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RESUMEN

El interés de la ganaderia nacional consiste en aportar a la poblacion la proteina animal de
calidad (con los aminoacidos esenciales), libre de agentes infecciosos e inocua. El consumo
de carne es importante ya que aporta los requerimientos esenciales para el humano pues
contiene mas del 60% de proteina, aporta vitamina B12 y es la fuente principal de zinc
biodisponible para el humano. La ganaderia moderna integra las estrategias de
reproduccion, produccién y mejoramiento genético de los animales, para poder satisfacer las
demandas del mercado. La proteina miostatina pertenece a la superfamilia de factores de
crecimiento y transformacion p (TGF-B). La miostatina es el regulador negativo del desarrollo
de la masa muscular en los vertebrados; su alteracion (mutaciones) es responsable del
fenotipo de doble musculo en algunas razas de ganado bovino. El gen de la miostatina
(mstn) se expresa en los animales adultos en el tejido adiposo, musculos esquelético y
cardiaco, y en la glandula mamaria. El objetivo de este trabajo fue amplificar e identificar el
gen de la miostatina a partir de cultivos celulares derivados del epitelio mamario bovino
(EMB). Para lo cual se realizé la extraccion del ARN total del EMB vy, posteriormente
mediante la técnica de RT-PCR (Retrotranscripcion de la reaccién en cadena polimerasa) se
obtuvo el ADNc del gen mstn. Posteriormente se realizo la digestion enzimatica con las
enzimas de restriccion Hind Ill y Bgl Il, para la enzima Hind Il no hubo corte lo cual nos
indica que probablemente se tiene una mutacion o se trata de una variante polimorfica
dentro de la secuencia aqui reportada. El aislamiento, la identificacion y el estudio del gen de
la miostatina permitira el diagnostico molecular de sus variantes polimorficas, desarrollar
anticuerpos mono- y poli-clonales, la eliminacién o alteracion endégena del gen en células y

animales y, el estudio de los mecanismos de regulacion.
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INTRODUCCION

La alimentacion de los seres humanos es un reto importante para la produccion animal
ya que cada vez existe una mayor demanda de proteina de origen animal por parte de los
consumidores. Por lo que los adelantos tecnolégicos, farmacoldgicos y las mejoras genéticas
buscan que la produccién de alimentos sea cada vez mas eficiente, dando como resultado

productos de mejor calidad y en mayor cantidad. [1]

GANADERIA EN MEXICO.

La ganaderia constantemente usa las tecnologias reproductivas, nutricionales, y

farmacologicas que le permitan en menor tiempo lograr una mayor produccion [1]. La
principal funcion de la ganaderia para la sociedad mexicana, consiste en dar a la poblacion
un aporte de proteina que se caracteriza por tener las concentraciones apropiadas de
aquellos aminoacidos que son esenciales para el ser humano [2]. México tradicionalmente se
ha caracterizado por ser un pais ganadero, cuenta con grandes areas donde se crian

bovinos, ovinos, porcinos, entre otros.

El pastoreo del ganado es practicado en todos los estados de la republica mexicana.
Esta actividad utiliza cerca del 62.5% del total de los 2 millones de m? de tierra que existen
en México. Los productores de res constituyen el segundo sector mas grande en la industria
ganaderia en México y contribuyen con aproximadamente 40% del PIB del sector. La
industria de la carne en México es la tercera mas importante después de la industria de
lacteos y la panificadora, dentro del sector de la comida procesada. Para el periodo entre
1988-1993, la industria ganadera logré un crecimiento anual del 29%, de los mas grandes
crecimientos en el sector de comida procesada. Entre los afios 1990 y 1996 la produccion de
res aumentd a una tasa promedio anual de 4.9%, mientras que la produccion de puerco y
pollo incrementé en un 2.8% y 9.5% respectivamente. El consumo de la carne en México
durante 1997 alcanzo los 3.78 millones de toneladas métricas, de las cuales 35% fueron res,

25% pollo, 25% puerco y el restante 2% correspondié a cabrito y cordero. [3]
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Entre los productos que podemos obtener de los bovinos tenemos a la leche y sué
derivados como la crema, queso y el yogurt; otro beneficio que podemos obtener de este
ganado es la carne, la cual aporta hierro, mas del 60% de la proteina que requiere el
humano, ademas contiene vitamina B12 y es la principal fuente de Zinc con mejor
biodisponibilidad. [4]

CALIDAD DE LA CARNE.

La calidad de la carne esta particularmente definida por su composicién quimica (valor

nutricional) y por sus caracteristicas organolépticas (valor sensorial) tales como la terneza, el

color, el sabor y la jugosidad. (Fig. 1)

- Color: Dicho atributo depende del contenido y estado de la mioglobina (principal pigmento
de la carne). El contacto del oxigeno con la mioglobina forma oximioglobina otorgandole a
la carne el color rojo brillante, en cambio, en ausencia de oxigeno exhibe un color rojo
oscuro o purpura (deoximioglobina). Otros factores que tienen influencia sobre el color de
la carne son la edad y el porcentaje de grasa intramuscular de los animales.

- Terneza. Se refiere a la faciidad de corte durante Ila masticacion.
Entre los factores inherentes al animal, se encuentran el estado de las fibras musculares,
la cantidad y el tipo de tejido conectivo y la cantidad de grasa intramuscular o
marmoleado.

- Jugosidad. Es el grado de sequedad de la carne durante la masticacion. Los jugos de la
carne juegan un papel importante en la impresion general de la palatabilidad ya que
contienen muchos de los componentes del sabor y ayudan al ablandamiento y a la
fragmentacion de la carne durante la masticacion.

- Aroma y sabor. La carne cruda presenta poco aroma y sabor, y solo cuando es cocida
las caracteristicas organolépticas se desarrollan. En este aspecto existen componentes
no especificos que derivan del calentamiento de los componentes hidrosolubles de bajo
peso molecular, tales como los azucares, aminoacidos, peéptidos, nucledtidos vy
compuestos  nitrogenados.  Otros son atribuidos a la coccion de los lipidos,

principalmente los fosfolipidos y en menor medida los triacilgliceroles. Sin embargo,
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ultimamente ha cobrado importancia el aporte de lipidos y acidos grasos depositados eﬁ

la carne (marmoleo) [4].

La calidad nutricional de la carne bovina esta determinada por el alto valor biolégico de
las proteinas, el gran aporte de hierro, de zinc y la incorporacion de vitaminas principalmente
del grupo B.

Fig. 1 Corte de carne de buena calidad.

http://www.teorema.com.mx/images/upload/Carne-mexicana-beneficia-de.jpg

RAZAS DE BOVINOS

Las razas de ganado bovino se clasifican en dos grupos: 1. Grupo Europeo o Bos

taurus, y 2. Grupo Indopaquistano o Bos indicus.

Las razas europeas son numerosas y se distinguen claramente dos grupos, la de
orientacién carnica y la de orientacion lechera; ademas, son consideradas como las mas
productivas del mundo, resultado de la mayor aplicacion de la ciencia y la técnica en su
crianza y desde luego a una mejor alimentacion y manejo. Las razas de la especie Bos
indicus ha tenido un notable auge en paises del area latinoamericana y al menos dos razas

sintéticas se han generado con cruzas de este grupo: a) la Brahman, y b) la Indobrasil [5-6]



Identificacion del gen de la miostatina de bovino.
Ménica del Rocio Gordillo Herrera.

RAZAS DE CALIDAD DE CARNE.

Existen varias razas que pueden producir carne de buena calidad como se muestra en

la Fig.2 entre las que tenemos:

Aberdeen angus. Esta raza produce carne de primera calidad, presenta un elevado
porcentaje de peso en canal (en comparacion con el peso vivo) y un bajo porcentaje
de hueso en las piezas. Los musculos presentan una buena marmolizacion y las
pérdidas por coccion de la carne son minimas. La capa de grasa es mas delgada que
en otras razas y se distribuye mejor en el tejido muscular.

Hereford. Una caracteristica sobresaliente de los Hereford es la combinacion de
colores. La tonalidad del color del cuerpo va del rojo claro al rojo oscuro. El color
blanco de la cara ha determinado que los ganaderos designen esta raza como “Cara
Blanca”. Son animales precoces; el rendimiento de carne limpia en novillos varia
entre el 60 y el 63%. En México se le localiza mayoritariamente en Sonora,
Chihuahua, Durango; practicamente no existe en el Sur del pais. La asociaciéon de
criadores se ubica en Chihuahua, Chih.

Pie Montes. El ganado pie montes es de huesos sodlidos, constitucion robusta y
disposicion activa; tiene una buena capacidad de crecimiento y engorda, aprovecha
bien los piensos y sus canales presentan musculos de fibra fina bien marmolizada y
de buen sabor. Su ritmo de crecimiento es comparable al de otras razas de abasto y
puede exceder de los 600 kg a los 20 meses; el porcentaje de canal se situa alrededor
del 53 % por animal adulto y el 65 % para animales jévenes que pesan de 380 a 420
kg; con frecuencia el peso vivo es de 330 kg en las hembras y de 400kg en los
machos al afio de edad.

Beef Master. Como ventajas de la raza Beef master se pueden citar las siguientes:
Los animales son grandes y musculosos, resisten condiciones climaticas variadas, el
indice de crecimiento es elevado, son aptos para el agostadero, presentan buen
rendimiento en canal, cierta resistencia a las garrapatas y tiene una buena produccién

|actea.
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Belga Azul. El cuerpo es bastante largo, ancho y profundo y la linea ventral es casi
paralela a la dorsal; las patas son fuertes, cortas y derechas, y el cuerpo esta bien
musculado en el dorso, lomo, grupa y muslos. Al nacer, los machos pesan 42 kg en
promedio, y las hembras 40 kg. Esta raza forma un 50% de la poblacion total de
ganado bovino en Bélgica.

Limousine. Los rendimientos de carne limpia varian entre el 55 y el 58 %; la carne se
considera de primera categoria para el gusto francés, es de sabor agradable y bien
marmoleada.

Charolais. El ganado Charolais es de gran tamafio: los toros adultos pesan 900 a 1250
kg. y las vacas de 560 a 950 kg. La piel presenta pigmentacion, el pelo es corto en

verano y largo en invierno [5-6].

RAZAS CON MAYOR MUSCULATURA.

Marchigiana. EI cuerpo es voluminoso y de forma cilindrica, de longitud mediana y
linea dorsal recta. La espalda es muy musculosa, el lomo y cuartos traseros son
largos; el térax es profundo; las patas cortas con huesos y musculos fuertes. Este
ganado es criado para la produccién carnica y el trabajo. El sistema mas comun y
economico consiste en producir becerros de 14 a 16 meses de edad con un peso de
555 kg y un rendimiento en canal del 60 al 68%. El macho adulto pesa de 1 100 a 1
200 kg, y la hembra de 630 a 680 kg.

Romagnola. ltalia central. EIl tronco es rectilineo en su perfil y cilindrico, el térax es
profundo y los costillares bien arqueados; la espalda es musculosa, el lomo y el dorso
son anchos y de mediana longitud. Los cuartos traseros son largos y amplios, pero
descienden en declive desde la espina dorsal. Las patas son relativamente cortas,
musculosas y de buena osamenta.

Simmental. Los animales adultos alcanzan los siguientes pesos promedio: vacas 750
kg y machos hasta 1 080 kg por lo que se define como raza pesada. La altura
promedio a la cruz es: machos 144 cm, hembras 138 cm [5-6].

Estas razas con mayor musculatura las podemos observar claramente en la Fig. 3
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Fig. 2. Razas de calidad de carne. A) Angus. Principal productor de carne.
B) Hereford. Localizado en Sonora, Chihuahua, Durango. C) Pie Montes. Rendimiento en la
canal de 53-65%. D) Beef Master. Animales grandes y musculosos. E) Belga Azul. Forma el
50% de la poblacion total en Bélgica. F) Limousine. Carne de primera categoria.

G) Charolais. Animal de gran tamafio.
http://www.veterin.unam.mx/fmvz/enlinea/bovinos/intro.html
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Fig. 3. Razas con mayor musculatura. A) Marchigiana. Gigante de los
Bovinos y llega a pesar 1500kg. B) Romagnola. Localizado en Italia Central. C)
Simmental. Se les define como raza pesada.
http://www.veterin.unam.mx/fmvz/enlinea/bovinos/intro.htmi

BIOLOGIA DEL MUSCULO.
El musculo esquelético debe su nombre a que casi todo este tejido se encuentra

anclado a los huesos del esqueleto que desplaza. Esta bajo control voluntario y la
contraccion se puede efectuar de manera consciente. Las células del musculo esquelético
tienen estructura altamente organizada. Debido a esto, la célula muscular esquelética se

denomina con mayo propiedad como fibra muscular. Su estructura se muestra en la fig. 4. [7]
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Fig. 4. Corte transversal del musculo esquelético.

La hipertrofia bovina es un sindrome que se caracteriza por un elevado desarrollo
muscular en detrimento del tejido adiposo y conjuntivo. La causa genética consiste en
mutaciones que afectan al gen de la miostatina, en virtud de las cuales la proteina resultante

esta incapacitada para la realizacién correcta de sus funciones bioldgicas. [10]

Durante el desarrollo embrionario, cada fibra muscular madura posee un centenar de
nucleos o mas, una vez producida la fusion pierde su capacidad para la division celular. De
esta manera, el numero de fibras musculares queda establecido antes del nacimiento y la
mayoria de ellas permanecen toda la vida. El notable crecimiento muscular posterior al
nacimiento se logra principalmente por agrandamiento de fibras existentes. Cada musculo
es un érgano independiente que consta de cientos a millares de células, llamadas fibras por

su forma alargada.

Unos cuantos mioblastos persisten en los musculos maduros como células satélite,
estas conservan la capacidad de fusionarse entres si o con las fibras musculares dafadas
para regenerarlas. Las fibras musculares maduras se encuentran en disposicion paralela

una respecto de la otra y su diametro es de 10 a 100 um. Aunque comunmente su longitud

9
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es de 100 mm, algunas tienen hasta 30 cm de longitud. Los multiples nucleos de una fibré
muscular se localizan justo bajo el sarcolema, que es una vaina que envuelve al musculo
dando el tono muscular. Miles de pequefias invaginaciones del sarcolema, los tubulos
transversos (tubulos T), excavan tuneles desde la superficie hasta el centro de cada fibra
muscular. Los tubulos T estan abiertos al exterior de la fibra y se llenan de liquido
extracelular. Los potenciales de accion muscular se propagan por el sarcolema y los tubulos
T, los que se diseminan rapidamente en la fibra muscular. Esta estructura garantiza que el

potencial de accién excite todas las partes de la fibra casi simultaneamente.

Dentro del sarcolema esta el sarcoplasma, que es el citoplasma de la fibra muscular
(contiene grandes cantidades de potasio, magnesio y fosfato, ademas de numerosas
enzimas). El sarcoplasma incluye cantidades considerables de glucogeno, que se puede
degradar en glucosa para su uso en la sintesis de ATP. Ademas, el sarcoplasma contiene
mioglobina, proteina de color rojo, fijadora de oxigeno que se encuentra solo en las fibras
musculares, las moléculas de oxigeno son necesarias para la producciéon de ATP en las
mitocondrias. Estos organelos se distribuyen en filas a través de la fibra muscular, de tal
manera que se hallan estratégicamente cercanas a las proteinas musculares que usan ATP
durante la contraccién. Cuando se observa con amplificacion el sarcoplasma, parece que
estuviera lleno de pequenos filamentos. Estas estructuras diminutas son las partes
contractiles de los musculos; las miofibrillas, que tienen casi 2 um de diametro y se extienden
a todo lo largo de la fibra muscular. Sus estrias prominentes confieren a la fibra muscular su

aspecto acanalado.

Un sistema de numerosos sacos llenos de liquido, el reticulo sarcoplasmico
(estructura importante para producir la contraccion muscular rapida), envuelve cada
miofibrilla. [9] Las miofibrillas estdan conformadas por filamentos de miosina y de actina que
interactuan para dar la contractilidad al musculo. En la fibra muscular relajada, el reticulo
sarcoplasmico almacena iones calcio (Ca*?), que al ser liberados de las cisternas terminales

del reticulo sarcoplasmico desencadenan la contraccion muscular. [9]

10
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El desarrollo del musculo se caracteriza por:

/7
A X4

Atrofia Muscular: Las fibras musculares disminuyen de tamafo como resultado de la
pérdida progresiva de miofibrillas. La atrofia ocurre cuando no se ejercitan los
musculos. En un lapso de 6 meses a 2 aios, el musculo pierde tres cuartas partes de
su tamano original y el tejido conectivo fibroso sustituye a las fibras musculares. Una

vez que termina esta sustitucion, es imposible revertirla.

Hipertrofia Muscular: Consiste en el aumento del diametro de la fibras musculares
(aumento de filamentos de actina y de miosina de cada fibra muscular) por la
produccion de mas miofibrillas, mitocondrias, reticulo sarcoplasmico, entre otros. El
incremento resulta de la actividad muscular repetida que implica gran esfuerzo, como
en los ejercicios con pesas. Los musculos hipertroficos poseen mas miofibrillas, por lo
qgue su contraccion puede tener mayor fuerza. Con el numero creciente de miofibrillas,
también aumenta los sistemas enzimaticos que proporcionan energia, lo cual permite

un rapido aporte de energia durante la contraccion muscular intensa a corto plazo.

Hiperplasia Muscular: En raras condiciones de generacion de una fuerza muscular
extrema, se ha observado que aumenta el numero real de fibras musculares, aunque
tan solo en un pequefio porcentaje, ademas del proceso de hipertrofia de las fibras.
Cuando se produce, el mecanismo consiste en el desdoblamiento lineal de fibras

previamente aumentadas de tamano. [8-9]

El desarrollo de musculo esquelético y la regeneracion son reguladas por una variedad

de factores de crecimiento y transcripcion que ambos afectan la proliferacion de las células

tronco musculares y la diferenciacion de los tubulos T. En particular, los factores de

crecimiento como el TGF-R juegan un papel importante promoviendo la miogénesis.

Para estudiar el papel de la miostatina en el desarrollo de la masa muscular se

generaron ratones transgénicos knock out. Los ratones que expresan la mutacion del gen de

la miostatina exhiben un incremento en la masa del musculo esquelético como resultado de

11
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la extension de hipertrofia muscular. Se observé que en ratones con una mutacion negativé
de miostatina presentaban efecto hipertrofico en el musculo. Interesantemente, la hipertrofia
muscular fue independiente de los factores de transcripcion conocidos e implicados en
la hipertrofia muscular, incluyendo miogeninas como GATA-2 y MEF-2C. La miostatina es un
regulador negativo de la hipertrofia muscular y esta funcion normal puede ser inhibida a

través de un mecanismo negativo dominante. [11]

CARACTERISTICAS DEL DESARROLLO MUSCULAR.

El crecimiento muscular esta dado por dos factores que pueden ser de tipo patoldgico

como la hiperplasia e hipertrofia o fisioldgico que puede ser inducido por ejercicio o por el uso
de algunos anabdlicos que pueden ser de tipo esteroideo o no esteroideo como el

Clenbuterol.

ANIMALES CON FENOTIPO DOBLE MUSCULO.

Los animales con fenotipo “doble musculo” son aquellos que exhiben hipertrofia

muscular extrema. Este tipo de conformacion es una anormalidad genética y se caracteriza
por el abultamiento muscular exagerado de los hombros y la parte superior de los miembros
posteriores, asi como un trasero redondo pronunciado. Los musculos dilatados y la grasa
subcutanea reducida presentan un relieve agudo a las ranuras intermusculares, y
acompanado de un esqueleto de huesos afinados del animal, ofrece una apariencia
escultural. La musculatura abundante es evidente en las regiones de los hombros, antebrazo,
lomo, muslos y musculos de la regidn tibial anterior, respectivamente; y los musculos gluteos
medio y vastos externo e interno, individualmente. Una vista dorsal presenta una alta
proporcion del ancho de la region pelviana en relacién al existente en la region toracica

(costillas).

Asi mismo, se ha demostrado que el ganado con musculatura exagerada posee una
relacion musculo / hueso mayor cuando estos animales son comparados con el ganado
liviano. Esta diferencia influye también en la produccion de musculo libre de grasa en la
canal. Cuando el peso y grado de grasa se mantienen constantes, el ganado de mayor

musculatura posee mayores porcentajes de rendimiento en canal.

12
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Segun estos resultados, los animales mas pesados muscularmente hablando, poseeﬁ
altos porcentajes de rendimiento en canal porque sus cavidades corporales son
proporcionalmente mas pequefias. Mientras que en los animales gordos resulta todo lo
contrario, debido a las altas cantidades de grasa mesentéricas y a la grasa acumulada en la

canal. [12]

Para aplicaciones pecuarias, el ganado doble-musculo presenta algunas desventajas,
entre las cuales se encuentran la reduccidn de fertilidad en hembras, la baja viabilidad de
progenie, y el retraso de la maduracion sexual. Sin embargo, el ganado Belga Azul debido a
su incremento de masa muscular, aumenta la eficiencia de alimento compensando este
inconveniente. [13]

En 1997, McPherron and Lee detectaron el gen responsable de las vacas doble
musculo el cual es considerado una anomalia en algunas razas de ganado. De esta manera
dos razas de ganado vacuno Belga Azul y Pie Montes (Fig. 5) fueron seleccionadas
mostrando un incremento en la masa muscular respecto a razas de ganado vacuno

convencional. [14]

Fig. 5 Ganado vacuno. A) Pie montes. B) Belga azul.

La hipertrofia muscular conocida comunmente como fenotipo doble musculo, ocurre
en el ganado bovino Belga Azul y el Pie Montes donde las mutaciones analizadas revelaron
una eliminacién de 11 pb en la regién que codifica el gen de la miostatina en el ganado Belga

Azul produciendo una proteina truncada (no funcional). [15]
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En adicion, una mutacion fue encontrada también en animales de la raza Pie Montes:
En este caso la secuencia del gen miostatina contiene una mutacion (un cambio amioacidico)
en el exon 3, resultando en un cambio de cisteina a tirosina en la regibn madura de la
proteina. [13-15]

MIOSTATINA.

La miostatina es un factor de crecimiento perteneciente a la familia de los factores de

transcripcion TGF-f y como todos ellos muestra una secuencia de aminoacidos
caracteristica, asi como la formacién de dimeros mediante puentes disulfuro, estando

implicada en fendmenos de desarrollo y diferenciacion celular.

La estructura en conjunto de cada miembro de la familia contiene varias
caracteristicas compartidas para todos los miembros de esta superfamilia. Primero, cada
secuencia contiene una region central de aminoacidos hidrofébicos cercanos al extremo
amino termina; esa funcién es una senal de secuencia para la secrecion. Segundo, cada
miembro de la familia es procesado proteoliticamente. Tercero, la regiéon C-Terminal de
todos los miembros de la familia, demuestra algunos grados o categorias de homologia
contiene de 6 a 9 residuos de cisteina separados por espacios caracteristicos. Y cuarto, las
especies activas en cada caso aparecen como un dimero de puentes disulfuro de fragmentos
de C-terminal, en muchos casos; la actividad ha sido demostrada siendo un homodimero de
fragmentos C-terminales, pero los heterodimeros entre los diferentes miembros de la familia
tienen también que ser detectados, y en ciertos casos, estos heterodimeros tienen que
demostrar las actividades biolégicas que posee para distintos homodimeros

correspondientes. [18-19]

Se cree que cada miembro de la familia TGF-§3 es sintetizado como una pre-proteina
la cual sufre un evento proteolitico en el que intervine una proteasa llamada furina realizando
un corte en la secuencia de conformacion RxxR (aminoacidos 263-266), aproximadamente
de 110 a 114 aminoacidos para el extremo carboxilo terminal con nueve residuos de

cisteina (Fig. 6). Este evento ocurre in vivo, [18-19] liberando un dimero proteico maduro
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que es biolégicamente activo, compuesto por los extremos carboxilo-terminal (C-terminal)

unidos mediante un puente disulfuro.

MQKLQISVYIYLFMLIVAGPVDLNENSEQKENVEKEGLCNACLWREN
TTSSRLEAIKIQILSKLRLETAPNISKDAIRQLLPKAPPLLELIDQFDVQRDASSDGS
LEDDDYHARTETVITMPTESDLLTQVEGKPKCCFFKFSSKIQYNKLVKAQLWIYL
PVKTPATVFVQILRLIKPMKDGTRYTGIRSLKLDMNPGTGIWQSIDVKTVLQNWL
KQPESNLGIEIKALDENGHDLAVTFPEPGEDGLTPFLEVKVTDTPKRSRRDFGLD
CDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHT
HLVHQANPRGSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGEGQIIYGKIPAMVVDRCGCS

Fig. 6. Secuencia de aminoacidos. (M) Metionina inicial, (RSRR) Corte de la enzima furina, (C)
Residuos de cisteina, (N) Mutacién para fenotipo doble musculo. (S) Ultimo aminoacido antes de
codon de paro.

Los factores de crecimiento (GF) son normalmente efectivos en concentraciones muy
bajas y tienen afinidad alta por los receptores correspondientes en las células diana. Cuando
el ligando se une al receptor, el complejo receptor-ligando inicia una sefial intracelular

(o nucleo) y modifica la expresidon genética y la funcion de las células.

Algunos GF’s estimulan la proliferacion celular y otras las inhiben. Un gran grupo de
GF’s es la superfamilia de factor de crecimiento y transformacion beta (TGF-@) del cual hay

varios subtipos.

Una caracteristica comun de TGF- 3’s es que son secretados por células en una forma
compleja inactiva. Consecuentemente, presentan una actividad biologica latente hasta la
proteina madura. ElI mecanismo exacto de estos complejos latentes no se entiende
completamente, pero en su activacion pueden involucrar la participacion de enzimas como

proteasas.

Otro rasgo comun de los TGF-B’s es la actividad biolégica, muchas veces exhibida en

presencia de otros factores de crecimiento. La actividad biolégica de TGF- es compleja, ya
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que dependen de un estado fisiologico de la célula diana y la presencia de otro factor dé

crecimiento.

Se han encontrado mutaciones (fig. 6) que alteran la estructura de la proteina
miostatina, mediante la aparicion de un codon sin sentido (nonsense) o bien un cambio
aminoacidico (missenese) que dana la formacion de alguno de los puentes disulfuro

necesarios para la adquisicion de la estructura cuaternaria de la proteina. [10]

La miostatina se detecta a una edad temprana en los somitos (embrién) en desarrollo,
y su expresion se mantiene en el animal adulto fundamentalmente en [19-20-21]:
% Glandula mamaria
% Tejido adiposo
+ Musculo esquelético (Feto y adulto)

+» Musculo cardiaco.

Mediante estudios moleculares, actualmente se ha reportado la presencia del gen
miostatina en la mayoria de los vertebrados incluyendo gallinas, humanos, ovejas, cerdos,
bovinos, entre otros. [14-16-22-23].

Para determinar el papel biolégico de la miostatina en musculo esquelético,
McPherron y colaboradores alteraron el gen, y la expresaron en animales transgénicos. Los
fenotipos mutantes manifestaron mayor masa muscular. Todos estos ratones crecieron
hasta edad adulta y luego fueron fertilizados. EIl ratéon adulto mutante tiene una forma de

cuerpo anormal con caderas y hombros muy grandes similar al ratdn de tipo-silvestre. [14]

Se encontrd la posibilidad emplear agentes farmacoldgicos capaces de bloquear la
actividad de la miostatina fomentando el crecimiento muscular en humanos enfermos y
también en ganado. Tanto la miostatina como los TGF existen normalmente in vivo en un
complejo propeptidico latente (la porcion de la proteina precursora) y en la activacion, la
miostatina puede senalar la unién para la activacién de dos tipos de receptores. Tal es el

caso de la activina y folistatina que son antagonistas para el gen de miostatina. [22]
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JUSTIFICACION

La necesidad de incrementar la cantidad y produccidon de carne, que aporte proteina
de buena calidad a la poblacién nacional es imperante en los esquemas actuales de la
produccion animal. Como una salida alterna a lo anterior, se han disefiado e incrementado el

abuso de compuestos anabdlicos y esteroides para el aumento de la masa muscular animal.

Sin embargo el uso indiscriminado e irracional de estos compuestos, ha provocado
graves trastornos a los animales y accidentes fatales en los seres humanos, como los casos

recientemente conocidos en Jalisco, Querétaro y el Estado de México.

Una alternativa a lo anterior es el empleo de la biotecnologia molecular animal, para
conocer y reproducir primero en laboratorio y, después en condiciones de campo las ventajas
naturales de los animales. En México, existen bovinos autdctonos los cuales estan
adaptados a nuestras condiciones geograficas; en estos animales es relevante analizar e
identificar su merito genético, para el aislamiento y propagacion de esta particular genética

animal.

Seria de interés poder identificar certeramente animales con fenotipo doble musculo
autéctonos heterocigotos, los cuales serian de utilidad al tratar de evitarlos los problemas
reproductivos asociados a este fenotipo. Paralelamente se impactaria de manera
considerable a los sistemas de produccion animal que operan a lo largo de la republica

mexicana.
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HIPOTESIS

El gen de la miostatina se expresa en células de epitelio mamario bovino y de ellas se

puede amplificar al ADNc.

OBJETIVO GENERAL

Identificacion y manipulacién del gen de la miostatina para su clonacion molecular y

produccion de vectores de expresion.

OBJETIVOS PARTICULARES

Identificacion y amplificacién del gen de la miostatina.

Caracterizacion parcial por digestion enzimatica del gen de la miostatina.
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MATERIALES Y METODOS

CULTIVO PRIMARIO DE EPITELIO MAMARIO DE BOVINO (EMB).

El cultivo primario de EMB se cultivd en cajas petri de plastico de 10 mm (Corning),
con medio F12K (Anexo 1) y 4 ul de insulina 10 ug/ul (SIGMA), en una incubadora de CO,
(Lab-lineR, modelo 465) a 37 °C [23].

Cuando la caja llegd a una confluencia de 90-100% de células, éstas fueron
cosechadas (empleando tripsina), retirado el medio se procedié a afadir 2 ml de Tripsina
(SIGMA) banando perfectamente el fondo de la caja. Terminado este proceso se llevo a la
incubadora de CO,, durante 8-10 min para que las células se despegaran perfectamente de
la caja. Transcurrido este tiempo se observaron al microscopio y se recupero la tripsina con
las células en un tubo de polipropileno 15 ml (CORNING). Recuperadas las células se

realizé el conteo al microscopio con el hemocitémetro (Hausser Scientific).

Criopreservacion de las células de EMB.

Una vez recuperadas las células en un tubo cénico de 15 ml se llevaron a centrifugar
(Centra CL2, Termo IEC) a 2,000 rpm durante 5 min. La pastilla se resuspendié con suero
fetal bovino con 10% de dimetil-sulféxido (DMSO; J.T. BAKER), se resuspendi6
perfectamente y se alicuotd 1 ml de solucién celular en criotubos (CORNING), los cuales se
depositaron 2 hrs en hielo (-20°C), para transferirlos al ultracongelador (-80°C;
ThermoForma. Mod. 906) por 24 hrs, para finalmente almacenarlos en nitrégeno liquido
(-200°C).

EXTRACCION DE ARN TOTAL.

Se empled la técnica de tiocianato de guanidina- fenol-cloroformo (Anexo 2).

A cajas petri a una confluencia de 100% se les retir6 el medio de cultivo, se agregd 1
ml de Solucién D (Anexo 2), la solucién celular lisada fue recuperada un tubo de ensayo

estéril. Al tubo se le incorpord 100 ul de Acetato de Sodio (CH3CO2Na, J.T. BAKER) 2M a
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pH 4, se agitdé en vortex (Thermolyne, Mod. M63215) durante 15 seg. Se adiciond 1ml dé
fenol saturado con agua (Invitrogen) con una pipeta estéril de plastico y vortex durante 15

seg.

Se anadié 200 ul de cloroformo-isoamilalcohol (49:1), vortex durante 1min. La
solucion se incubo en hielo (4 °C) por 20 min. Posteriormente se centrifugé en una microfuga
(Eppendorf 5415D) a 10,000 rpm durante 20 min, se recuperé la fase acuosa en otro tubo
eppendorf sin tocar la interfase, se agregd un volumen de isopropanol (J.T. BAKER), se

mezclo y se llevo a 4 °C durante 1 hr.

Transcurrido ese tiempo se centrifugé a 10,000 rpm durante 20 min, se eliminé el
sobrenadante y resuspendio la pastilla (ARN) en 200 ul de solucién D; se pasoé la solucion a
un tubo eppendorf nuevo, el cual se precipitdé con un volumen de isopropanol (400 ul) y llevd

nuevamente a 4 °C durante 1 hr.

Se centrifugd a 12,000 rpm a 4 °C durante 15 min, se tird el sobrenadante y se lavo la
pastilla con etanol al 70%, se resuspendioé en 60 ul de agua [24] y se realizo la lectura de la

Densidad Optica (DO) al espectrofotdémetro a una longitud de onda de 260 nm.

ELECTROFORESIS
Se verificd la calidad del ARN en un gel de Agarosa 0.8% (Invitrogen) con solucién
Tris/Borato/EDTA (TBE, Anexo 3).

Previamente en la camara de electroforesis (Owl Modelo B14) se agregé el Buffer de
corrida TBE 0.5x con 5 ul de Bromuro de etidio [5 ng/ml] y se conecté a una fuente de poder
(Amersham pharmacia biotech, EPS 601). Se corrié a 120 V durante 20 min y se observé a

través de luz Ultravioleta.
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RETROTRANSCRIPCION DE ARN (RT)

Los retrovirus (RV) han mostrado peculiaridades bioldégicas que les hacen muy
diferentes de los otros grupos de virus y que han dado lugar a la reinterpretacion de algunos
dogmas de la biologia en vigor hasta hace bien poco. La propiedad mas caracteristica de
este grupo de virus es la retrotranscripcion, descubierta en 1970 por Baltimore. Este proceso
consiste en la sintesis de una molécula de ADN utilizando como patrén un ARN, y es una
actividad enzimatica que no existe en las células normalmente. La observacion de este
fendmeno obligd a modificar el dogma central de la biologia molecular acerca del sentido del

flujo de la informacién genética ADN- ARN- proteina. [25]

En tubos de plastico para PCR se prepar6é una solucion utilizando 2 ul de Buffer de
transcriptasa inversa (New England,), 1 ul de inhibidor de RNasa (RNasin), 1 ul de
oligonucléotido dT [50 uM], 1 ul Transcriptsa inversa (200,000 U/ml, New England) utilizado
como molde 1 ug de ARN de EMB para obtener el ADNc ,1 ul dNTPs, y aforar a 20 pl con

agua destilada.

Una vez realizada la solucion se dejo 10 min a temperatura ambiente, después se
llevé a un Termociclador (Applied Biosystems Gene AmpR. PCR Systems 2700), el cual debe

de estar programado de la siguiente manera:

40 °C 94 °C 6 °C
50 min 4 min 4 min

Tabla 2. Programa con temperaturas y tiempos para RT

Una vez terminada esta reaccidon se obtuvo el ADNc que se utilizé para realizar una
PCR.
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

Esta técnica se utiliza para la sintesis “in vitro” de secuencias especificas de ADN.
La técnica se basa en la replicacion del DNA realizada por la ADN polimerasa. Esta enzima
realiza la sintesis de una cadena complementaria de ADN en el sentido 5-3’ usando un
molde de cadena sencilla e iniciadores. Los iniciadores son una pareja de oligonucleétidos
sintetizados de manera que sean complementarios a cada uno de los extremos 5’ y 3’ del

fragmento de ADN que se desea amplificar.

Partiendo de este principio, la PCR se basa en la repeticion de un ciclo formado por
tres etapas.
1. Desnaturalizacion del ADN doble cadena. En esta etapa la doble hélice de ADN se
separa en dos hebras. Para ello se realiza una incubacion de la muestra a altas
temperaturas (93-97 °C).

2. Hibridacion de los inciadores a la zona especifica de cada una de las hebras. Se

realiza gracias a la bajada de la temperatura (50-65 °C).

3. Extension del cebador por actuacion de la ADN polimerasa (Elongacion). Se produce
el fragmento de doble cadena por la complementariedad en direccion 5’-3’ mediante la
enzima ADN polimerasa, la cual incorpora los desoxinucletdtidos presentes en el

medio siguiendo la cadena molde.

Componentes de PCR.
% Muestra de ADN. Cantidad suficiente para la amplificacién del ADN en forma unica.

>

% ADN polimerasa: Taq polimerasa, ésta es una enzima termoestable aislada de Termus
aquaticus (Taq), una bacteria que soporta altas temperaturas.

Desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs): dATP, dGTP, dCTP, dTTP.

Amortiguador de la reaccion. El uso de adyuvantes elevara la especificidad y fidelidad
de la PCR.

%o

%

>

o
2

22



Identificacion del gen de la miostatina de bovino.
Ménica del Rocio Gordillo Herrera.

% Cloruro de Magnesio (MgCl,). La concentracién de este i6n resulta fundamental para
la optimizacién de la reaccion. En concentraciones altas de magnesio disminuye la

especificidad y en bajas concentraciones aumenta.

X/

% Temperaturas y tiempo de los ciclos. Cada ciclo esta compuesto de las tres etapas
(Desnaturalizacion, hibridacion y elongacién). El tiempo, la temperatura y el nimero de
ciclos son factores determinantes en los resultados de la PCR, por lo tanto al

modificarlos se optimiza la reaccion. [26]

Secuencia de Oligonucleétidos.

- Miostatina 3’ : 5'- TCA TGA GCA CCC ACA GCG -3’

- Miostatina 5" : 5’- CAT GCA AAA ACT GCA AAT CTC -3’

- B-Actina3’: 5-TCGTACTCCTGCTTGCTGA-3

- B-Actina 5 :  5- ATG GTG GGA ATG GGT CAG AA -3’ [27]

Se realiz6 una solucion en tubo de plastico eppendorf (1.5 ml) con los siguientes
componentes: 10 ul de dNTPs, 10 ul amortiguador (Biotecnoldgicas universitarias), 5 pl
MgCl, (Biotecnoldgicas universitarias), 0.5 ul Tag Polimerasa (Amplificasa, biotecnoldgicas

universitarias), 2 ul miostatina 3’, 2 ul miostatina 5’, 2 ul cDNA y aforar a 100 pl. (Anexo 4)

En el caso del control positivo se cambiaron los oligonucle6tidos de miostatina por los
oligonucléotidos de B-actina y se utilizaron los mismos reactivos con sus respectivas
cantidades. [27-28]. Elaborada la solucion se llevé a un Termociclador programando como

se indica en la Tabla 3.

94°C | 94°C 56 °C 72 °C 72 °C 6 °C
1 min | 30 seg 1min | 1:20min | 10 min Infinito

Tabla 3. Programa para realizar PCR utilizando 45 ciclos
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Terminada la reaccion se procedié a realizar una electroforesis, la cual se corrid a

120V durante 40min. Utilizando marcador lambda BstE Il (New England).

Transcurrido el tiempo se retira de la cdmara y se observa a través de luz Ultravioleta.
Se realiz6 la comparacion del gen obtenido con el marcador, tomando en cuenta el numero

de pares bases del gen de la Miostatina el cual tiene 1128 pb.

DIGESTION ENZIMATICA.

Obtenida la banda del gen MSTN se realizaron tres cortes enzimaticos utilizando el
equivalente a 20 ng de ADN por cada reaccion. Se elaboré un primer corte el cual se realizé
con la enzima Bgl Il (GIBCO), un segundo corte con la enzima Hind Il (New England) y un
ultimo corte utilizando las dos enzimas anteriormente mencionadas realizando asi una doble

digestion, la cual se realizé en dos pasos debido a la incompatibilidad de las enzimas.

Se agrego6 en un tubo eppendorf (1.5 ml) 0.5 ul enzima Bgl Il (Gibco BRL®), 1 ul
buffer Reactor # 3 (Gibco BRL®), 1 ul del gen de la miostatina y 7.5 ul de agua. En otro tubo
se coloco 0.5 ul de Hind Il (New England), 1 ul buffer 2 (New England), 1 ul de gen de la
miostatina y 7.5 ul de agua y se llevaron a Bano Maria (Shel-Lab, Model 1202) a 37 °C
durante 35 min. Transcurrido el tiempo se realizé una electroforesis y se observé a través de

luz Ultravioleta, utilizando como referencia un marcador A100 pb (New Englad).

Y en un tercer tubo se realiz6 la doble digestion enzimatica utilizando 0.5 pl enzima
Bal Il, 1 ul su buffer Reactor # 3, 1 ul del gen de la miostatina y 7.5 ul de agua y se llevo a
Bafno Maria a 37 °C durante 35 min, una vez terminado el tiempo se sacé el tercer tubo
utilizado para la doble digestion y se le realizé una limpieza agregando un volumen de

fenol-cloroformo, se agité con vértex y llevé a centrifugar durante 5 min a 12,000 rpm.

Terminado el proceso se tomé la fase acuosa y se recuperd en un tubo nuevo, a esta

fase se le adicion6 10 % de NaCl 2M, 1 ul de glicégeno [50 mg/ul] y se homogenizd, después
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se incorporé un volumen de isopropanol y nuevamente se homogenizé, llevd ai
ultracongelador a -80 °C (ThermoForma, Mod. 1545) durante 25 min, centrifugar a 12,000
rom durante 10 min, tirar el sobrenadante y lavar la pastilla con etanol al 70 % frio. Dejar
secar las paredes y resuspender con 7.5 ul de agua, 0.5 ul Hind Ill, 1 ul de gen MSTN y
nuevamente se llevo a bafio maria durante 35 min. Concluidos los dos cortes enzimaticos se

realizo electroforesis y se observa a través de luz ultravioleta utilizando marcador A100.
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RESULTADOS Y DISCUSION

CULTIVO CELULAR

La linea celular de epitelio mamario bovino (EMB) se mantuvo in vitro empleando el
estimulo hormonal correspondiente de hidrocortisona e insulina. Las células a una
confluencia de 90-100 % fueron cosechadas, resembradas o empleadas para el aislamiento
de macromoléculas (ADN, ARN y proteinas). Las células aisladas en cultivo necesitan las
hormonas arriba sefialadas para mantener su estado diferenciado y paralelamente estimulen

su proliferacion in vitro [29].

El cultivo de epitelio mamario bovino in vitro se duplica cada 24 hrs, lo cual
corresponde al tiempo de proliferacidn reportado para este tipo celular [23]. Se mantiene
durante 10 pasajes lo cual corresponde aproximadamente 20 ciclos celulares segun lo
reportado [30].

Este cultivo primario fue donado por el laboratorio de la Dra. Alejandra Ochoa Zarzosa
del CMEB-UMSNH. Las células de epitelio mamario bovino cultivas de manera in vitro
forman una monocapa con una morfologia de tipo “domo” (Fig. 7), la cual presenta uniones
estrechas entre las células asi como una gran cantidad de microvellosidades, vacuolas de

grasa y vesiculas secretoras correspondientes a este tipo celular in vivo [31-32].

La caracterizacion del cultivo consistié en la inmunocitoquimica para determinar el
origen epitelial del cultivo, mediante la deteccion de la expresion de la proteina citoqueratina.
Con el empleo de la PCR se verificd la expresion de los genes de las proteinas lacteas de

caseina-beta y caseina - kappa cuya expresion especifica es del epitelio mamario [33].
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Fig 7. Epitelio mamario de bovino. A y B cultivos in vitro formando una monocapa

con una morfologia celular de tipo “domo”

Estos resultados garantizaron que el cultivo primario utilizado en este trabajo fue un

epitelio mamario bovino en forma pura.

IDENTIFICACION DEL GEN DE LA MSTN

A partir del cultivo de epitelio mamario bovino se realizé el aislamiento del ARN total,
ya que este tejido asi como el cardiocito, el miocito y el adipocito se han reportado expresan
al gen de la miostatina [21-22]. Este gen molecularmente alterado (mutado) se expresa en el
ganado bovino de fenotipo de doble musculo, asi como en su forma silvestre en los animales

con fenotipo normal.

El resultado de la técnica utilizada tiocinato de guanidina-fenol-cloroformo, para la
extraccion de ARN total se puede observar claramente en la figura 8, el ARN esta libre de
ADN contaminante, se obtuvo la molécula en buena cantidad e importantemente, éste ARN
no fue degradado durante su extraccién y/o manipulacién. Este ARN purificado esta

compuesto por 90 % de ARN ribosomal y solo el 10 % corresponde al ARN mensajero.
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Una muestra del ARN [3 ug] fue sometida a electroforesis en gel de agarosa, la cuai
presentd las tres bandas caracteristicas de ARN ribosomal 28S, 18S, 5S (Fig. 8) que se

presenta en las células eucariotas, lo cual coincide a lo reportado en la literatura [23].
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Fig. 8 ARN total de epitelio mamario de bovino. Tefido con

bromuro de etidio. Gel de agarosa al 0.8%.

Se realiz6 la técnica de RT utilizando como molde de la reaccion enzimatica ARN total
[1 pgl, el cual contiene moléculas de ARNm que en sus extremos 3" presentan colas de
poli-A. Siguiendo las reglas de Watson/Crick el oligoprimer-T se unié al extremo de poli-A,
para lograr el copiado de las cadenas de ADNc correspondientes a todos los genes que

codifican proteinas celulares, incluido el gen de la mstn.

Este ADNc posteriormente fue amplificado por medio de la PCR para obtener la

banda de ADN correspondiente al gen de B-actina y de la miostatina.
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Utilizando al gen B-actina como control positivo ya que éste gen forma parte de Ié
estructura celular eucariota, ademas de ser un gen constitutivo, el cual presenta una banda
aproximadamente de 876 pb [27]. De manera independiente se realiz6 la PCR del gen de la
miostatina ya que ambos genes (3-actina y mstn) tiene un peso molecular muy semejante y
al realizar una sola reaccién para estos dos genes no podriamos observar de manera clara
sus bandas. (Fig. 9).

miostatina B-actina

1128 pb  — +~— 900pb

Fig. 9. PCR del ADNc de epitelio mamario bovino. El gen de la miostatina

de 1128 pb, el gen (1-actina de 876 pb. M marcador de peso molecular A
BstE Il. Gel de agarosa al 0.8%.

También se utiliz6 como control negativo de la PCR al ARN total obtenido el cual en
este caso no amplifico ninguna secuencia (resultado no mostrado), este resultado indico que
el aislamiento del ARN fue libre de ADN contaminante. Si en esta reaccion se hubiera
amplificado alguna banda de ADN la conclusion seria que el ARN se encontraba
contaminado. A este respecto se sabe que la técnica de PCR solo amplifica ADN y no ARN

como templado de la reaccion de sintesis.
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A través de electroforesis observamos por medio de luz ultravioleta una banda dé
ADN de aproximadamente 1128 pb (Fig.10), que corresponden al gen de la miostatina
completo, dado que los oligonucledétidos fueron disefiados para incluir el triplete de iniciacion

AUG vy el de terminacion del gen [14].

1128 pb

M Miostatina

Fig. 10 PCR del gen mstn. El gen mstn que codifica para la proteina miostatina
fue amplificado en gran cantidad. M marcador de peso molecular lambda BstE Il
Gel de agarosa al 0.8%.

DIGESTION ENZIMATICA DEL GEN MSTN.

Se realizaron cortes enzimaticos con el objetivo de comprobar que la banda
amplificada por PCR efectivamente era el gen de la miostatina que se estaba buscando. Con
la banda de ADN de 1128 pb se realizé una digestién enzimatica de acuerdo con el patrén de
digestion de la secuencia reportada en la base de datos, obteniendo el corte correcto (2

bandas) con la enzima Bgl Il con un peso molecular aproximado de 421 pb 'y 778 pb.
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Paralelamente se realizé la digestion enzimatica con las enzimas Hind Ill la cual

produce 3 bandas con pesos moleculares de 189 pb, 251 pb, 674 pb. La doble digestion

enzimatica del gen mstn produce 4 bandas con pesos moleculares de 85 pb, 104 pb,

pb, 674 pb.
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Fig. 11. Secuencia de ARNm de Bos Taurus. (Verde) Secuencia no codificante, (Azul) Caja
tata, (Violeta) Codon de inicio de la transcripcién, (Rojo) Secuencia codificante 1128 pb,
(Negro) Secuencia de 375 aminoacidos en cédigo de una letra, (Lavanda) Sitio de corte de

enzima furina.

Oligoprimers del gen MSTN, (Verde oscuro) Codon de paro, (Café) Sitio
de corte para Bgl Il, (Azul cielo) Sitio de corte para Hind IlI.
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Se obtuvo el corte enzimatico correcto con Bgl Il como ya se ha mencionado el cuai
se puede observar claramente en el carril 3, lo cual indicd que la secuencia del gen mstn
amplificada y reportada en este trabajo (Fig. 12). Para el caso de la enzima Hind Ill no se
obtuvo el corte enzimatico reportado, probablemente debido a que ésta secuencia de ADN
puede presentar en este sitio una mutacion de la secuencia genética, provocada por la
enzima Taq DNA polimerasa empleada, o bien sea el resultado de una variante polimérfica,
lo cual explicaria de manera satisfactoria el resultado encontrado como se muestra en el
carril 2 en el cual se encuentra una sola banda de ADN que no fue cortada. En el carril 4 se
encuentra la doble digestion y se puede observar solamente el corte realizado por la enzima
Bal Il.

Fig. 12 Digestién enzimatica del gen mstn. Corte con las enzimas Hind
Il (carril 2), con Bgl Il (carril 3) y doble corte con Hind Il y Bgl Il (carril 3).

M marcador de peso molecular de 100 pb. Gel de agarosa al 1.5%.
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CONCLUSIONES

El epitelio mamario bovino in vitro expresa al gen que codifica para la proteina

miostatina.

Se amplificé e identifico el gen de la miostatina (mstn) por medio de RT-PCR,
obteniendo una banda de DNA de 1128pb.

La caracterizacion por digestion enzimatica parcial indica que el fragmento amplificado
tiene un sitio de corte para la enzima Bgl Il. La enzima Hind Il no corté el gen mstn, dado

que probablemente se tiene una mutacioén o una variacion polimorfica.
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PERSPECTIVAS

Con el gen mstn amplificado éste puede ser clonado y secuenciado para poder

certificar la identidad del gen.

Asi como llevar a cabo el desarrollo de anticuerpos mono y policlonales, la eliminaciéon
o alteracion endogena del gen mstn en células y animales, el estudio de los mecanismos de

regulacion.

También se podra realizar la identificaciéon de animales homocigotos y heterocigotos,
ademas de inducir el fenotipo doble musculo en animales de granja y la realizacion de

sistemas bioldgicos inducidos.
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ANEXOS

Anexo 1.
CULTIVO PRIMARIO DE EPITELIO MAMARIO DE BOVINO (EMB).
» Medio F12K (Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium / Nutrient Mixture F-12 Ham).
Anadir 10% de Suero Fetal Bovino (GIBCO), 5 ml de Penicilina-Streptomicina (GIBCO)

y filtrar con membranas 0.22 um (Millipore) estériles.

Anexo 2.
EXTRACCION DE RNA.

1. Extraccidn Solucién D, 0.2M de acetato de sodio,
pH 4, fenol-cloroformo.

2. Precipitacidn Un volumen de isopropanol

3. Reprecipitacion Solucion D, un volumen de isopropanol

4. Lavado Etanol 70%

5. Solubilizacion Agua destilada.

Pasos para realizar extraccion de ARN total.

» Solucién D. Tiocianato de guanidina 4M, Cirato de Sodio 25 mM pH 7, Sarcosyl 0.5%
y B-Mercaptoetanol (SIGMA) 100 mM.

Anexo 3.
ELECTROFORESIS.
> TBE (Tris/borato/EDTA) Electroforesis Buffer. 10x. Tris base (SIGMA) 108 g, Acido
Borico (J.T. BAKER) 55¢g, 40 ml EDTA 0.5m (pH 8), Aforar con agua destiladaa 1 L.

» Buffer de Carga Azul.- 0.25% Bromofenol Azul, 0.25% Xylen Cianol FF, 30% glicerol
en agua.
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Anexo 4.
PCR
» dNTPs [25pM/ul] (Invitrogen).
20ul de cada uno + 920ul Agua destilada.
» Oligonucleétido Miostatina 3’ (66.666 pM/pl)
37.5ul Stoke + 62.5ul agua destilada (25 pM/ul)
» Oligonucledtido Miostatina 5’ (60.606 pM/pl)
41.25ul Stoke + 58.8ul agua destilada (25 pM/pl)

41



