la funcionalidad de esas regiones es necesario un
andlisis de los factores de transcripcion que pueden unirse especificamente a ellas.
Normamente los factores de transcripcion se identifican por medio de una secuencia
consenso, sin embargo una matriz que pondere la importancia de cada base en cada
posicion del médulo (position weight matrix) es mas apropiado. Esta matriz asigna a
cada nucledtido en cada posicion un peso especifico, reflejando la frecuencia de ese
nucleotido en esa posicion. El valor de un determinado elemento se obtiene de la suma
de los correspondientes pesos. De esta forma se obtiene mas informacion que a partir de
una secuencia consenso (Fickett y Wasserman, 2000).
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La expresion del gen de la miostatina en raton se detecta ya en e dia 9,5 dentro
de los somitos, més especificamente en e miotomo. A medida que avanza €l desarrollo
embrionario, e ARN mensgjero de la miostatina se detecta en un gran nimero de
musculos (McPherron y col, 1997). Los niveles de ARN mensgjero, segiin un trabajo
realizado en la especie porcina, aumentan y alcanzan un maximo durante las Ultimas
fases de la gestacion y disminuyen después del nacimiento, sin embargo se sigue
encontrando ARN mensajero de miostatina en tegjido muscular esgquelético adulto.
También se ha descrito la presencia de ARN mensgjero en tejido muscular cardiaco y en
glandula mamaria (Ji y col., 1998). En musculo esquelético en fase de regeneracion, la
miostatina se detecta en las células mononucleadas situadas en la periferia de las fibras
musculares.

La mayoria de las regiones reguladoras, incluyendo los promotores, estan
influenciados en algun modo por € contexto especifico espacio-temporal donde se
encuentran. El anadlisis de regiones reguladoras conocidas, indica que muchos el ementos
muscul o-especificos estédn concentrados en modulos reguladores de 200 pb. Para
identificar regiones con probabilidad de conferir una expresion musculo-especifica a los
genes, se pueden utilizar las huellas filogenéticas complementado con algoritmos de
regresion logistica. Dentro de las regiones conservadas, encontradas por huellas
filogenéticas, se buscaran elementos en cis que se sabe que confieren especificidad de
expresion en tejido muscular. Este andlisis se llevara a cabo utilizando un algoritmo de
regresion logistica que se basa en la asuncién de que las regiones reguladoras de la
expresion especifica muscular estdn compuestas de grupos de diferentes factores de
transcripcion musculares incluidos dentro de regiones de 200 pb. de tamafio. En este
andlisis se consideraron los siguientes factores de transcripcion: Tef, Sp-1, MEF-2, Myf
y SRF (Wasserman y Fickett, 1998), para los que existen ya desarrolladas matrices de
pesos por posicion de cada uno de los nucledtidos (Wasserman y Ficket, 1998;
http://agave.humgen.upenn.edu/M TIR/HomePAge.html ).

2 Comparacion de las secuencias de la miostatina bovina 'y de raton.

Se compararon las secuencias de la miostatina bovinay de la de raton (L. Grobet
y V. Marot) utilizando una matriz de puntos realizada con el programa Compare y
representada graficamente con e programa DotPlot del grupo de programas GCG
(Figura 35).

El programa Compare, compara dos secuencias de acidos nucleicos o proteinas y
crea un archivo de puntos de similitud entre ellas, que se puede representar graficamente
con el programa DotPlot. Las secuencias se comparan en cada una de todas las posibles
localizaciones y crea un punto donde las secuencias son similares, las coordenadas de
esos puntos se dmacenan en € archivo de salida. El criterio que se utiliza para indicar
que dos secuencias son similares es decision de cada uno. Normamente el programa
compara dos secuencias en cada registro, buscando en todos los lugares e nimero de
identidades que aparecen en una ventana de un tamafio dado, para crear un punto
cuando se alcanza € numero suficiente de nucledtidos iguales. Este criterio se puede
decidir de antemano, € tamafio de la ventana y € nimero de nuclettidos iguales
necesarios para situar un punto.
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El programa DotPlot, representa la homologia de dos secuencias en un mapa de
puntos utilizando la salida del programa Compare. Este método es € mas Util para ver
las estructuras comunes entre dos secuencias, 0 las estructuras repetitivas dentro de una
sola secuencia. Este programa es la segunda parte de un grupo de programas que
generan imagenes de puntos de similitud entre dos secuencias (Maizel y Lenk, 1981).
Compare crea un fichero de salida con las coordenadas de cada punto en comin entre
dos secuenciasy DotPlot plasma estos puntos en un grafico.

- Figura 35. Comparacion de las secuencias bovina (BTMSTN) y de

raton (MMMSTN).
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La similitud comienza aproximadamente a partir de la base 1.300 de la secuencia
bovina y 500 de la secuencia de ratdén. A partir de entonces se observa una linea
diagonal, indicando la homologia de las dos secuencias. Esta linea se corta
aproximadamente en la posicion 12.330 pb. de la secuencia bovinay 10.800 pb. de la
secuencia de raton, volviendo a aparecer en las posiciones 15.850 bovina'y 11.200 del
raton. La secuencia de ratén se extiende 2.700 pb. més, no encontrandose obviamente
ninguna homologia. En la secuencia bovina se puede diferenciar dos zonas sin
homologia con la de ratén, que se identifican como Insercion 1 e Insercion 2 (Figura 35-
36), aunque pueda tratarse del proceso contrario es decir delecion de los fragmentos
identificados en la secuencia de raton. Seria necesario €l andlisis de la secuencia de una
tercera especie para poder aclarar este proceso.

En un posterior andlisis se eliminaron las secuencias que quedaban fuera de la
region que mostraba homologia, identificadas en la Figura 35-36 como Ins-1 e Ins-2 .
Las secuencias, bovinay de raton, resultantes se alinearon usando € programa Gap del
grupo de programas GCG (ver Figura 36).

El programa Gap encuentra similitudes entre dos secuencias completas usando el
algoritmo de Needleman y Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970). Considera todos los
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posibles alineamientos y huecos entre las dos secuencias y crea un aineamiento
definitivo que maximiza € nimero de coincidencias y minimiza el tamafio y nimero de
los huecos.

El resultado fue un alineamiento de 12.772 caracteres, que incluia 12.477 pb. de
la secuencia bovinay 12.039 de la de ratdn. La secuencia de raton contenia 295 pb. que
no teniala bovina (12.772-12.477), mientras que la bovina contenia un segmento de 438
pb. que no aparecia en la de ratdn (12.477-12.039). El aineamiento obtenido se analiz6
con una ventana de 100 pb. calculando la similitud como el porcentaje de homologia
entre las dos secuencias en cada ventana.

- Figura 36. Alineamiento de las secuencias homdlogas de la miostatina bovina
(inferior) y de raton (superior).
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Se observé un ato porcentaje de homologia en las regiones de los exones, siendo
mayor en la segunda mitad del exén 2.

En la zona en 5, justo antes del inicio de la transcripcion, se encuentra otro
segmento altamente conservado. Este segmento contiene una TATA-box y una CAAT-
box, con lo cual podemos afirmar, con cas total seguridad, que debe tratarse de la
region del promotor (Zona Conservada 1; ver Discusion 2.2, Figura 39).

Se encuentran otras regiones en 5° donde hay también una alta homologia de
secuencias, identificadas como Zona Conservada 2 y 3. En € tercio posterior del intrén
1 se localiza la Ultima region de secuencia conservada, que se identifica como Zona
Conservada 4 (Figura 36).
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En la zona en 3 no traducida también se observaron unas zonas de ata
conservacion de secuencia
- Unaprimera zona justo después del codon stop.
- Una segunda zona que corresponderia con los alrededores del tercer posible
lugar de poliadenilacién (LP) bovino y segundo de ratén.
- Latercera corresponderia a la coincidencia entre el LP2 y LP1 bovinosy €
LP1 murino.

3 Busgueda de regiones regulador as muscul o-especificas.

En esta busqueda se consideraron los siguientes factores de transcripcion,
conocidos por conferir especificidad de expresion muscular: Tef, Sp-1, MEF-2, Myf y
SRF, utilizando algoritmos de regresion logistica (Wasserman y Fickett, 1998).

Con los métodos utilizados para la blusgueda de factores de transcripcion
muscul o-especificos, no se logré encontrar ninguno de ellos dentro de las zonas
evidenciadas mediante las huellas filogenéticas, es decir las Zonas Conservadas 2, 3y 4.
Sin embargo se piensa que esas zonas evidenciadas, con ata homologia de secuencias,
localizadas en 5’ del punto de iniciacion de la transcripcion y en € intrén 1 (Figura 35y
36), deben tener alguna funcion dentro de la regulacion del gen.

81



Discusién

Discusion.

1- Reduccién dd intervalo cr omosdmico:

El mayor esfuerzo realizado en los Ultimos afios en genética molecular aplicada a la
produccion anima ha sido para localizar o mapear loci de caracteres con importancia
econdémica en produccién animal utilizando el andlisis de ligamiento (Georges 1998). Estos
datos pueden llegar a utilizarse directamente mediante estrategias de MAS (Marker
Assisted Selection; Visscher y col., 1998), sin embargo la culminacién de estos trabajos
requiere laidentificacion y €l clonado posicional de los genes causantes (Anderson 1998).

Para intentar e clonado posiciona de genes de interés econdmico en produccién
animal, se puede aprovechar € conocimiento mayor de los genomas humano y de raton. Se
ha estimado que el tamarfio de los segmentos de cromosomas conservados entre especies es
de unos 10 cM de media entre humano y ratén Copeland y col., 1993) y posiblemente
mayor entre humano y las especies ganaderas. La identificacion de fragmentos conservados
y sus limites en las regiones de interés va a facilitar 1as estrategias de clonado de candidatos
posicionales utilizando |os mapas de transcritos humanos y de raton (Archibald 1998).

Lo habitual en un trabgo de clonado posicional de un gen de interés econdmico es
intentar reducir 1o mas posible € intervalo cromosdmico donde se localiza el locus y lo
primero es saturar la region candidata con marcadores, hasta llegar a un intervalo
cromosomico lo més pequefio posible donde poder iniciar la construccién de un mapa
fisico. Como se ha visto en e capitulo 1, con la intencion de reducir la region que contiene
a locus mh (2911-21), se aislaron 5 marcadores microsatélites nuevos en esta region.

A partir del conocimiento de la region bovina donde se localizaba el gen (2911-21)
de la miostatina, se construyé un contig de YAC ayudandose de las etiquetas (STS)
mapeadas en esa region. Se utilizaron 7 marcadores tipo microsatélites (BMC9007,
TGLA44, y los 5 resultado de este trabgo: Bulge23, Bulge27, Bulgel8, Bulge28,
Bulge20), 8 genes (EST), y 9 STS correspondientes a extremos de YAC. El contig se
componia de 27 YAC con una profundidad media de 4,3 YAC/etiqueta, y se estimd que
comprendia 1,2 Mb. de laregion centromérica del cromosoma 2 bovino (Pirottin y col.,
1999).

Con los 5 microsatélites que resultaron polimorficos, se construyé un mapa de
ligamiento, que mide de extremo a extremo del contig 7 cM. (BMC9007-BULGE?20), lo
gue supone una relacion de 160 kb./cM. en esta regién estudiada (Pirottin y col., 1999).
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El mapeo comparativo permitié mostrar que €l contig incluia una zona de rotura
cromosdmica gue unia dos segmentos de cromosoma sinténicos pero no adyacentes en
humano. Comparando €l orden de los genes ortdlogos humanos de la region, verificado
mediante €l uso de un panel de hibridos de irradiacion del genoma humano completo, y €
orden bovino inferido a partir del contig, se confirmé la conservacion del orden de los
genes dentro de |os segmentos cromosomicos.

La aparicién de un gen candidato posiciona del locus mh, que finalmente permitio
la identificacion de la miostatina bovina como gen responsable de la hipertrofia muscular,
hizo que la estrategia clasica de un clonado posiciona se viera trastocada. Los
microsatélites nuevos, utilizados en andlisis de ligamiento, permitieron acortar €l intervalo
donde buscar genes candidatos (ver Capitulo 1y Pirottin y col., 1999).

- Figura37. Contig de YAC de laregion bovina de la miostatina
(Pirottin y col., 1999).
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2- Estructuradel gen dela miostatina bovina.
2.1 Transcritosde ARN mensajer o de la miostatina bovina.

La secuencia codificante de la miostatina esta constituida por tres exones
interrumpidos por dos intrones, evidenciado a alinear la secuencia completa (Capitulo 2)
con la secuencia codificante (Grobet y col., 1997).

a) Intrén 1. El intron 1 se localiza entre las bases 5460 y 7285 (Anexo3) y cumplen
laregladel GT-AG. Se puede decir que € intrén 1 esun intron de fase 1, ya que interrumpe
un codon serina entre labase uno y dos. En laregién en 3' del intron se encuentra una zona
ricaen pirimidinasy a—67 pb. del exdn 2. En ella hay una adenina situada en un consenso
apropiado (UUGAU, 7.216-20, Anexo3) para congtituir el punto de formacion del 1azo, en
el proceso de corte y empalme de los intrones (Keller y Noon, 1984).

b) Intron 2. Los limites identificados siguen la regla GT-AG (7660-9.691, Anexo3).
Este intrén es de fase 0, ya que interrumpe la secuencia codificante entre dos codones
adyacentes. La zona inmediatamente anterior a extremo 3' del intrén se caracteriza por una
secuencia rica en pirimidinas. Existe una adenina en un contexto apropiado (UUAAC,
9.666-9.670, Anexo3) situada a-23 pb. dd limite 3'del exdn, constituyendo € posible lugar
de formacion del lazo para la maduracion del ARN mensajero por corte y empame (Keller
y Noon, 1984).

Se han identificado dos posibles lugares de inicio de la transcripcion, situados
aproximadamente 110 pb. (Iniciol) y 137 pb. (Inicio2) delante del codon de iniciacion
(4.979 y 4.952 respectivamente, Anexo3). No se encontré ninguna secuencia consenso de
iniciacion (YYANWYY) en estos lugares de iniciacion. El sitio Iniciol corresponde
aproximadamente al lugar de iniciacion identificado en raton por McPherron y col., 1997.

La secuenciacion de los productos de PCR obtenidos por la técnica de RACE3’
identifico 4 posibles lugares de poliadenilacion (LP: Lugar de Poliadenilacion) situados a
612 pb. (LP4), 959 pb. (LP3), 1.438 pb. (LP2) y 1.509 pb. (LP1) a partir del codon stop
(10.681-7, 11.028-9, 11.507-10 y 11.578-11.582 respectivamente, Anexo3). El tamafio de
los productos PCR encgja con la secuencia del ADN gendmico, lo que indica que no
existen fendmenos de procesamiento adicionales en el extremo 3’ no traducido. Resultd
imposible determinar e lugar exacto de terminacion del ARN mensgjero, debido a la
presencia de adeninas en la secuencia. Por giemplo, en los fragmentos correspondientes a
LP1, lamitad de ellos contienen una citosina en el limite entre el ADN y la cola poli-(A),
1.511 pb. después del coddon stop. Lo mas probable es que sea debido a un ma
acoplamiento del oligo poli-(T) usado en € protocolo para la sintesis del ADN codificante,
a causa de las adeninas presentes en la secuencia.

Lasefial de poliadenilaciéon AAUAAA precede en 19y 17 pb. respectivamente a los
dos lugares de poliadenilacion LP2 y LP3 , y la sefid AUUAAA d LP1 en 23 pb. Sin
embargo no se encuentra una sefid de este tipo delante del lugar de poliadenilacion LPA4.
Ademés este lugar esta precedido de una serie de 6 adeninas, por o que puede deberse a un
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fallo de acoplamiento del oligonucledtido y que no se trate de un verdadero lugar de
poliadenilacion (Anexo3).

De los tres lugares identificados € de mayor intensidad relativa visto en un gel de
agarosa, es e de mayor tamafio (LPL), lo cua indica que debe ser e ARN mensgero de
mayor tamafio, e més abundante en musculo esquelético. Este lugar se sitla en un zona
conservada con la secuencia del raton, donde también se sitla € lugar de fina de la
transcripcion en ratén (Luc Grobet, comunicacion personal; Figura 38). Esta prediccién
concuerda con €l tamafio del ARN mensgjero de la miostatina estimado por Northern blott
en musculo esquelético (Kambadur y col.,1997).

- Figura 38. Comparacion entre las secuencias de la miostatina de ratén y bovina
en laregion circundante a LP1 bovino.

LP2
11442 TATATTTACTACTATTTTGTAAATCAGCGAT GITAATCA TTGTACTTATGATTAAGT GAAATT

R N e e s R e R e L A
10412 TTTATTTACTTCAGITTTATAAATTGGAACTTTGITTATCAAATGTATTGTACTCATAGCTAAATGAAATT

LP1
11513 ATTTCTTACAT CCAATGTGTAGAAACAATTTAAGTTAT GTGTTTTCACCTTTTTTGAAAGACAACA
RN |||||I||||||I| ------- ||- ||||||||||||||||||I|||||
10483 ATTTCTTACATAAAAATGTGTAGAAACTA ... ... AN GTGITTTCA. CATTTTTGAAAGGCA
LP1- raton

- En azul la secuencia de la miostatina bovina, y en rojo la miostatina de ratén. En verde oscuro se
sefiala las bases que pueden ser el final de la transcripcion, y en verde maés claro los lugares de
poliadenilacion que las preceden.

2.2 Estudio del Promotor .

El promotor es la minima secuencia en laregion 5 del inicio de la transcripcién de
un gen, que es capaz de iniciar la transcripcion. EI promotor minimo se compone como
media de unos 100 pb. y contiene € inicio, o inicios, de la transcripcién. En laregion 5 del
inicio de la transcripcion se puede encontrar una zona rica en AT, conocida como TATA-
box. En algunos genes € inicio de la transcripcion incluye un elemento Inr, definido como
un elemento que circunda el punto de inicio de la transcripcién y donde se unen factores de
regulacion. De acuerdo con esto, el promotor puede ser:

- compuesto, s incluye una TATA-box y un Inr;
- dirigido, s incluye uno de los dos,
- nulo: s no tiene ninguno.

La mayoria de los genes de clase Il, contienen promotores TATA-dirigidos y un
nimero menor contienen promotores Inr-dirigidos. Los promotores nulos, a menudo tienen
varios puntos diferentes de inicio de la transcripcion, 1o que sugiere un inicio de la
transcripcion impreciso (Leey Y oung, 2000).
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Para caracterizar € promotor del gen de la miostatina se alinearon las secuencias
bovinay de ratdn, localizadas inmediatamente en 5’ del inicio de transcripcién identificado
(Figura 39).

- Figura 39. Alineamiento en laregion del promotor, y localizacion de la TATA-box
y CAAT-box.

CAAT- Box TATA- Box
4862. ATTCATTGTGGAGCAAGA ACAGATCCCGACGACACTTGTCTCATCAAAGT TGEAA AGC

----- III|IIIIII|IIIIII II|IIIIIIII|IIIIIIII||IIIIII||III [1]
4013. ATTCATTGI GGAGCA ATAGATCCTGACGACA GITGAA AGC

Inicio2 Iniciol
4933. CACTTGGAATACAGTATAAAAGAT TCACT GGT GTGGCAAGT TGTCT CTCAGACT GBGCAGGCATTAACGTTT
----- AR R R R A N N N I e e
4086. CACTTGGAATACAGT ATACAGGACTCOCT GECGT GECAGGT TGTCTCTCGGACGGTACATGCACTAATATTT
NCRACE McPher ron

- En azul la secuencia del promotor minimo de la miostatina bovina, y en rojo, el promotor de la
miostatina de ratén. Las cajas TATA-box y CAAT box (en verde) se localizan en regiones con una
gran homologia de secuencias..

El promotor de la miostatina es un promotor dirigido por una TATA-box, Situada a
—21 pb del punto de inicio2 de la transcripcion (4.925-4.931, Anexo3). Ademas contiene
una CAAT-box a—-65 pb. del punto de inicio2 (4.881-4.887, Anexo3), situadas en una
region con una ata homologia de secuencias. En una region de unos 80 pb se encontraron
los dos posibles lugares de inicio de la transcripcion, una TATA-box y una CAAT-box, con
lo que todo hace indicar que se esta frente al promotor de la miostatina. Ademas esta region
ha sido identificada como un segmento de secuencia atamente conservado (Zona
Conservadal; Figura 36).

3 Estudio de la proteina.

El codon de iniciacion de las proteinas eucariotas es AUG. El codon de iniciacion
de la miostatina fue e primero que se encontré en la secuencia después del inicio de la
transcripcion. El contexto de este codon AUG no coincide con el contexto optimo de K ozak
(GCCACCatgG), pero si con un contexto adecuado (RNNatgY), donde R esuna purinae Y
es una pirimidina (Kozak, 1996). En € caso de la miostatina bovina se encontré una
secuencia ACCatgC (nucledtidos 5084-5090, Anexo3). Ademas utilizando este inicio se
obtenia un marco de lectura abierta que traducido, formaba una proteina con las
caracteristicas bésicas de la familia de factores de crecimiento TGF-b. Todo esto hace
pensar que & codon identificado es e verdadero codon de inicio de la traduccion.

Basandose en el andlisis de la secuencia aminoacidica formada a partir del codon
AUG predeterminado, se constatd que la miostatina codificaba para una proteina con las
caracteristicas tipicas de un miembro de la familia TGF-b. Estaba formada por un péptido
sefia, un péptido latente, y un dominio carboxi-terminal caracterizado por la existencia de
nueve residuos cisteina, tedricamente involucrados en la formacion de puentes disulfuro
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intra- e intercatenarios. Teniendo en cuenta € resto de miembros de la familia TGF-b y por
analogia con éstos, se supuso que la miostatina se sintetizaba como una preproproteina, que
era procesada proteoliticamente, para dejar libres las moléculas bioactivas, que formaran
dimeros del dominio carboxi-terminal, unidos por puentes disulfuro (Massague, 1992;
McPherron y Lee, 1996).

Tras andizar la secuencia de la proteina con € método de von Heijne (1987), se
encontré un residuo de 23 aminoécidos, que formaban € péptido sefid, inmediatamente
después del primer residuo metionina (MQKLQISVYIYLFMLIVAGPVDL, aminoéacidos
1-23). En d péptido latente se encontraron 2 posibles lugares de N-glicosilacion (NTT, 47-
49; NIS, 71-73), 4 resduos cisteina en las posiciones 39-42-137-138, y una diana de
proteolisis (RSRR, aminoacidos 263 a 266) que liberaba e fragmento carboxi-terminal
bioactivo. Dentro de este fragmento carboxiterminal se encontraron nueve residuos de
cisteina (272-281-282-309-313-339-340-372-374) y uno de glicina (311) localizados en las
posiciones tipicas conservadas de los miembros de lafamilia TGF-b. Ademés en € péptido
latente los cuatro residuos de cisteina localizados, podrian estar relacionados con puentes
disulfuro intra- o intermoleculares (ver Anexo3).

3.1 Estructura molecular de la miostatina.

La miostatina es una proteina que pertenece a la familia TGF-b, factores de
crecimiento que controlan la proliferacion y diferenciacion celular, modulando la sintesis
de matriz extracelular y la funcion biolégica de otros factores de crecimiento. Parece que
los TGF-b juegan un papel muy importante en la homeostasis de los tgidos y en la
respuesta inmunitaria.

Los miembros de lafamilia TGF-b se sintetizan como largas moléculas precursoras,
pre-pro-proteinas, con un péptido corto sefia, una zona aminotermina y la zona
carboxiterminal bioactiva. Su estructuratipica (McPherron y Lee, 1996) se caracteriza por:

- Un grupo de aminoacidos hidrofdbicos cerca del extremo N-termina que
funciona como sefid parala secrecion.

- Una forma precursora que es proteoliticamente procesada, liberando un
fragmento carboxiterminal bioactivo y otro aminoterminal. Al fragmento
aminotermina se le denomina péptido asociado latente p-LAP), y mientras
permanece unido, de forma no covalente, mantiene a TGF-b en un estado
latente.

- Unaregion carboxiterminal muy conservada entre los miembros de la familia,
que contiene 9 residuos de cisteina localizados en lugares caracteristicos. La
secuencia aminoacidica del  péptido bioactivo presenta un 70-80 % de
homologia entre los diferentes miembros de la familia, llegando hasta un 90 %
de identidad entre la miostatina y GDF-11 McPherron y col., 1999). En las
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diferentes especies la secuencia de aminoacidos de cada uno, es practicamente
idéntica.

- La molécula biocactiva esta formada por un dimero de fragmentos
carboxiterminales unidos por puentes disulfuro. En la mayoria de los casos esta
forma activa esta formada por homodimeros de la zona c-terminal, aunque
existen casos de heterodimeros entre diferentes miembros de la familia, que
presentan actividades bioldgicas distintas a aquellas de sus homodimeros
correspondientes.

Andizando la secuencia aminoacidica de la miostatina bovina usando e método de von
Heijne (1987) se encontrd un residuo de 23 aminoacidos que congtituye e péptido sefial
para la secrecién. En € péptido aminoterminal latente se encuentran dos posibles lugares de
N-glicosilacion, asi como 4 residuos cisteina, que probablemente puedan estar involucrados
en la formacion de puentes disulfuro, bien para la dimerizacién o bien para la unién a una
proteina latente. EI dominio carboxiterminal bioactivo de la miostatina contiene 112
aminoacidos, generados a partir del procesado proteolitico del fragmento N-terminal.
Dentro de este fragmento se encuentran 9 residuos de cisteina y uno de glicina en
posiciones conservadas. De ellos, 8 residuos de cisteina estén involucrados en la formacion
de puentes disulfuro intramoleculares , y solo uno en puentes disulfuro entre moléculas. En
la Figura 40 se muestra la estructura tipica de un miembro de la familia TGF-b.

El gen de la miostatina bovina consta de 3 exones interrumpidos por dos intrones. El
monomero bioactivo de la miostatina esta totalmente codificado por €l ex6n 3. No hay
intrones que interrumpan la secuencia no traducida en 3'. Este esquema de organizacion es
el mismo en € resto de los miembros de la familia TGF-b (Gonzalez-Cadavid y col., 1998;
Gurony col, 1995).

- Figura 40. Estructura molecular de la miostatina bovina.

- @) Estructuralinea de la proteina
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- b) Estructura del homodimero de miostatina, supuesta por
analogia a los integrantes de la familia TGF-b.
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3.2 Mecanismo de accion biologica.

La miostatina se expresa fundamentalmente en misculo esquelético y se secreta en
plasma (Gonzaez-Cadavid y col., 1998). Probablemente actiia como un chalon, es decir
como una sefial secretada por la célula muscular esquelética que provoca un feed-back
negativo, directo (sefid paracrina) o indirecto en las células precursoras musculares,
gerciendo una regulacion de la masa muscular (Slack, 1997). Existen evidencias
preliminares de un incremento de las concentraciones de ARN mensgjero de miostatina
cuando se induce la diferenciacion miogénica en mioblastos C2C12 y de un efecto
inhibitorio de la miostatina recombinante en la proliferacion de mioblastos C2C12 no
diferenciados. Esto podria sustentar la hipétesis del efecto paracrino de feed-back negativo
de la miostatina (D. Poncelet, comunicacién personal). Ademas se ha descrito un efecto de
inhibicién de la proliferacion de mioblastos después de ser incubados con miostatina
exogena (Thomas'y col., 2000).

El mecanismo de accién general de la miostatina podria ser € siguiente: EI dimero de
miostatina (molécula bioactiva) se une a un receptor de membrana de la familia de los
receptores transmembrana serina-treonina kinasa que estd4 constitutivamente fosforilado
(receptor tipo I1). Esta unidn receptor-ligando (dimero de miostatina) recluta a otro receptor
de membrana, e receptor tipo I. La union al complgo del receptor tipo I, que esta
congtitutivamente defosforilado, provoca la defosforilacion del receptor tipo I,
fosforilacion y consecuente activacion del tipo |, desencadenando la respuesta intracelular,
encaminada a controlar el desarrollo muscular (Massague, 1992; Wrana y col., 1994). En la
Figura 41 se muestra este mecanismo de accion general.
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- Figura4l. Posible mecanismo de accién de la miostatina por
analogia a los integrantes de la familia TGF-b.
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Control del desarrollo muscular
- Massague (1992); Wranay col. (1994)

4 Estudio de las secuencias repetidas.

El genoma bovino, como € del resto de vertebrados, contiene una gran cantidad de

secuencias de ADN altamente repetitivo. Estas secuencias repetitivas se organizan en dos
grandes grupos:

- ADN repetido en tandem: Estas familias estén definidas por blogues de ADN
repetido en tandem. Dependiendo del tamafio de las unidades de las repeticiones, este ADN
no codificante atamente repetitivo se puede agrupar en tres sub-grupos. ADN satélite,
minisatélitesy microsatélites.

- ADN repetido y disperso: Las unidades de repeticion no se encuentran formando
grupos, y estén dispersas en numerosas localizaciones en € genoma. La mayoria de ellos
son capaces de llevar a cabo una retrotransposicion, es decir una transposicion a través de
un ARN intermediario. Estas secuencias dispersas se clasifican segiin su tamafio en largas o
LINE (Long Interspersed Repetitive Elements) (Di Noceray Sakaki, 1990; Martin, 1991), y
cortas 0 SINE (Short Interspersed Repetitive Elements) (Okada, 1991).

En bovino se han caracterizado tres familias principales de elementos SINE (Lenstra
y col., 1993; Jobse y col., 1995), denominados siguiendo la nomenclatura propuesta por
Lenstra, Bov-A2, Bov-tA, y Bov-B (Figura 42). Existe un segmento de 115 pb., conocido
como elemento A, que Si se encuentra acoplado a otro elemento A orientado en la misma
direccion y separados por un espaciado, congtituye € denominado Bov-A2 (secuencia
consenso X64126). Cuando este elemento A se encuentra asociado a un pseudogen tipo
ARNt, forma € llamado Bov-tA (X64124). El tercer tipo, Bov-B, esta formado por una
secuencia de unos 560 pb. parcialmente homologa al elemento A (X64125, nimeros de
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accesoen Lengtra 'y col., 1993). Estos elementos ocupan aproximadamente 1,8 % Bov-A2,
1,6 % Bov-tA y 0,5 % Bov-A2 en e genoma bovino(Lenstray col., 1993).

- Figura 42. Secuencias SINE bovinas.

Bov-A2 I : FI 1,8 %

Bov-tA 1,6 %

Bov-EEEIEEEE NN W (5%
I—'omolonga

M Repeticionesen tandem, microsatélite
M  Pseudogen ARNt

[ 1 Unidad Bov-A, 115 pb.
— 560 pb.

El andlisis de la secuencia completa de la miostatina bovina, en busca de
homologias con las secuencias almacenadas en Genbank y EMBL revel6 la presencia de
varios elementos repetitivos dispersos bovinos. Para describirlos se sigue la nomenclatura
propuesta por Lenstra 'y col. (1993). Casi todos €ellos conservaban una gran homologia con
las secuencias consenso de los elementos descritos, o que permitié caracterizarlos y
orientarlos facilmente. En laregion 3' del gen se encontraron dos el ementos SINE Bov-A2
y otros dos elementos SINE Bov-tA. Ademés se encontrd otro elemento repetitivo, que se
encuentra también en ovino, no caracterizado. En la region 5 del gen se encontré un
elemento SINE Bov-B, y un segmento de un retroelemento BDDF (Szemrgj y col., 1995).
Se encuentran, por tanto, 2 elementos Bov-A2 y Bovt-A, que son los mas abundantes, y
uno del tipo Bov-B, & menos frecuente de los tres. No se encontraron mas homologias,
excepto con las secuencias de miostatina de otras especies. La localizacion de estos
elementos asi como su orientacion puede verse en la Figura 43.

- Figura43. Localizacién de los elementos repetitivos en la secuencia de la
miostatina bovina

=
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5 Comparacion de las secuencias bovinay murina del gen de la miostatina.

Como se ha visto en € capitulo 3, cuando se comparan las dos secuencias se
observa una linea diagona que indica la similitud de las dos secuencias, que aparece a
partir de la base 1.300 de la secuencia bovina, Unicamente interrumpida después entre las
bases 12.330 y 15.850.

El inicio de la similitud coincide con los limites de un elemento repetitivo Bov-B en
la secuencia bovina. Ademés en 5 a este elemento SINE, se encuentra en la secuencia
bovina otro fragmento de un retroelemento BDDF. Esto parece indicar que € motivo de
esta falta de homologia entre las secuencias sea la presencia de una insercion, que incluye
estos 2 elementos repetitivos, en la secuencia bovina.

El otro lugar de ausencia de homologia entre las dos secuencias, probablemente se
trate de otro proceso de insercion en la secuencia bovina ocurrido durante la divergencia
entre las especies bovina y murina. En este fragmento de secuencia se encuentra en la
secuencia bovina la presencia de varios elemento repetitivos SINE, 1o que favorece la
hipétesis de un proceso de insercion mediado por retroelementos de un segmento
cromosomico de unos 3.500 pares de bases en la secuencia bovina.

6- Regulacién delatranscripcion del gen de la miostatina.

La miostatina se detecta en embriones de ratdn por primeravez ala edad de 9,5 dias
post-coitumen & miotomo de los somitos. En estados posteriores del desarrollo el ARN
mensgjero de la miostatina se detecta en un amplio grupo de musculos en desarrollo
(McPherron y col., 1997). En cerdos se detectan los mayores niveles de ARN mensgjero
de miostatina durante los Ultimos estadios de la gestacién, y disminuyen después del
nacimiento. En cualquier caso, la miostatina se detecta casi exclusivamente en misculo
esquelético adulto durante toda la vida, aunque también se detecta en tegjido adiposo.
Ademés se ha puesto de manifiesto la presencia de ARN mensgero de miostatina
después del nacimiento en misculo cardiaco y glandula mamaria (Ji y col., 1998). En
musculo esquel ético en fase de regeneracion e ARN mensgjero de miostatina se detecta
en las células mononucleadas de |a periferia de las fibras musculares.

Se han identificado varias regiones conservadas (Capitulo 3) en las secuencias
obtenidas de los genes de la miostatina bovina (Capitulo 2) y de raton (L. Grobet y V.
Marot, comunicacion persona), y se propone que € motivo por e cual esas regiones
estén conservadas es porque tienen alguna funcién en la regulacién de la transcripcion
del gen. De las regiones identificadas fuera del ADN codificante, una de é€llas,
localizada inmediatamente en 5’ del inicio de la transcripcién, corresponde a promotor
minimo. En ella se encontraron una caja TATA-box y una cgga CAAT-box (ver Figura
39).

Los mddulos reguladores especificos musculares normamente se localizan en la
region 5 del promotor, en €l primer intron y ocasionalmente en la region 3' del dltimo
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exon (Wasserman y Fickett, 1998). Las regiones identificadas en € gen de la miogtatina
selocalizan en 5 del promotor y en € tercio posterior del primer intrén, con lo que su
localizacion apunta a que tengan una funcion en la regulacion del gen. Sin embargo los
andlisis de regresion logistica para discriminar médulos reguladores de la expresion
especifica muscular no fueron capaces de identificar, dentro de las otras zonas en 5 y
primer intrén, ninguna region con un valor significativo como para ser considerada un
maodulo funcional (Wasserman, comunicacion personal).

En definitiva € andlisis de regresion logistica aplicado a las regiones conservadas
entre bovino y ratdn no ha evidenciado la existencia de ningin elemento regulador
muscul o-especifico. Sin embargo esto no esta en contradiccion con las caracteristicas de
expresion musculo especifica de la miostating, sino que puede ser la evidencia de la
existencia de médulos reguladores en cis alin no identificados, o que los elementos
tipicos de la expreson muscular se encuentran localizados fuera de las regiones
analizadas. En cualquier caso e andlisis de footprints filogenéticos ha puesto en
evidencia unas regiones candidatas, que mas adelante podrian ser caracterizadas por
andlisis funcionales in vivo, para demostrar su funcion bioldgica de regulacion de la
expresion del gen del miostatina. Fundamentalmente son dos los tipos de estrategias
gue se pueden llevar a cabo:

1. Eliminar las regiones con secuencias homdlogas y observar como se modifica, s
se modifica, la expresiéon del gen.
2. Anadlizar la actividad de esas regiones en model os transgénicos.

Existen individuos de fenotipo culén, donde el estudio de la secuencia codificante
de la miostatina no ha revelado la existencia de una mutacion que explique su fenotipo. En
ovejas de raza Texel, de fenotipo culdn, € andlisis de ligamiento indica la existencia de un
locus relacionado con la hipertrofia muscular de estos animales en desequilibrio de
ligamiento con los marcadores del cromosoma 2 bovino, indicando la posibilidad de que se
trate de la misotatina. Sin embargo en las secuencias codificantes del gen de la miostatina
ovina de individuos hipermusculados no se encontré evidencia alguna que pueda asociarse
a fenotipo (Marcq y col. 1998).

Parece complicado que exista otro gen relacionado con la hipertrofia muscular
situado en la misma regién. En consecuencia, la blsqueda de la explicacion del fenotipo de
estos animales podria estar en la presencia de mutaciones fuera de las secuencias
codificantes. Regiones importantes fuera de las codificantes son por gemplo las regiones
implicadas en el proceso de maduracion por corte y empalme éplicing), es decir en las
uniones intron/exon y las dianas de procesamiento. Miranday col., 2001, han revisado estas
regiones mediante protocolos de SSCP, y no han encontrado ninguna mutacion que pueda
ser relacionada con la presencia del fenotipo culon en estos animales.

Otras regiones importantes donde buscar la explicacion a los fenotipos anteriores
podrian ser los lugares de poliadenilacion, y las regiones identificadas como importantes en
laregulacion del gen de la miostatina en el transcurso de este trabajo.
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Conclusiones.

En esta memoria se han revisado los procedimientos que pueden utilizarse para
la identificacion de genes responsables de caracteres monogeénicos, utilizando como
gemplo el clonado posicional del gen responsable de la hipertrofia muscular bovina.
Ademés, se ha obtenido una secuencia de la miostatina bovina de 17.417 pb. que se ha
utilizado en un protocolo de secuenciacion comparativa con una secuencia de 15.000
pb. de raton para intentar identificar las posibles regiones reguladoras de la
transcripcion del gen de la miostatina.

Los objetivos principales de este trabgjo eran e clonado posicional del gen
responsable de la hipertrofia muscular bovinay una vez identificado el gen responsable
avanzar en e conocimiento de su secuenciay de laregulacién de su transcripcion.

L as conclusiones de este trabajo son:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

El locus mh, locdizado en la region BTA2g12, se sitla en un intervalo
cromosomico de 3 cM. flanqueado por los marcadores microsatélite Bulgel8
y Bulge20

Se han identificado en @ transcrito de la miostatina bovina dos posibles
lugares de inicio y tres posibles lugares de final de la transcripcion.

El promotor del gen de la miostatina es un promotor dirigido por una TATA-
box, situada a 21 pb del punto de inicio2 de la transcripcion. Ademéas
contiene una CAAT-box a—65 pb del punto de inicio2.

En el proceso de divergencia entre las especies bovina y murina se han
producido dos eventos de insercion mediada por retroelementos en la
secuencia bovina

Se han identificado 3 regiones, dos de ellasen laregion 5’ y unaen € intron
1, como posibles regiones importantes implicadas en la regulacion de la
transcripcion del gen de la miostatina.

No se ha evidenciado la existencia de ningln elemento regulador musculo-
especifico en ninguna de las tres regiones identificadas.
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Anexo 1- Soluciones utilizadas.

AHC (500ml.), medio cultivo liquido para levaduras.

Glucosa 10g.
Yeast Nitrogen Base 3,350.
Casein Hydrol Acid 50
Adenine Hemisulf (stock 0.5%) 2ml.
NaOH 2M 1ml.
H.O Hasta 1 |l.
* Autoclavar

Ampicilina, solucién stock.
50 mg./ml., disuelto en agua.

*Guardar a—20 °C.

Church solucién (1 1)

Tampon fosfato 1M, pH=7,2 500 ml.
SDS (en polvo) 70 0.
BSA, fraccion V (en polvo) 10g.
EDTA 500mM ., pH=8 2ml.
H,O UP hesta 1 1.

5,7 M. CsCl, tratado con DEPC.

Disolver CsCl en 0,1 M. EDTA, pH=8
Afadir 0,002 vol. DEPC, agitar 30’ y autoclavar.

Denhardt’s 100x, solucion

Bovine serum albumin 20.
Ficoll TM 400 20
Polyvinylpyrrolidona 20
H.O hasta 100 ml.

* Conservar a—20°C. hasta 3 meses.

107



Anexo 1

Desnatur alizacion, solucion

NaCl (1.5 M.) 87,66 g.
NaOH (0.5 M.) 20g.
H,0 hesta1l.

*Conservar atemperatura ambiente, hasta 3 meses.

EDTA 0,1M ., pH=8. Solucion (100 ml.)

EDTA .2 H,O 3,724.

Hzo 80 ml.

pH=8, con NaOH

H,O hasta 100 ml.

ETM, solucién (para 10 muestras)

EDTA 0,5M., pH=8 6,25 ml.
H20 25 ml.
TrisHCI 1M., pH=8 312,5m.
b-mercaptoetanol 125 ml.

*Se debe preparar en e momento.

FELB, (Formamida EDTA Loading Buffer), tampon de carga para muestras en
geles de acrilamida.

Formamida 10 ml.

Xilencianol 10 mg.
Azul de bromofenol 10 mg.
EDTA 0,5 M.(pH=8) 200 .

Hibridacion, solucién

Formamida desionizada 50 %
SSPE 5X
Denhart’s 5x

SDS 0,1%
ADN de esperma de salmon

desnaturalizado (10° a 100°C.) 100 ng./ml.
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IPTG (200mg./ml.), solucién

IPTG 1g.
H,0 UP

*Conservar a—20° C.

5ml.

| dilution buffer, tampdn para diluir y conservar fagos.

TrisHCl IM. pH=7,5
MgSOs, 7 H,0
H,0

* Autoclavar

LB, medio cultivo para bacterias.

Bactotryptona

Extracto de levadura
NaCl

H,O

pH= 7,0 con NaOH 5N.

10 ml.

20.

hasta 1.

10g.
50

10g.
hasta 1 1.

* Autoclavar y guardar a 4°C.

L B-agar, medio de cultivo solido para bacterias (1 1.)

Bactotryptona

Extracto de levadura
NaCl

Agar

H.O

pH= 7,0 con NaOH 5N.

* Autoclavar.

10g.
50

10g.
15¢.
hasta 1 1.

L B-agar-M gSO, (10 mM.), medio de cultivo sblido para bacterias

hospedadoras de fagos (1 1.).

Bactotryptona

Extracto de levadura
NaCl

MgSO4. 7 HO

Agar

H.O

pH= 7,0 con NaOH 5N.

10g.
50

10g.
2409.
15¢.
hasta 1 1.
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* Autoclavar.

L B-MgSO4 (10mM.), medio cultivo para bacterias hospedadoras de fagos.

Bactotryptona

Extracto de levadura
NaCl

MgSO4 7 H,O

H,O

pH= 7,0 con NaOH 5N.

10g.
50

10g.
2409.
hasta 1 1.

* Autoclavar y guardar a 4°C.

LB-MgSO4-Maltosa

Bactotryptona

Extracto de levadura
NaCl

MgSO4. 7 H,O
Maltosa

H.O

pH= 7,0 con NaOH 5N.

10g.
50.

10g.
244.
20.
hasta 1 1.

* Autoclavar y guardar a 4°C.

L B-soft top agar (*21.).

Bactotryptona

Extracto de levadura
NaCl

MgSO4. 7 HO
Agarosa

H.O

pH= 7,0 con NaOH 5N.

50
250
50
1249
3640.
hasta Y2 1.

* Autoclavar y mantener a50° C.

L DS, solucion (100ml.)

EDTA 0,5M., pH=8
Tris 1M, pH=8
H.O

20ml.
1ml.
hasta 100ml.

Afiadir Lithium Dodecyl Sulfate

*Se debe preparar en e momento.
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Lisis, solucion.

Tiocianato de Guanidina4M.
NaAc 0,1 M., pH=5,2
DEPC 0,1-0,2 %.
Autoclavar.
b-mercaptoetanol 2 %.

Neutr alizacion, solucion.

NaCl (1.5M.) 87,66 g.
Tris-HCI (0,5M.) 60,5g.
EDTA (0,001M.) 0,37g.
H.O hesta 1 1.

pH=7,5 con HCI concentrado.

*Guardar a temperatura ambiente, hasta 3 meses.

NZY, medio cultivo bacterias hospedadoras de fagos.

NZ-amine 10g.
NaCl 50
Extracto de levadura 50.
MgSO4 7 H20 20

Hzo hasta 1l.

pH=7,5 con NaOH

* Autoclavar y guardar a4°C.

NZY -agar, medio cultivo solido bacterias hospedadoras de fagos.

NZ-amine 10g.
NaCl 50
Extracto de levadura 50
MgSO4 7 H,0 249
Agar 150
Hzo hasta 1l.
pH=7,5 con NaOH
* Autoclavar.

NZY -soft agar
NZ-amine 10g.
NaCl 50
Extracto de levadura 50
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Anexo 1

MgSO4 7 H20O 20
Agarosa 7240.
H.O hasta 1 1.

pH=7,5 con NaOH

* Autoclavar y mantener a 50°C.

SM buffer, tampon paradiluir y conservar fagos.

NaCl 58g.
MgSO, 7 H,O 29.
TrissHCI 1IM. , pH=7,5 50ml.
Solucion de gelatina 2% 5ml.
H.O hasta 1.

* Autoclavar

SSPE 20x, solucion

NaCl 1753 g.
NaH,PO4, H,0 276 9.
EDTA 0,5 M. 40 m.
H,0 hesta1l.

PH= 7,4 con NaOH

S.0.B., medio cultivo.

Bactotryptona 2049.
Extracto de levadura 50.
NaCl 05g.
KCl, 250mM. 10 ml.
H.O hasta 1 1.

pH= 7,5 con NaOH 5N.

* Autoclavar
Antes de usar afadir: MgCl 2M. (estéril) 5ml.

S.O.C., medio cultivo

S.O.C. + glucosa 1M. (estéril) 20 ml.
SPE, solucion
Sorbitol M.

NaH>PO4 1,6mM.
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NaHPO, 8,4mM.

EDTA 5SmM., pH=8

Spheroblasting, solucién (para 10 muestras)

SPE 1,2ml.

Zymolase img.

b-mercaptoetanol 50 micral.

*Se debe preparar en e momento.

SSC 20x, solucién (11.)

Tri-sodio citrato 88,23 g.

NaCl 175,32 g.
H.O hesta 1 1.
pHentre7y 8

Tampon Fosfato, solucion (11.)

NaHPO, anhidro 1429

Disolver en 800 ml. H,O

Ajustar el pH a 7,2 con écido fosférico concentrado

Hzo hasta 1.

Tampon de hibridacion, utilizado en protocolos de Primer Extension (1 ml.).

PIPES

EDTA

NaCl

Formamida desionizada
H,O DEPC.

T10E1, pH=8, solucion (100 ml.)
TrisHCl 1M pH=8

EDTA 100mM. pH=8
H.O

* Autoclavar y guardar a temperatura ambiente.

TBE 10x, solucién (1 1.)

TrisBase

0,5M.
0,5M.
5M.

80 %
hastal ml.

10 ml.
10 ml.
hastall.

109 g.
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Acido boérico 55g.
EDTA 0,5M., pH=8,0 40 ml.
H,O hasta 1 1.

TrisHCI 1M pH=8, solucion (11.)

Tris-base 1211 ¢.
H,O 800 ml.
pH=8 con HCI 32% > 60 ml.
H,O hesta 11.

* Autoclavar y mantener atemperatura ambiente.

X-Gal (20mg./ml.), solucion en Dimetyl-formamida

X-Gal 100 mg.
Dimetyl-formamida 5 ml.

*Conservar a—20° C.
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Anexo 2- Marcador es de tamario de ADN.
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Anexo 3. Secuencias dela miostatina bovina.

En negro secuencias no trascritas. En azul las secuencias de los exones no traducidas a proteinas. En rojo la secuencia traducida, y su traduccion en
proteinas Subrayado el péptido sefial y el lugar de procesado proteolitico, ademas de losresiduos Cisteina conservados en lafamilia TGF-b. Y los lugares
de N-glicosilacionde la proteina. En verde las regiones CAAT-box y la TATA-box, los limites de los intrones GT-AG, y lugares de poliadenilacion En

azul claro las zonas dianas del procesamiento o maduracion de los intrones.

a) Regién del promotor y exénl.

CAAT- Box TATA- Box I ni ci 02 McPher ron Iniciol

... . 4857. GCGAGATTCATTGI GGAGCAAGAGCCAAT CACAGATCCCGACGACACT TGTCTCATCAAAGT TGAAT ATAAAAAGCCACT TGGAATACAGT ATAAAAGAT TCACTGGT GTGECAAGT TGT CTCTCAGACTGEECAGCCATTAACGT TTG

Pépti do sefal
M QKL OQOI SVYI YL FMLI VAGPVDL
. 5007. GCTT GECGT TACTCAAAAGCAAAAGAAAAGT AAAAGGAAAAAGT AAGAACAAGCGAAAAGAT TGTATTGA. TTTTAAAACCATGCAAAAACT CCAAATCTCTGT TTATATTTACCTATTTATGCTGATTGT TGCTGGECCCAGIGGATCTG

N dyc N-dyc
NENSEQKENVEKEGLI CNACLWRENDNTTSSRLEAI KI QI L SKULRLETAPNI S
. 5156. AATGAGAACAGCGAGCAGAAGGAAAAT GT GGAAAAAGAGBEECT GTGT AAT GCAT GT TTGT GGAGGGAAAACACT ACAT CCTCAAGACT AGAAGCCATAAAAAT CCAAAT CCTCAGT AAACT TCGCCT GGAAACAGCT CCTAACAT CACC

K bAl RQLL PKAPPLILIELI DQFDVQRDASSDS GSLIEDIDIDYHARTETVI TMPT
. 5306. AAAGATGCTATCAGACAACT TTTGOCCAAGGCTCCTCCACT CCTGGAACTGATTGATCAGT TCGAT GT CCAGAGAGAT GCCAGCAGT GACGGECT CCT TGGAAGACGAT GACT ACCACGCCAGGACGGAAACGGT CATTACCAT GOCCACG

. 5456. GAGT GIGAGTAGT CCTGCTGGT GCAAAGCAACGACT CTGCTGACTGCTGT TCTAGT GT TCATGAAAAACCGATCTATTTTCAGGECTCTTT TAACAAGCTGCTGECT TGTAT GTAAGGAGGAGGEEGAAAGACCTTTTTT. . . . .. CAAGAT

b) Exo6n 2.

. 7086. TAAAAGATTCTGAAAAGCTGTAATAACTGI TATACTTGATAT. . . TTTGCTGITATGAATGAAATGCTACATATTTTTCCATTTTAAAAGACTAAATATGCACACATTATTCCAATTAAAAAATGI TCATAGA T T CATATGEAGGTGITC

S DLLTOQVEG GK®PIKCCFZFIKFSSKI QYNIKLVKAOQLW
. 7233. GITTG CATAAAAATGATCTTAGTAAC CTTATTCATTTAT ACCTGATCT TCTAACGCAAGT GGAAGGAAAACCCAAATGT TGCTTCT TTAAAT TTAGCTCTAAGATACAATACAATAAACTAGT AAAGECCCAACTGT G

Il Yy L RPVKTPATVFVQI LRLI KPMKDSGTARYT GI RSLIKLIDMNPG GTG GI WQSI D
. 7383. GATATATCT GAGECCT GTCAAGACT CCTGCGACAGT GT TTGT GCAAAT CCT GAGACT CATCAAACCCAT GAAAGACGGT ACAAGGTATACT GGAAT CCGATCTCT GAAACT TGACAT GAACCCAGECACT GGTATTTGECAGAGCATTGA

vV K TVLQNWLKQPESNLGI EI KALDENGHTDLAVTUFZPEUPGETDGIL
. 7533. TGTGAAGACAGT GT TGCAGAACT GECTCAAACAACCT GAATCCAACT TAGCCAT TGAAAT CAAAGCT TTAGAT GAGAAT GBCCATGATCT TGCT GTAACCT TCCCAGAACCAGGAGAAGAT GGACT GGT AAGTGATTACTGAAAATAACA
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c) Ex6n 3.

. 9647.

. 9797.

. 9947,

.10097.

.10247.

. 10384.

.10527.

. 10677.

.10822.

. 10966.

.11115.

. 11264.

. 11412,

. 11561.

Lugar de procesado proteolitico
T PFLEVKVYTDTWPIKRSRRDFSGLDZ CDEMHZ STES SR RZCCRY
AGTGITTTGGGATCTATTA ACTCTTCTTTCCTTTCCATACACGACTCCTTTTTTAGAAGT CAAGGTAACAGACACACCAAAAAGATCTAGGAGAGATTTTGEECTTGAT TGT GATGAACACT CCACAGAATCTCGATGCTGTCGT TAC

P L TVDFEAFGWDWI I APKRYKANY CSGETCEFVFLQKYPHTMHLVHOQANZPRSEG
CCTCTAACTGTGGATTTTGAAGCT TTTGGATGEGAT TGGATTAT TGCACCT AAAAGAT AT AAGECCAAT TACT GCTCTGGAGAATGTGAAT TTGTATTTTTGCAAAAGTATCCT CATACCCATCT TGT GCACCAAGCAAACCCCAGAGGT

S AGPCCTPTIKMSPI NMLYFNGEGOQI I YGKI PAMVYVDRZCGTCS*

TCAGOOGECCOCTGCTGTACTCCTACAAAGATGTCTCCAATTAATATGCTATAT TTTAATGEOGAAGGACAAATAATAT ACGGEGAAGAT TCCAGCCATGGTAGT AGATCGCT GTGEGT GT TCATGAGGTCTATATTTGGT TCATAGCTTC
CTCAAACATGGAAGGT CTTOOOCT CAACAAT TTTGAAACT GTGAAAT TATGTACCACAGGCTATAAGOCT AGAGT ATGCTACAGT CACT TAAGCACAAGCTACAGT ATATGAGCT AAAAAGAGAGAATATATGCAATGGT TGGCAT TTAA
CCATCCAAACAAATCGTATAATAAAAAGT TTTATGATTTCCAGAGT TTTTGAACTA. . . GGAGATCAAATTCCATTTATGTTGAAATAT. . ... ... .. ATTACAACACATGCAGGTGAATGAAAGCAATTCTCCTTGTCTTCTGGTGAA
TTAAAGGAGTATCCTTTAAA . . . . .. ATCTATTTCTCTACAGT TTCACT TAATATTTACAGAAAAAT CTATATGTAGTATTGGTAAAATGCAGT ATTGT TATATACCAT TATTTGAAACATCCT TAAACACT TGAATTTATATTGTATG
ATAGCATACT TGGTAAGAT GAGAT TCCACAAAGT AGGGAT GGCACACCAT ACGCAGGT TACCAT TCCTATACT GATTGATACAGT ACAT TAACAGT TTTTGCCAATGGTGCTAATACAAT AGGCT GAATGGCT GATGT TATCAGGT TTAT
OAAGCAIAZ;AAOATTOA%AAAGTAATAAG]TTCTOCI‘ITCTTOAGGTC{‘ATTTTCACACTCCTCOCTA . TGGGCAATGGATGT TCTATAAAGAAAGAAAACTC. ATTTTCCTAGAGGTCTACATTCAAT. . TCTGTAGCATACTTGGA
GAAGCTGC . . . ATTGAAAAGGCAGTCAAAAAGTATTCA. . TTTTGGTCAAAATTTCAAAATTATAGOCTGOCT TTGCAATACT GCAGCT TTTAGGATGAAAT AAT GGAAATGACT GATTCTATCAATAT TGTATAAAAAGAT TTTGAAA

LP3
TAGITGCATTTATATAATATGTATACAATATTGT TTTGTAAATAAATGTCTCCTTTTTTATTTACTTTGGTATATTTTTACAGTAAGGACAT TTCAAATTAAGT AT TAAGGCACAAAGACATGT CATGTAGGACATAAAA. GCAAAAGCT

TATATTTTGGAGCAAATTAGT TGAT TAAATAGT GGTCTTAAAACT CCATATGCTAATGGT TAGATGGT TATATTACAATCATTTTATAT. TTTTTTACATTATTAGCATTCACTTATGGATTCATGATGECTGTATAATGT GAATGTGAA

ATTTCAATGGI TTACTGICATTGTATTCAAATCTCAACGT TCCATTATTTTAATACT TATAAATATTAAGCATACCAAAATGATTTAACTCTATTATCTGAAATCAGAATAATAAACTGATGATATCTTACAAATTGI TA. . ATTTTATT
LP2
TTATAATTTGATAATGAATATATTTCTGCATATATTTACTACTA GIAAATCAGEA GITAATCAAATAAATTGTACTTATGATTAAGTGAAATTATTTCTTACAT. CCAATGTGTAGAAACAATTTAAGI TAT ATTAAAGIGT
LP1
TTTCACCTTTTTTGAAAGACAACAGT TTCATGT TATAATGATTAACTCTAGATTTCT. GGTTTCCACTTTATTATAAAAGTTT. . . AATGACTGAGCACAAAAGT TTGGT TTAGAAATTTTAGGTCTGCTACTCTAGI TTCTCATGAGT G
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Anexo 4

Anexo 4- Publicaciones mas r elevantes.

- L. Grobet, L.J. Royo, D. Poncelet, D. Pirottin, B. Brouwers, J. Riquet, A. Schoberlein,
S. Dunner, F. Menissier, J. Massabanda, R. Fries, R. Hanset, M. Georges (1997). A
deletion in the bovine myostatin gene caused the double-muscled phenotype in cattle.
Nature Genetics, 17: 71-74.

- L. Grobet, D. Poncelet, L.J. Royo, B. Brouwers, D. Pirottin, C. Michaux, F.
Menissier, M. Zanotti, S. Dunner, M. Georges (1998). Molecular definition of an allelic
series of mutations disrupting the myostatin function and causing double muscled in
cattle. Mammalian Genome, 9: 210-213.

- D. Pirottin, D. Poncelet, L. Grobet, L.J. Royo, B. Brouwers, J. Masabanda, H. Takeda,
R. Fries, K. Sugimoto, J.E. Womack, S. Dunner, & M. Georges (1999). High resolution
human-bovine comparative mapping based on aclosed Y AC contig spanning the bovine
mh locus. Mammalian Genome, 10, 289-293.
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A deletion in the bovine myostatin gene causes the
double-muscled phenotype in cattle

Luc Grobet!, Luis José Royo Martin?, Dominique Poncelet', Dimitri Pirottin | Benoit Brouwers!,
Juliette Riquet!, Andreina Schoeberlein!, Susana Dunner?, Francois Ménissier?, Julio Massabanda®,

Ruedi Fries?, Roger Hanset! & Michel Georges!

An exceptional muscle development commonly referred to as
‘double-muscled’ (Fig. 1) has been seen in several cattle breeds
and has attracted considerable attention from beef producers.
Double-muscled animals are characterized by an increase in
muscle mass of about 20%, due to general skeletal-muscle
hyperplasia—that is, an increase in the number of muscle fibers
rather than in their individual diameter’. Although the hereditary
nature of the double-muscled condition was recognized early on,
the precise mode of inheritance has remained controversial;
monogenic (dominant and recessive), oligogenic and polygenic
models have been proposed?. In the Belgian Blue cattle breed
(BBCB)*, segregation analysis performed both in experimental
crosses> and in the outbred population suggested an autosomal
recessive inheritance. This was confirmed when the muscular
hypertrophy (mh) locus was mapped 3.1 cM from microsatellite
TGLA44 on the centromeric end of bovine chromosome 2 (ref. 5).
We used a positional candidate approach to demonstrate that a
mutation in bovine MSTN, which encodes myostatin, a member
of the TGF[} superfamily, is responsible for the double-muscled
phenotype. We report an 11-bp deletion in the coding sequence
for the bioactive carboxy-terminal domain of the protein causing
the muscular hypertrophy observed in Belgian Blue cattle.

Previous work has shown that the pro-a(Ill) collagen gene
(Col3AI) is located in the same chromosomal region as the mh locus.
Col3AI has been mapped to BTA2q12-22 by i situ hybridization®,
while a Col3AI RFLP marker was shown to be closely linked to
TGLA44 (6=2%)". This identifies the region flanking Col3AI on
the human map—HSA2q31-33—as the likely orthologous human
chromosome segment, which is compatible with Zoo-FISH data®
and mapping of type-I markers on somatic cell hybrids®.

To refine the correspondence between the HSA2q31-33 and
BTA2q12-22 maps, we developed comparative anchored tagged
sequences (CATS)—primer pairs that would amplify an STS from
the orthologous gene in different species”—for a series of genes
flanking Col3A T on the human map and for which sequence infor-
mation was available in more

T

Fig. 1 Double-muscled Belgian Blue animal homozygous for the nt827del(717)
deletion in the myostatin gene.

YAC library (A. Schoeberlein, manuscript in preparation). We
explored potential overlap between YACs obtained with this panel
of STSs on the basis of common STS content, as well as cross-
hybridization between individual SINE-PCR product. This analy-
sis revealed three independent YAC contigs in the region of interest
(Fig. 2): 1) contig A, containing microsatellites TGLA44, BM81124
and INPPI; i1) contig B, containing Col3AI and Col5A2; and iii)
contig C, containing microsatellite markers BM3627, ILSTS026,
INRA40 and TFPI. We isolated new polymorphic microsatellite
markers from contig B (BULGE20), as well as contig A
(BULGE23), in order to increase the local information content,
We genotyped a previously described experimental backcross pop-
ulation® !, and used all available genotypes to construct a link-
age map with the ILINK program. We obtained the following most
likely order and sex-averaged recombination rates between adja-

than one mammal. In addition
to Col3AI, CATS were obtained
for Col5A2, INPPI, TFPI, TTN,

Table 1 » Distribution of nt821(del/71) mutation in different cattle breeds

CHN, GAD1, CTLA4and CD28. Breed Phenotype Genotype

We used these CATS, as well as o +Int821(del11) nt821(del11)int821(del11)
all microsatellite markers avail-

able for proximal BTA2— Belgian Blue DM - _ 104

TGLA44, BM81124, BM3627, Mﬁif:ji ! gm i 5 5_2

“‘f’ 5026, INRA40 and  yoictein-Friesian Normal 100 s =

TGLA431 (ref. 10)—to screen a Jersey Normal 96 = ”

six-genome equivalent bovine

| Department of Genetics, Faculty of Veterinary Medicine, University of Liége (B43), 20 Bd de Colonster, 4000 Liége, Belgium. “Laboratorio de Genética, Dpto. de
Producion Animal, Universidad Complutense, 28040 Madrid, Spain. *Station de Génétique Quantitative et Appliquée, LN.R.A., 78352 Jouy-en-Josas, France.
“Technische Universitiit Mitnchen, D-85350 Freising-Weihenstephan, Germany. Correspondence should be addressed to M. G. e-mail: michel@stat.frmv.ulg.ac.be
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tified a tentative human consensus
(THC) cluster in the Unigene database
representing three ¢cDNA clones

(221299, 300367, 308202) and six EST
sequences (H92027, H92028, N8(248,
N95327, W07375, W24782). The cor-
responding THC covered 1,296 bp of
human cDNA, showing a homology
of 78.1% with murine myostatin when
averaged over the entire sequence and
91.1% when only the translated parts
of the human and murine genes
(566 bp) were considered. This THC
therefore clearly corresponded to the

'| human orthologue of the murine
myostatin gene. We designed primers
to amplify a 272-bp fragment from the

"} . -
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A TOLA% A 4 (Boen !

H second exon of the human myostatin
gene (MSTN) and to genotype the
Genebridge-4 radiation hybrid
panel!?, We placed MSTN on the
Whitehead/MIT framework radiation
hybrid map, at position 948.7 cR of the

HSA2 map with an associated lod
score greater than 3. Closer examina-
tion of the MSTN segregation vector
and comparison with the vectors from
all markers located in that region
showed it to be identical to EST
5GC38239, placed on the White-
head/MIT radiation hybrid map!? at

L
-.-" ThL

: Contig B

- D425 R

E UG GR

position 946.8 cR of HSA2. This places
MSTN in the interval between Col3Al
(EST WI16343-942.5 ¢R) and INPP!

Tel

Col3AL
(WIL6343)

HSA2

Fig. 2 Summary of genetic, physical and comparative mapping data around the bovine mb locus. A multipoint
lod-score curve obtained for the mh locus with respect to the microsatellite marker map is shown. Markers that
were not informative in our pedigree are shown between brackets; their map position is inferred from pub-
lished mapping data. Markers and the YACs from which they were isolated are connected by arrows. The RH
map of the relevant section of human HSA2 is shown, with the relative position in cR of the ESTs used in this
work. Stippled lines connect microsatellite and type | markers with their respective positive YACs. YACs showing

cross-hybridizing SINE-PCR products are connected by the red boxes,

cent markers: [TGLA44-(0%)-BULGE23]-(6,1%)-BULGE20-
(1,69)-1LSTS026-(2.3%)-INRA40-7,1%)-TGLA431. The posi-
tion of BULGE20 between TGLA44 and ILSTS026 confirmed the
order of the three contigs, which had been predicted from available
human mapping data (Fig. 2).

The nithlocus was placed on this new marker map by multipoint
linkage analysis, yielding a lod-score curve (Fig. 2) and position-
ing the mhlocus in the TGLA44-BULGE20 interval, with an asso-
ciated maximum lod score of 26.4. Given the relative position of
these microsatellite markers with respect to INPPI and Col3AI, as
deduced from the integration of the human and bovine map, these
results indicated that the mh gene was likely to be located in a chro-
mosome segment bounded by INPPI and Col3AL

Recently, McPherron ef al.'' demonstrated that mice homozy-
gous for a knockout deletion of Mstn (formerly called Gdf8), encod-
ing myostatin, were characterized by a general increase in
skeletal-muscle mass, similar to the bovine double-muscled phe-
notype. Using the published murine Mstn cDNA sequence, we iden-

12

TFPL
(SGCIZNT)

(EST L08488-950.2-951.2 cR; Fig. 2),
making bovine MSTV a very strong
positional candidate for the mh gene.

To test whether myostatin is associ-
ated with the double-muscled pheno-
type in cattle, we designed primer
pairs based on the available mouse and
human sequences, aiming for RT-PCR
amplification of the entire coding
sequence from bovine cDNA, We
identified two primer pairs that jointly
amplified the entire coding sequence
as well as 76 bp and 83 bp of 5" and 3’
untranslated sequence, respectively, in two overlapping DNA frag-
ments of 753 (primers GDF8.27-GDF8.12) and 724 bp (primers
GDE8.11-GDF8.21) long. We successfully amplified the expected
DNA products from cIDNA generated from skeletal muscle of both
a wild-type (homozygous +/+) and a double-muscled (homozy-
gous mth/mh) animal, and sequenced them on both strands.

The nucleotide sequence of the wild-type allele shows 89.1%
identity with the mouse Mstn coding sequence over a 1,128-bp
overlap. The predicted protein shows 92.5% identity in a 375-
amino-acid overlap with mouse myostatin. As expected for a
member of the TGFfS superfamily, the bovine myostatin gene is
characterized by a proteolytic processing site thought to mediate
cleavage of the bioactive carboxy-terminal domain from the longer
N-terminal fragment, and by nine cysteine residues separated by
a characteristic spacing and believed to be involved in intra- and
inter-molecular disulphide bridges!?.

The nucleotide sequence obtained from the i allele was identi-
cal to the wild-type allele, except for an 11-bp deletion in nucleotides
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Table 2 = Primer pairs for PCR amplification

INPP1
COL3AT
COL5AZ2
TFPI
TTN
CHN
GAD1
CTLAS
CD28

TGLA44
BULGEZ/
BULGEZ3
BME1124
BULGEZ8
BULGEZ0
BM3627
IL5T5026
INRAAD

MSTN
M5STN

CATS
5-CAGCAAAGTCCTTAATGGTAACAAGC-3
5 —CCCCATATTATGGAGATGAACCG-3
5 -GCAAACTGGGYGGRAGCAAGACC-3
5 -AAGCCWGATTTCTGCTTYTTGGAAG-3
5 -GGTCGTCCTACACCAGAAG-3
5 -TCTCMAAAGTCGTCTGTGACAATC-3
5 -RCTGGTCCTCTTCACCTCAGAACS’
5 -AGGTYCGGGTGACDGTGCTKC-3’
5 - AGCTGCARGTATWCCTACAAYCT-3

5 -GGGTCACTGAAGAAAACGTCCTG-3

5 -AGTTCAGGATGGCAGAATTTCAG-3

5 -TTSTTCCTGGGCTTTTATTGAGAC3'

5 -TGCCMAGGCAHCCRCCRTACTTGAA-3"
5 -GGTTGACATTGTCAAGAACAAG-3

5 -TGYTCRTTTTCTTTCAGAGTTGC-3"
5-ACATTGTCVGTTCCAAAGCCAAG-3'

5 -TGGRTACATGAGYTCCACCTTGC-3

S —-GTYCCRTTGCTCYTCTCRTTGY (-3’

Microsatellite markers

S -AACTGTATATTGAGAGCCTACCATG-3

5 - CTACCTAACAGAATGATTTTGTAAG-3
5 -ACATTCTCTCACCAATATGACATAC- 3’

5 -GCTGTAAGAATCTTCATTAAGCACT-3'
5 -AGGCATACATCTGGAGAGAAACATG-3
5 -CAGCAGGTCTGTTGAAGTGTATCAG-3
5 -CAGTCCATGGCACCATAAAG-3’

5 -CTGAATTGGCTCCAAAGGCC-3

5 - TCAGTCTCCAGGAGAGAAAAC-3’

5 —CACACCTTAGCGACTAAACCACCA-Z’

5 -AGTGTTCTTGCCTAGAGAATCCCAG-3"
5 -TAAGTCACCATTACATCCTTAGAAC-3

5 —CCTGATACATGCTAAGGTTAAAAACS
5 —CAGAGGAGCCTAGCAGGCTACCGTC-3
5 -AGTGGTAGCATTCACAGGTAGCCAG-3’
5 -TCCGTTAGTACTGGCTAATTGC3'

5 -AAACAGAAGTCCAGGGCTGC-3"

5 -CTCTGCCCTGGGGATGATTG-3

Bovine myostatin primers

5—-TTTCACTTGGCATTACTCAAAAG-3’
5-ACAGTGTTITGTGCAAATCCTGAGAC-3"

5 -CAATGCCTAAGTTGGATTCAGGTTG-3’
S-ATACTCWAGGCCTAYAGCCTGTGGT-3

821-831 (counting from the initiation codon). This frameshifting
deletion, occurring after the first cysteine residue of the carboxy-
terminal domain, drastically disrupts the downstream amino-acid
sequence and reveals a premature stop-codon at codon 14 after the
deletion (Fig. 3). This mutation virtually eliminates the bioactive
part of the molecule and 1s therefore likely to be the cause of the
recessive double-muscled phenotype. Following conventional
nomenclature, this mutation will be referred to as nt821({dell1).
To support our theory that this mutation causes the double-mus-
cled condition, we designed primer pairs [lanking the deletion

Double-muscled

CTTGRTTGETGRCAGRATCTCL
811

T ntB21(deln) -

"\-‘_‘H """-._1_ -
=
L. M"){::j‘ e il
" i e

Sy _,..-'"-J -"'“-.. - g

B POTAGGAGAGA TTTTGGGOTT GATTGTGA TG AR CAC T C ACAGAA T O CGA TG e TG T T T ACCCTCTAACTG TGGA TT T TGAAGC T TTTGGAT

GUGATTGGATTATTOCACCTARAAGATATAAGGCCAATTACTGCTCTGRAGAATATGAATTTGTATITTIT GUAAAAGTATCUTCATACDCATE 30

Convantional

CITORITOTOATORAACRCICCACAORATCTC
811

r ! N |

| ﬂ II

(Fig. 3), and genotyped our experimental backcross population”,
Correspondence between phenotype and genotype was perfect for
the entire pedigree. All ten BBCB double-muscled sires were
homozygous for the nt821(del11) mutation and all 41 F1 females
were heterozygous, while the deletion segregated in the backcross
generation as predicted from the phenotypes of the backcross ani-
mals: all 53 double-muscled offspring were homozygous for the
mutation, and the remaining 55 normal animals were heterozygous.

To examine the distribution of the nt821(dell1) mutation in dif-
ferent populations, we genotyped a cohort of 196 normal animals
representing two dairy breeds
(Holstein-Friesian and Jersey)
and a cohort of 198 double-
muscled amimals representing
three beef breeds: BBCB, Asturi-
| ana and Maine-Anjou (Table 1).
| The role of the mh locus in

| 1

Fig. 3 a, Electropherograms obtained

by cycle sequencing of the myostatin
cDMA sequence from a double-mus-
cled and a normal animal, showing
the nt821del(11) deletion in the dou-
ble-muscled animal. The primers used
to amplify the fragment encompass-
ing the deletion from genomic DNA
are shown in green. b, Amino-acid
sequence of the murine

b {green), bovine normal
(black) and bovine
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BBCB® and Asturianal® was reported previously. Linkage analysis,
performed in Maine-Anjou pedigrees segregating for the double-
muscled phenotype, yielded a maximum lod score of 5.2 at 6.4%
recombination from TGLA44, clearly involving the same chromo-
somal region and probably the mh gene in this breed as well. All
196 dairy animals were homozygous for the wild-type allele. In
BBCB and Asturiana, all double-muscled animals were homozy-
gous for the nt821(dell1) deletion, demonstrating allelic homo-
geneity in these two breeds. In contrast, all double-muscled
Maine-Anjou were homozygous for the wild-type allele and did
not carry the nt821(del11) deletion. The most likely explanation
for this finding would be allelic heterogencity of the bovine myo-
statin gene. If confirmed, this would force re-evaluation of the pop-
ular hypothesis that a unique mutation was disseminated across
Europe with the once popular Shorthorn breed at the beginming
of the 19th century?. Allelic heterogeneity in the bovine myostatin
gene might also account for the conflicting genetic models pro-
posed for the inheritance of the trait in different breeds. As mem-
bers of the TGFP superfamily are known to act as dimers, dominant
negative mutations could account for the dominant inheritance
observed for the double-muscled condition in some breeds.

The identification of MSTN as the gene causing the double-
muscled phenotype will allow for the development of diagnostic
tests that will facilitate the selection for or against this trait in cat-
tle. It also paves the way towards manipulation of muscle devel-
opment in livestock by means of various approaches, including
immunomodulation and transgenesis. It would be interesting to
determine whether inactivation of MSTN after birth, using a Cre-
loxP system or related approach, might still lead to increased mus-
cle development. Moreover, the identification of the myostatin
gene as a key regulator of muscle development will permit study of
upstream and downstream factors (such as the myostatin receptor)
that might lead to the identification of other genes underlying
genetic variation for muscle development in livestock.

Methods

Genetic mapping. Genetic mapping was performed in a previously
described (Holstein-Friesian x Belgian Blue) x Belgian Blue experimental
backcross population with 108 informative offspring”. The pedigree mate-
rial available in Maine-Anjou was composed of five paternal half-sib pedi-
grees comprising a total of 42 double-muscled offspring rom five conven-
tional sires. Microsatellite genotyping was performed according to stan-
dard procedures'®, using the primer sequences reported in Table 2.
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Linkage analyses were performed with the MLINK, TLINK and LINKMAP
programs of LINKAGE (version 5.1; ref. 17) and FASTLINK {2.3P version,
June 1995; ref. 18) packages. Linkage analysis of the mh locus was per-
formed under a simple recessive model assuming full penctrance for
mh/mh individuals and zero penetrance for the two other genotypes.

Screening of the YAC library. The yeast artificial chromosome library was
screened by PCR a three-dimensional pooling scheme as previously
described!”. The primer pairs corresponding to the CATS used to screen the
library are reported in Table 2. Cross-hybridization between SINE-PCR
products of individual YACs was performed as described (using primers
reported in ref. 21)2. Microsatellites were isolated from YACs as described™”.

Mapping of the human myostatin gene. DNA from the Genebridge-4
panel'? was purchased from Research Genetics (Huntsville, AL) and geno-
typed by PCR according to standard procedures and the following primer
pair corresponding to the human myostatin gene sequence: 5-GGCC-
CAACTATGGATATATTTG-3" and 5-GGTCCTGGGAAGGTTAC-
AGCA-3". Mapping was performed with the WWW server of the
Whitchead Institute/MIT Center for Genome Research and their RH-map-
per program (Slonim, D, Stein, L., Kruglyak, L. & Lander, E., unpublished
data) to position the markers with respect to the framework map.
Segregation vectors of the query markers were compared with the vectors
from all markers in the region of interest in the complete Data Release 11.9
(May 1997) to obtain a more precise position.

RT-PCR. Total RNA was extracted from skeletal muscle (triceps brachialis)
as described®’. RT-PCR was performed with the Gene-Amp RNA PCR Kit
(Perkin Elmer) and the primers reported in Table 2. The PCR products
were purified with QiaQuick PCR Purification kit (Qragen) and sequenced
with Dye terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Perkin Elmer) and
an ABI373 automatic sequencer, using the primers reported in Table 2.
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Abstract. We have determined the entire myostatin coding se-The same chromosomal region was subsequently shown to accou
quence for 32 double-muscled cattle sampled from ten Europeafor the recessive inheritance of the double-muscling condition in a
cattle breeds. Seven DNA sequence polymorphisms were identleast two other breeds: Asturiana (Dunner et al. 1997) and Maine
fied, of which five would be predicted to disrupt the function of the Anjou (Grobet et al. unpublished). Its role in the determinism of
protein, one is a conservative amino acid substitution, and one double-muscling in other populations, however, remained to be
silent DNA sequence variant. Four additional DNA sequence poly-demonstrated.
morphisms were identified in myostatin intronic sequences. In all  Recently, it was shown that an 11-bp deletiot8R1(del11)) in
but two breeds, all double-muscled animals were either homozythe myostatin gene, resulting in a truncation of the bioactive car.
gous or compound heterozygotes for one of the five loss-ofboxyterminal domain of the protein, was causing double-muscling
function mutations. The absence of obvious loss-of-function mu-in BBB (Grobet et al. 1997). The samé821(dell]) mutation was
tations in the coding sequence of the two remaining breeds pointshown to be responsible for double-muscling in Asturiana as well
either towards additional mutations in unexplored segments of thén the Maine-Anjou breed, however, in which the involvement of
gene, or towards locus heterogeneity of double-muscling. the samemh locus was demonstrated by linkage analysis, the
nt821(del1l) deletion proved to be absent among double-musclec
animals (Grobet et al. 1997). This observation, therefore, pointe
) towards allelic heterogeneity for the myostatin gene. This pre-
Introduction sumption was confirmed with the recent identification of a distinct
cysteine to tyrosine substitution (C313Y) in double-muscled Pied:
The occurrence of individuals characterized by an inherited, exmontese animals (Kambadur et al. 1997).
ceptional muscularity—commonly referred to as double-  To further clarify the issue of locus and allelic heterogeneity of
muscling—has been reported in several cattle breeds (Cullegouble-muscled cattle, we have determined the entire coding se
1807). The calving difficulties associated with double-muscling quence of the myostatin gene in double-muscled individuals from
have led several breeding organizations to treat this condition as n European cattle breeds. In so doing, we have identified a serie
genetic defect that needs to be eliminated. In specific economigf mutations that are predicted to disrupt the myostatin function

contexts, however, the gains in feed conversion ratio, dressing ofemonstrating and characterizing the allelic heterogeneity of th
percentage, and meat quality (|n.creaseq Ieaq and tenderness) hf’d&lble-muscled condition in cattle.
outweighed the costs of dystocia, leading either to a systematic
selection for double-muscled animals or their use in cross-breeding )
(Hanset 1991). Materials and methods

While the hereditary nature of this condition was recognized
early on, the precise mode of inheritance has remained controvepegigree materialin total, 32 animals with extreme muscular devel-
sial. Contradictory inheritance models, including autosomal monoppment were sampled from ten European beef cattle breeds in whic
genic (dominant and recessive), oligogenic and polygenic, haveouble-muscled animals are acknowledged to occur at high to moderat
been described (Mussier 1982). It is at present unclear whether frequency: (i) Belgium: Belgian Blue (4); (ii) France: Blonde d’Aquitaine
this reflects genuine genetic heterogeneity for this trait in different(5), Charolais (2), Gasconne (2), Limousin (5), Maine-Anjou (4), Parthe-
populations or whether it results from the difficulty to correctly haise (3); (iii) Spain: Asturiana (2), Rubia Gallega (2); (V) ltaly: Pied-
classify animals for a trait that is in many respects a continuouslyontese (2). The determination of the double-muscled phenotype of th
distributed phenotype rather than a discrete affection status sampled animals was performed visually by experienced observers.

In the Belgian Blue Cattle Breed (BBB ti I . Four animals with conventional phenotype sampled from the Holstein-

n the Seigian blue Lattle bree ( ) Segregation analySISg e gian (2) and Jersey (2) dairy populations were analyzed as controls.
performed both in experimental crosses and in the outbred popu-
lation suggested an autosomal recessive inheritance (Hanset and ) ) o
Michaux, 1985a, & 1985b). This hypothesis was confirmed whenPevelopment of a primer set allowing for PCR amplification of the
the postulatednh locus (muscular hypertrophy) was unambigu- co;np_llete mﬁ/osta‘gn c?drl]ng sequence gr_om genomic ]Phlér.der .
ously mapped in this breed to the centromeric tip of bovine Chro-0° facilitate the study of the myostatin coding sequence from genomic
mosome (Chr) 2 under a recessive model (Charlier et al., 1995

NA, we determined the sequences of the exon-intron boundaries of th

ovine gene. In mice, the myostatin gene is known to be interrupted by twe
introns, respectively1.5 and 2.4 kb long (McPherron & Lee, 1997). We

. . . designed two primer pairs, respectively in bovine exons 1 and 2, exons .

Both authors have contributed equally to this work. and 3, that were predicted to flank the two introns, assuming conservatiol

Correspondence taVl. Georges of gene organization between mouse and cattle (Fig. 1 and Table 1). Wit
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Fig. 1. Schematic representation of the bovine myostatin gene with posirespectively; the corresponding primer sequences are reported in Table
tion and definition of the identified DNA sequence polymorphisms. The The positions of the identified DNA sequence polymorphisms are shown a;
gray boxes correspond to the untranslated leader and trailer sequencgeeen, blue, or red lines on the myostatin gene for silent, conservative, an
(large diameter), and the intronic sequences (small diameter) respectivelgisrupting mutations respectively. Each mutation is connected via an arrov
The blue, pink and green boxes correspond to the sequences coding for théth a box reporting the details of the corresponding DNA sequence anc
leader peptide, N-terminal latency-associated peptide, and bioactive caeventually encoded peptide sequence. In each box, the variant sequence
boxyterminal domain of the protein respectively. Small green, red, andcompared with the control Holstein-Friesian sequence, and differences ai

pink arrows point towards the positions of the primers used for intronhighlighted in color.
amplification, exon amplification and sequencing, and exon sequencing

Table 1. Primers used for PCR amplification and cycle sequencing.

Intron1-5 5"-GAAGACGATGACTACCACGCCAGGACG-3’ Intron1-3 5"-CTAGTTTATTGTATTGTATCTTAGAGC-3’
Intron2-5 5'-AGACTCCTACAACAGTGTTTGT -3’ Intron2-3 5'-ATACTCWAGGCCTAYAGCCTGTGGT -3’
Exon1-8 5’-ATTCACTGGTGTGGCAAGTTGTCTCTCAGA-3’ Exon1-3 5'-CCCTCCTCCTTACATACAAGCCAGCAG-3’
Exon2-8 5"-GTTCATAGATTGATATGGAGGTGTTCG-3’ Exon2-3 5"-ATAAGCACAGGAAACTGGTAGTTATT-3"
Exon3-8 5"-GAAATGTGACATAAGCAAAATGATTAG-3’ Exon3-3 5"-ATACTCWAGGCCTAYAGCCTGTGGT-3"
Exonl-Seql 5'-TTGAGGATGTAGTGTTTTCC-3’ Exonl-Seq2 5"-GCCATAAAAATCCAAATCCTCAG-3’
Exon2-Seql 5"-CATTTATAGCTGATCTTCTAACGCAAG-3’ Exon2-Seq2 5"-TGTCGCAGGAGTCTTGACAGGCCTCAG-3’
Exon2-Seq3 5"-GTACAAGGTATACTGGAATCCGATCTC-3’

Exon3-Seql 5"-AGCAGGGGCCGGCTGAACCTCTGGG-3" Exon3-Seq2 5"-CCCCAGAGGTTCAGCCGGCCCCTGC-3"

these primer sets, two PCR products, respectively 2 kb and 3.5 kb longResults
were generated from a YAC clone (179A3) containing the bovine myo-
statin gene (Grobet et al., 1997). The PCR products were purified witl e . . . . . .
QiaQuick PCR Purification kit (Qiagen) and partially sequenced with Dye dentlflc_atlon of an _aIIellc series o_f loss-of-function mutations in
terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Perkin Elmer) and ath€ bovine myostatin gendhe coding sequence of the four con-
ABI373 automatic sequencer Alignment with the bovine cDNA sequencelrol Holstein-Friesian and Jersey individuals was identical to the
identified the four predicted exon-intron boundaries. Based on the availabl@reviously described wild-type allele (Grobet et al. 1997), indicat-
exonic and intronic sequences of the bovine myostatin gene, we subséng that we were indeed more than likely amplifying the genuine
quently designed three primer pairs that jointly allow for convenient am-myostatin coding sequence and not dealing with a non-functiona
plification of the entire coding sequence from genomic DNA. The position pseudogene.
of the corresponding prir_ners is shown in Fig. 1, and the corresponding Among the 32 double-muscled animals, on the contrary, we
sequences are reported in Table 1. identified seven DNA sequence variants within the coding region,
as summarized in Fig. 1.
Sequence determination of myostatin alleleier PCR amplifica- In addition to the previously described821(delll) mutation
tion of the entire coding sequence from genomic DNA in the three de-in the third exon, deleting 11 base pairs at position 821 after the
scribed fragments, these were purified with QiaQuick PCR Purification kitjnjtiation codon and revealing a premature stop codon, we identi

(Qiagen) and sequenced with Dye terminator Cycle Sequencing Readyay four new mutations that would be predicted to disrupt the

Reaction (Perkin Elmer) and an ABI373 automatic sequencer, using th;wyostatin function. An insertion/deletion at position 419 counting

primers used for amplification as well as a series of nested primers (Fig. the initiati d lacing 7 b . b ith
and Table 1). Chromat files produced with the ABI373 sequencer werd ©M the initiation codon, replacing 7 base pairs (bp) with an

analyzed with the Polyphred application (D. Nickerson, personal commu@pPparently unrelated stretch of 10 bp, reveals a premature stc
nication), which is part of a series of sequence analysis programs includin§odon in the N-terminal latency-associated peptide at amino aci
Phred (B. Ewing& P Green, unpublished). Phrap (P. Green, unpublished)position 140. This mutation is referred to agt19del7-ins10.
and Consed (D. Gordon, unpublished). Two bp substitutions in the second exon, a-CT transition at
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nucleotide position 610 and a G T transversion at nucleotide muscled animals were homozygous for one of the five describe
position 676, each yield a premature stop codon in the same Nmutations predicted to disrupt the myostatin function or compounc
terminal latency-associated peptide at amino-acid positions 20#eterozygotes for two distinct of these mutations. This is compat
and 226 respectively. These mutations are call®2D4X and ible with the hypothesis that the double-muscled condition has :
E226Xrespectively. Finally, a G- A transition at nucleotide po- recessive mode of inheritance in all these breeds.
sition 938 results in the substitution of a cysteine by a tyrosine.  Only in Limousin and Blonde d’Aquitaine could we not dem-
This mutation is referred to &313Y.This cysteine is the fifth of  onstrate clear evidence for the role of myostatin loss-of-function
nine highly conserved cysteine residues typical of the members ahutations in the determinism of the observed muscular hypertro
the TGF$ superfamily and shared in particular by T@E; 82 phy. Most Limousin animals were homozygous for the conserva:
and $3, and inhibinBA and B (McPherron and Lee 1996). Itis tive F94L substitution which is unlikely to cause the muscular
thought to be |nVO|Ved In an |ntram0|ecu|ar dISU|fIde bndge Sta-hypertrophy Characterizing these anima's for the reasons Cite
bilizing the three-dimensional conformation of the bioactive car-apove. Two Limousin animals proved to be heterozygous for this
boxyterminal peptide. Its substitution is, therefore, likely to affect m,ytation, the other allele being either the821(del11) or Q204X
the structure anq function of the protein. Th‘lQlﬁYhas recently  utation. All Blonde d’Aquitaine animals but one were homozy-
also been described by Kambadur and associates (1997). 4oys wild-type, the latter carrying thet821(del1]) mutation.
We also identified a conservative phenylalanine-to-leucineryase gata indicate either that the myostatin gene is not involve
substitution at amino acid position 94 in the first exon, owing 10 a;, e gouble-muscled condition characterizing these two breeds
C-A transversion at nugleotlde position 28.2 of the Myostatin g, ot there are additional myostatin mutations outside of the
gene. Given the conservative nature of the amino acid substitutio oding region. It should be noted that the double-muscling condi
its location in the less conserved N-terminal Iatency-associateraon is often cénsidered to be less pronounced in Limousin animal:

pepﬂdg, a}nd as this mutation was observed at the homoz.ngl#ﬁan in other breeds; this may point towards a phenocopy with
condition in animals that were not showing any sign of exceptlonaoIistinct determinism in this breed

muscular deyelopmgnt, we predict. that th.is mutation does not in- Although the analyzed sample is very limited so far, our data
terfere drastically with the myostatic function of the encoded PrO~idicate that some mutations. such asntg21de(11) andCél?;Y
tein, if at a”'.Th'S mutation is referred to @4L' Note that the ._are shared by several breeds, which points towards gene migratic
murine protein is characterized by a tyrosine at the correspondlnaetween the corresponding populations, while others seem to k
amllr:]icr)lglltl:)lld vF\)/cer:gce)rr]].tified a silent C, T transition at the third corllfi_nedBIto stf)ecigiq breet_ds.l l\/;oreovetr, ;/)vhile sortne” breedst_ (tfllle

" ' . . elgian Blue breed in particular) seem to be essentially geneticall
foozé'g&ﬂ(g'_%lsmh cytosine codon in the second exon, rGferre‘Eomogeneous, others show clear evidence for allelic heterogenei

X : . .Afor example, Maine-Anjou).
In addition to these DNA sequence polymorphisms detected i Figure 2 also depicts a preliminary maximum parsimony

the coding region of the myostatin gene, we identified four DNA cladogram predicting the evolutionary relationships between the

sequence variants in intronic sequences that are probably neutrI ntified haplotypes. The tree was rooted based on the observ

polymorphisms and that have been assigned the following sym : h o i 3
bols: nt374-51T-C), nt374-5GG-A), nt374-16del) in intron 1, tion that the ovine myostatin sequence exhibitednt8¥4-5qG

A . A), nt374-1&dell) and nt748-7&dell) variants. It can be seen
andnt748-7§dell) in intron 2 (Fig. 1). from this figure that thet419del7-ins10 and Q204X mutations,
encountered respectively in the French breeds Maine-Anjou an
Distribution of myostatin haplotypes in different cattle breeds. Charolais/Limousin, appear to have occurred in the same “ances
Figure 2 reports the observed myostatin haplotypes as well as thefral” myostatin haplotype characterized by tim374-5@G-A),
distribution in the analyzed sample sorted by breed. nt374-16dell), nt748-7¢dell), and nt414C-T) neutral variants

For the majority of the studied breeds, the analyzed double{the former three being shared with the ovine haplotype). Like-
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wise, theE226X and nt821(delll) mutations seem to have oc- screening system allowing for marker-assisted selection for o
curred in a common, more recently evolved haplotype, characteragainst this condition in cattle. The observed high level of genetic
ized by thent374-51T-C) variant. heterogeneity of double-muscling forces one to carefully evaluate

the relevance of the already identified mutations in each popula

Discussion tion and eventually to seek other causative mutations.

We demonstrate in this work that the double-muscling phenotyp@‘?kf‘ow'eggnl‘e”tghiIS work V(\]’Ias SéJIPPOVtEd by a granE frO/fzn the Be)|9ian

i i i i i 1 = Ministére de I' Agriculture et des Classes Moyennes (D1/2-5744A). LIR

;ngi?%lﬁglt){ozgtﬁ]r?ﬁgnbeocillijrs] el nmczt;ltea’tilr?v%lxg]g at least five dif was funded by a grant from the CYCIT(GAN95-0853). We are very grate-

The ob i f allelic h ty tg .t dicts the cl .ful to Deborah Nickerson, David Gordon, and Phil Green for providing us

ne observation of allelic heterogeneity contradicts the classly,q Polyphred application. We sincerely thank Professor Pascal Leroy fo

cal view that a singlenh mutation spread through the European hjs continuous support and interest in our work.
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Abstract. A closed YAC contig spanning theh locus was as- loss-of-function mutations in th&STN gene cause double-
sembled by STS content mapping with seven microsatellite markmuscling in mouse and cattle (McPherron et al. 1997; Grobet et al.
ers, eight genes or EST, and nine STS corresponding to YAC end4997, 1998; Kambadur et al. 1997; McPherron and Lee 1997). One
The contig comprises 27 YACs, has an average depth of 4.®f these studies used a comparative positional candidate strategy t
YACs, and spans an estimated 1.2 Mb. A linkage map was conidentify the culprit bovine gene (Grobet et al. 1997). In this study,
structed based on five of the microsatellite markers anchored to théhe bovine BTA2q1 linkage map and human HSA2q31-32 tran-
contig and shown to span 7 cM, yielding a ratio of 160 kb/1 cM for script RH-map were aligned using coincident bovine YACs, that
the corresponding chromosome region. Comparative mapping dais, large insert clones that contained both a bovine microsatellite
indicate that the constructed contig spans an evolutionary breaknarker and the bovine ortholog of a mapped human EST. This led
point connecting two chromosome segments that are syntenic b the identification of an interval on the human transcript RH-map
not adjacent in the human. Consolidation of human gene order bthat was likely to contain the double-muscling gene. The demon-
means of whole genome radiation hybrids and its comparison witlstration thatMSTN,known to cause a muscular hyperplasia when
the bovine order as inferred from the contig confirm conservatiorknocked out in mice, mapped to that very interval, and the subse-
of gene order within segments. quent identification of loss-of-function mutations among double-
muscled individuals demonstrated the roleM$TNin the deter-
mination of the double-muscling phenotype.

In this paper, we describe the completion of a YAC-based
contig spanning the bovin®ISTN locus. Bovine microsatellites

In recent years, we have witnessed the multiplication of efforts tc@nchored to this contig allow for a comparison of the linkage and
map economic trait loci (ETL) in livestock with strategies based onPhysical map of the region. ESTs mapping to the corresponding
linkage analysis (for example, Georges 1998). Although mapping€dion on the human map have been positioned on the bovine
data can be exploited via Marker Assisted Selection (Visscher e¢ontig, allowing for a high-resolution comparison of both maps.
al. 1998), maximal valorization probably requires actual cloning of
the causal genes (Andersson 1998). When attempting to positior&;I terial d method
ally clone ETL in livestock, animal geneticists benefit to a great aterials and methods
extent from the remarkable progress achieved in characterizing the
human and mouse genomes. Indeed, conserved chromosome s&gC contig constructionTwo distinct bovine YAC libraries represent-
ments (that is, segments within which gene order is conserved fang a total of 12 genome equivalents were used in this work (Schoeberlein
two or more species) are estimated to be of the order of 10 cM ot al. unpublished; Takeda et al. 1998). PCR screening of the YAC libraries
average between human and mouse (Copeland et al. 1993) aM@s performed with three dimensiona_\l pooling_ schemes as described (Li_b-
possibly larger between man and most livestock species. Identifysrt et _aI. 1993; Takeda et al. 1998). High-density fllte_rs of the Scho_e_berl_eln
: - = . C library were generated and used to screen the library by hybridization
Ing these conserved segments and their b?undarles in the region cording to Cai and associates (1996). YAC ends were isolated using
interest therefore allows for subsequent “comparative positionaly,ppie-PCR” following Libert and colleagues (1993). Microsatellite
candidate cloning” (Archibald 1998) by exploiting human or markers were isolated from YACs according to Cornelis and coworkers
mouse transcript maps. (1992). Map position of the YAC ends and microsatellites was examined
Inference about the extent of gene order conservation is, howsy genotyping either a panel of bovine-rodent somatic cell hybrids (Dietz
ever, affected by the resolution of the applied mapping methodsgt al. 199_2) ora panel of bovine-rodent r_a_diat_ion hybrids (Womack et al.
Indeed, refined mapping methods are susceptible to reveal reat997). Primer pairs used for PCR amplification of the sequence-tagged
rangements that could not be resolved by coarser methods. T5ites .(STS) utilized for contig construction are as described (Gropgt et al.
verify whether micro-rearrangements might be common within1997’ Sonstegard et al. 1997) or reported in Table 1. FISH hy_brldlzatlon
) ) . with total YAC clone DNA as probes was performed as previously de-
prewoqsly def".]ed conserved Segme.nts’ we have generated ahi “ribed (Solinas-Toldo et al. 1995b; Masabanda et al. 1998).
resolution, bovine-human comparative map surrounding the myo- " the OPTICONTIG program (Georges unpublished) was used to deter-
statin (MSTN) locus. mine the most likely STS/probe order based on STS/probe content of
Recently, independent efforts led to the demonstration thaindividual YACs. Starting from a randomized order, OPTICONTIG gen-
erates a Markov chain in which the+ 1 state differs from the state by
N ) ) the random reassignment of the position of one randomly selected marker.
Both authors contributed equally to this work. For each state, a criterion is computed counting the number of negative
Correspondence tavl. Georges STS within YAC boundaries given the considered order, and penalizing

Introduction
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Table 1. Primers pairs used for PCR amplification of YAC ends and genes.

YAC ends
117C7-T TTTAACCTCTGAGCCACCAGGGAAGC CAGCTATTAGTAGCATTCCTGAGGT
117C7-U TAATAGGTGTTTGTAAAAGCAAATC ATCAATATAAAAATGGGCTAAATGCGG
7TAE11-T GCATCAATATAAAAATGGGCTAAATGCGG GTAAAAGCAAATCCACTGTTTTGGGGGAATG
215H8-T AAGACAGAGTAGGTGGGAATGGGT ATTCACAGGATAAGGTCAGATCCC
215H8-U AAGTAAGAAACTAGATAAACTGTC GTCTCTTGGACTTTTTCAGGTATATG
189A3-U GACTATATAAATTGTAACTTTCAACAATTTG ATCCGTAACAAATTACTTGGGCGTGGCGTC
179A3-T CACCTCCACTAGGTGTGTTCGTAG AGGAATGCAAGCCTACTTTAATACC
179A3-U GCCTGGAAGGATGGCACTGCCAGCTTT CAAAGCTGGCAGTGCCATCCTTCCAGG
178C6-U CTTTGATCATTTCCCAATTTATGTGC CAGAGGACCCTGAAGGGTTATAGTGC
Genes
NAB1 GTTAAACCCATCCAGAGTAATG TTGATGCCTTTATCCAACAAGGTGG

orders which would not place STS corresponding to YAC ends at thehuman NABL transcriptional repressor (NAB1; Hudson et al.
extremities of the corresponding YAC. OPTICONTIG utilizes simulated 1995). The corresponding primers were designed by aligning the
annealing (for _exa_mple, Weir ;996) to identify t_he order min_imizing the human and rat NAB1 sequence and targeting primer sequences
value of the criterion. The cham is run several times to monitor repeatech)wardS highly conserved segments of the gene. The same YAC
convergence to the same optimal order or set of equally optimal orders.Iibrary was also screened by filter hybridizatio.n with pooled

] o _ _ cDNA clones (Image id.: 149056 and 321388) corresponding to an
Genetlc map Cc_)nstructlorM|crosate|||te genot_yplng was performed as expressed sequence tag (EST) mappmg to the same region on th
prewously described (Georges et al. 195_)5). Linkage analyses were pefjyman map: WI-16551. A second bovine YAC library (Takeda et
formed with the TWOPT and BUILD options of the CRIMAP package |. 1998) was subsequently screened by PCR with two additional
(Lander and Green 1987). Double recombinant individuals were identified, C ends (2 8 d 179A3 I ith MS
with the CHROMPIC option and regenotyped. AC ends (215H '_U and 179A3-U) as we as ‘_N't MSTN.

Altogether, we isolated 14 new YACs, yielding a total of 27
. o ) ] YACs in the region. FISH hybridization was used to confirm the

Construction of a radiation hybrid magDNA from the Genebridge-4 |ocalization of 24 of these YACs to the centromeric end of bovine
(Walter et al. 1994) and Stanford TNG whole genome radiation hyb”dChromosome (Chr) 2 and identify possible chimerism. All selected

panels was obtained from Research Genetics (Huntsville, Ala.). Both pang . . L ;
els were genotyped for human STS with primer pairs whose sequence, ACs yielded a signal at the expected chromosome position, while

were obtained from the Whitehead Institute/MIT Centre for Genome Re-L/ YACS generated ad(:{ltlonal signals on one.(8) or more (9) other
search (Hudson et al. 1995). The resulting segregation vectors were anghromosomes. Pulsed field gel electrophoresis followed by South-
lyzed with the RHMAXLIK program from the RHMAP package (Lunetta €rn blot hybridization to total genomic DNA allowed us to esti-
et al. 1995). The analysis utilized information from both panels simulta-mate the individual size of each YAC, yielding an average insert
neously, assuming non-proportional distances between markers among teize of 548 kb. Figure 1 reports the estimated size for all isolated
panels. YACs.

The presence of all STS and probes that were utilized to screen
the libraries was confirmed on preparations of individual DNA.
Moreover, the 27 YAC DNAs were tested by PCR for the presence
of (i) two additional microsatellite marker8MC9007 (PROC,;
Construction of a YAC contig spanning the bovine mh lodnsa Sonstegaard et al. 1997) and a new microsatellite isolated from
previous study (Grobet et al. 1997), we described the constructiof AC 215H8: BULGE18; (ii) two novel YAC ends isolated by
of two small YAC contigs postulated to flank tinehlocus. Contig ~ bubble-PCR: 74E11-T and 189A3-U; and (iii) an STS amplifying
“A”, comprising seven YACs, contained microsatellite markers bovine protein CPROC;Sonstegaard et al. 1997). In addition, the
TGLA44, BM81124, BULGE23nd BULGE27,and theINPP1 presence of the bovine orthologs of two additional EST (WI-
gene. Contig “B”, comprising five YACs, contained microsatel- 13672, WI-21678) mapping in the vicinity of the INPP1-Col3Al
lites BULGE20, BULGE28andCol3Al. The MSTNgene, causing interval in human (Hudson et al. 1995), was tested on individual
the double muscling phenotype in cattle and mice, was predicted t¥ AC DNA by Southern blotting with human cDNA clones (re-
map between these two contigs based on genetic mapping of thepectively Image clones 33009 and 172303) as probes under low-
mhlocus as well as on comparative mapping data (see above). Orstringency hybridization conditions.

YAC containingMSTN(Y179A3) was isolated in the same study The STS/probe content allowed us to group all 27 YACs into
but could not be connected with either contig “A” nor “B”. There- a single, closed contig as shown in Fig. 1. The STS/probe order
fore, the actual physical distance separating both contigs remainedinimizing the number of inconsistencies in the YAC contig was
unknown, and the precise position of the myostatin gene on théentified with the OPTICONTIG program. Six equally parsimo-
bovine map was not formally demonstrated. nious orders were identified and are reported in Fig. 1. These

To complete the physical map of this genomic region, weresults form the possibility to flip the adjace®ROC and
therefore screened a six-genome equivalent bovine YAC librannBMC9007markers, as expected given the fact that both STS were
(Schoeberlein et al. unpublished) by PCR with two previouslyisolated from the same cosmid (Sonstegaard et al. 1997); as well a
described microsatellite markers isolated respectively from contighree equally parsimonious positions of EST WI-13672. Six of the
“A” (BULGE27 and contig “B” BULGE20, as well as six novel 27 YACs were found positive foMSTN,therefore clearly dem-
sequence-tagged sites (STS). Five of these were developed froamstrating that MSTN indeed maps to this contig. Moreover, STS
YAC ends isolated by bubble-PCR from clones reported in Grobetontent data positioneMSTN betweenINPP1 and Col3Al as
etal. (1997) (117C7-T, 117C7-U, 215H8-T, 179A3-T, and 178C6-predicted from the human transcript map (Grobet et al. 1997).
U). The remaining one corresponded to an STS amplifying the Analysis of Fig. 1 shows that three YACs (117C7, 24G12, and
bovine ortholog of a gene known to map in the vicinity of the 202F2) are sufficient to define a minimum tiling path spanning the
INPP1-ColI3A1l interval on the human radiation hybrid map: theentire contig. Based on the estimated size of these clones (117C7

Results



D. Pirottin et al.. Comparative map of the myostatin locus 291

Fig. 1. YAC contig spanning thé1STNIocus in
cattle. STS/probes are represented in the most
parsimonious order as determined from the STS
content of individual YACs. Genes are
represented in red, microsatellites in green, and
YAC ends in black. Arrows point towards
alternative, equally parsimonious positions for
some of the STS. Black bullets report STS
content of individual YACs while white bullets
represent conflicts in the contig, given marker
order. YACs isolated from the Takeda and
coworkers (1998) library are marked with a red
asterisk. Sizes of individual YACs in kilobases
are reported in blue adjacent to YAC names.
Chimeric YACs as determined by FISH
hybridization are marked with a red stippled

line. Sex-averaged, as well as male- and
female-specific recombination rates between five
microsatellite markers anchored to the contig,
are shown above the contig. The gene order
obtained in cattle is compared with the gene
order determined with radiation hybrids in

human at the bottom of the figure. The distance
between adjacent genes on the human map is
given in centirays as estimated with the
Genebridge-4 and TNGF panels. Markers that
could not be ordered with odds >100:1 are
bounded by red brackets. Genes are assigned to
evolutionary conserved chromosome segments |l
and IV as defined in Sonstegaard and associates
(1997). The positions of the centromere and
telomere with respect to the gene array show the
inversion of segment Il when comparing human
and bovine.

CcE3000
cBS0

o262

350 kb; 24G12: 330 kb; 202F2: 460 kb), the corresponding chro-  The corresponding genotypes were used to construct a linkage
mosome region might be as small as 1140 kb. It is noteworthy thatmap with CRIMAP (Lander and Green 1987). The most likely
YAC 24G12 is chimeric, which would lead to an overestimation of order and sex-averaged recombination rates between adjacen
the actual physical size of the region. On the other hand, the YACsnarkers are represented in Fig. 1. Odds versus alternative order:
could carry deletions, as indicated by some inconsistencies in thevere >1000. It can be seen that the marker order resulting from the
STS content, which would lead to an underestimation of the totalinkage analysis coincided with the order as determined from the
size. YAC contig. The distance between the outermost markers,
BMC9007(PROQ andBULGE?20,was estimated at 7 cM. There-
Construction of a high-resolution genetic map spanning the mtore, this suggests a ratio of the order of 160 kb per cM in this
locus. The seven microsatellites included in the YAC contig were chromosome region.
utilized to genotype 331 individuals from the bovine three-  When allowing for sex-specific recombination rates, we ob-
generation IBRP reference family (Hetzel et al. 1993), 255 indi-tained the male and female maps shown in Fig. 1. It can be seen
viduals from the previously described Sart-Tilman backcross pedithat for three of the four marker intervals, the estimated male
gree (Charlier et al. 1995), as well as 96 individuals correspondingecombination rates are smaller than the female estimates. For the
to five paternal half-sib Maine-Anjou pedigrees segregating for theBULGE23-BULGE18nterval, on the contrary, the recombination
double-muscling trait (Grobet et al. unpublished). Five of therate seems larger in the heterogametic meioses. The likelihood of
seven microsatellite markers proved to be polymorphic in thisthe data under the model of sex-specific recombination rates is,
pedigree material. however, only 25 times superior when compared with the sex-
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averaged model. More data are, therefore, needed to assess t@97). Therefore, one would expect a ratio of one million base
significance of these sex-specific differences in recombinatiorpairs per centimorgan on average, far superior to what is suggestec
rates. by our data for the studied chromosome region. In human, recom-
bination rates are known to be inflated towards the telomeric end
of chromosome arms, while the opposite tendency is found around
Fentromeres. Our results suggest an inflation of recombination
rates in a sub-centromeric region. Note that in bovine all chromo-
Somes are acrocentric.

This work provides us with two independent estimates of the
egree of chimerism characterizing the utilized YAC library
Schoeberlein et al. unpublished). Clone extremities were isolated

High-resolution human/bovine comparative mappiZgo-FISH

experiments have shown that along most of its length bovine Ch
2 (BTA2q12-42) harbors sequences whose orthologs map to th
long arm of Chr 2 in the human. Only the distal end of bovine Chr
2 (BTA2g43-45) seems to escape this rule, the orthologous se;
quences mapping to distal HSA1p in the human (Solinas-Toldo e

al. 1995a). Subsequent work demonstrated that most of BTA . - "
. om a number of YACs with bubble-PCR, and their map positions
corresponds to a complex rearrangement of five HSA2q segmen ere determined with panels of either bovine-rodent somatic cell

(Sonstegard et al. 1997). The precise evolutionary breakpoints : . . L .
well as the relative orientation of these segments in human ana@'\/IorIdS (Dietz et al. 1992) or bovine-rodent radiation hybrids

bovine, however, remain poorly defined omack et al. 1997). YAC end cloning was performed prior to
From the genes assigned to the contig described in this Work1rzecelvmg the outcome from the FISH mapping experiments, there-

. . re without bias with regard to possible chimerism. Based on the
PROC maps to 2q13-21.3 in the human (segment IV in Sonstegar . . o
et al. 1997), while the seven other ones (NABL, WI13672, orresponding results, YACs were sorted in three classes: (i) three

. nonchimeric YACs for which both extremities were mapping to
WI21678, INPP1, MSTN, WI16551 and COL3AI) are mapping to BTA2q1; (ii) four chimeric YACs for which either both or one

2031-32.3 (segment Il in Sonstegard et al. 1997). Therefore, thgxtremity was mapped to a chromosome region other than

most proximal YACs from our contig (particularly Y117C7) are - g )
bound to contain the corresponding evolutionary breakpointBTAqu’ and (iij) three amblguous YACs for Wh"?h one YAC end
(Fig. 1) was shown to map to the right chromosome region, while no data
i . . . . ere available for the other extremity. Expressing the likelihood of
To more precisely assess the relative orientation of segment g : 4 .
in human and cattle, as well as to determine whether additionarlhese data as a simple function of the degree of chimexm,
micro-rearrangements might have occurred within segment Il dur-
ing evolution, we re-examined the precise order of the seven cor-
responding genes on the human map. Indeed, while the approxi- . - . _
mate location of these genes on the human transcript map i |_elds a Tﬁx'rﬂzm nrl](engooq %St('jmate Gft.’ ?2%]; Iil78/2H4map-710/
known, their ordering based on available data remains ambiguou?'ng’ on the other hand, yielded an estimaté of » of 0
We therefore genotyped both a 3000 rad (Genebridge 4: Walter &1imerism. While both estimates may not be significantly different
al. 1994) and a 50,000 rad (Stanford TNG RH panel) human whol@'VEN the limited sample Size, the estimate from the .FlS.H hybrld-
genome hybrid panel for the corresponding genes. The resultin ation seems unusually high. Examination of the distribution of
segregation vectors were analyzed jointly with the RHMAXLIK N 5|gnals_on the chromosomes other than BTA2q1, however,
option of the RHMAP package (Lunetta et al. 1995). As iIIustratedrevealed evidence of non-randomness as five from the 24 recordec
in Fig. 1, this analysis resulted in reliable ordering of all but two signals mapped to 1q31-35, while fOl.Jr mapped to 5g19-25. Al-
genes KISTN and WI16553, whose position could be flipped though these results have to be considered cautiously, these dat
without significantly affecting the likelihood of the data. All other might 'réqm?l‘te the ixmgence of pa;lralggous loci t'ndtr]le tl)[ﬁwr;le ge-
orders could be rejected based on odds >100. Therefore, these dagme- 'rE'. aﬁlresﬂ SI fggsrecen y been reported for the human
point towards a conservation of gene order within the analyzec?engm? (vilc frz a.rib d )5000 rad whol nome hamster
chromosome microsegment. The orientation of the gene clustetg AP ed.OltJ.syh %S% € L (W, a K toffgemo € ad ts eb_
with respect to flanking framework markers included both in link- ovine radiation fiybrid pane (Womack et al. ) proved to be
age maps and in the radiation hybrid maps (Hudson et al. 1995 ery valuable to determine whether newly developed STS mapped

S : . . : . o the predicted chromosome region. This resource could, how-
Lﬂg'iaetﬁtsrgl%i'rgvg%og)m segment Il in the bovine with respect tOever, not be used in this work to assist in ordering STS within the

region spanned by the constructed contig owing to a lack of reli-
able chromosome breaks in this region. This is not unexpected
Discussion given the limited physical size covered.
Detailed analysis of the map order of seven genes mapping to

We report the construction of a YAC-based contig spanning thea conserved chromosome segment in human and cattle (segment |
TGLA44-BULGE20nterval on proximal BTA2qg. By assigning in Sonstegard et al. 1997) indicates interspecies conservation of
the MSTNgene to this contig, we confirm the location of theh gene order within this segment. This finding supports the generally
locus causing double-muscling in cattle to this marker interval asadmitted assumption that chromosome evolution during mamma-
anticipated from linkage studies and human-bovine comparativéian radiation has been accompanied by reshuffling of conserved
mapping data (Grobet et al. 1997, Smith et al. 1997). chromosome segments; however, that within such segments gen

By comparing estimates of the physical distance (base pairsyrder would be faithfully conserved. When comparing human and
covered by this contig with the genetic distance (centimorgan)mice, for instance, the length of these conserved segments has
separating the outermost informative microsatellite markers anbeen estimated at 8.8 cM (Copeland et al. 1993). This information
chored to the contigBMC9007and BULGE2(Q), we calculated a is important for future positional candidate cloning efforts in live-
ratio of 160 kb per cM for this chromosome region. This estimatestock species, as it asserts that once the boundaries of conserve
has to be considered cautiously given the evidence for a higlchromosome segments are identified, the order on the human tran
incidence of chimerism characterizing the utilized YAC libraries script map accurately predicts gene order in the studied animal
and the possibility for internal deletions affecting some of thespecies.
YAC clones. Nevertheless, the obtained ratio is remarquably low. A microsatellite BMC9007 isolated from a bovine cosmid
Indeed, by analogy with other mammals, the haploid DNA contentcontaining thePROC gene was shown to map to the assembled
of the bovine genome is usually estimated at approximately threeontig. PROC is known to map to HSA2q13-21.3 on the human
billion base pairs, while the total sex-averaged genetic map lengtimap, which corresponds to conserved chromosome segment |V a
has been estimated at approximately 30 Morgan (Kappes et atlefined by Sonstegard and coworkers (1997). Therefore, our con-

L=@1-CFcC*d-0x)°
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tig must contain the evolutionary breakpoint linking segments IIHetzel J, Brascamp P, Leveziel H, Lewin H, Teale A et al. (1993) The
and IV in the bovine. This will eventually facilitate its cloning and  International Bovine Reference Panel (IBRP). Report of the ISAG work-

molecular characterization. ing party. )
Hudson TJ, Stein LD, Gerety SS, Ma J, Castle AB et al. (1995) An

STS-based map of the human genome. Science 270, 1945-1954, with
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