Identificacion de regiones reguladoras del gen de la miostatina.
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INTRODUCCION

Utilizando la estrategia de clonado de candidatos posicionales se ha
identificado una serie alélica de mutaciones en el gen de la miostatina bovina
responsables del caracter culdén en varias razas bovinas europeas (Grobet y col.,
1997; Grobet y col., 1998; Kambadur y col., 1997; McPherron y Lee 1997; Cappuccio
y col., 1999). El gen de la miostatina codifica para una proteina que presenta las
caracteristicas tipicas de los miembros de la familia de factores de crecimiento TGF-
b: un péptido sefal, un péptido latente asociado y un dominio carboxiterminal
(McPherron y col, 1997).

La miostatina se detecta a una edad temprana en los somitos en desarrollo, y
Su expresion se mantiene en el animal adulto fundamentalmente en tejido muscular
esquelético (McPherron y col, 1997). También se ha detectado la presencia de ARN
mensajero en musculo cardiaco y glandula mamaria (Ji y col., 1998). En musculo en
fase de regeneracion se detecta en las células mononucleadas en la periferia de las
fibras musculares.

El objetivo de la presente comunicacion es contribuir al conocimiento de los
mecanismos que regulan la expresién de la miostatina. Para ello se utiliz6 un
analisis de secuenciacion comparativa entre las secuencias bovina y de raton, y se
secuenciaron 17,4 kb. y 15,3 kb. de la secuencia bovina y de ratén a partir de clones
de ADN gendmico de genotecas comerciales en fago | .

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron dos genotecas bovinas comerciales de ADN gendémico (Clontech
BL1015j y Stratagene 946702) y una de raton (Clontech ML1043j) en fago | para
identificar 2 clones bovinos y uno de ratéon que completaban la secuencia del ADN
codificante mas las regiones en 5’ y 3’ del gen. Los clones fueron identificados por
hibridacion utilizando como sonda el ADN codificante de la miostatina bovina,
obtenido por RT-PCR de ARN mensajero muscular esquelético (Grobet y col., 1997).
Los clones se caracterizaron por PCR utilizando oligos especificos de la secuencia
de la miostaina y de los brazos del vector de clonado.

Se amplificaron los insertos de los clones elegidos mediante protocolos de Long-
PCR, y se secuenciaron completamente sus dos hebras. Los productos PCR
resultantes se secuenciaron siguiendo una estrategia de shot-gun mediante un
protocolo de secuenciacion ciclica (Dye terminator Cycle sequencing) en un
secuenciador automéatico ABI 373. Para completar los huecos de la secuencia se
disefaron oligos y se secuenciaron por mediante una estrategia de primer-walking.
La posterior unién de los contig de secuencias se llevo a cabo utilizando las



aplicaciones phred/phrap/consed (Ewing y col., 1998; Ewing y Green, 1998; Gordon
y col., 1998).

Las secuencias se analizaron usando los programas COMPARE y GAP del grupo
de programas GCG.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Secuenciacion. Las dos secuencias obtenidas cubrieron la secuencia
codificante del gen, los dos intrones que la interrumpen, mas secuencias de 5 kb. de
media en 5’y 3. La secuencia de la miostatina bovina consta de 17.417 pb., y la de
raton 15.312 pb.

Comparacion de las secuencias bovina y de ratén. Las dos secuencias se
compararon utilizando una matriz de puntos llevado a cabo con el programa
COMPARE. Este programa coloca cada secuencia en un eje, las va comparando por
ventanas de 21 nucleétidos y coloca un punto cuando al menos 16 de ellos son
iguales (Figura 1).

A partir de la base 1.300 de la miostatina bovina empieza la homologia y
sigue una linea diagonal. De la posicion 12.300 hasta la 15.860 se observa una zona
no conservada, la linea de homologia continda hasta el final de la secuencia bovina.
La secuencia del ratén se continda durante unas 2.700 pb. mas.

La zona de pérdida de homologia representa un proceso de insercién-
delecccion que debié ocurrir durante la divergencia de las dos especies, debe
representar una insercion debida a una retrotransposicién de un fragmento de 3.560
pb. deducido por la presencia de elementos SINE bovino. El comienzo de la
homologia coincide con los limites de otro elemento SINE bovino, lo que puede
indicar otro fendmeno de insercion. Se eliminaron las secuencias de fuera de la
region de homologia y se analizaron con el programa GAP, que asigna a las
secuencias un porcentaje de homologia (Figura 2).

El grado de conservacion es alto en las regiones de los exones. A parte de la
region codificante, se pueden sefialar 4 regiones altamente conservadas, cuya
homologia esta por encima del 80%. Las 4 regiones estan sefialadas en la Figura 2.

La region 1, situada inmediatamente en 5’ del exdnl, debe tratarse de la
region del promotor. Esto se confirmd posteriormente cuando se identific6 en esta
region las secuencias correspondientes a una TATA-box y una CAAT-box
conservadas en la secuencia bovina y de raton.

Las regiones 2, 3 localizadas en 5 del gen, y la 4 en el intrén 1, son
candidatas a estar implicadas en la regulacion de la expresion del gen.

Los médulos reguladores de la expresidon muscular estan formados por
secuencias de unos 200 pb. donde se agrupan varios factores de transcripcion
musculo especificos. Estos médulos reguladores normalmente se localizan en las
regiones 5, intron 1 y 3’ de los genes. La busqueda de estos factores de
transcripcion se llevd a cabo usando un algoritmo de regresién logistica para la
prediccion de modulos reguladores musculo-especifico. En estos estudios se
incluyeron los factores siguientes: Tef, Sp-1, MEF-2, Myf, SRF y MyoD (Wasserman
y Fickett, 1998).

El analisis de regresion logistica no identifico ningun factor de transcripciéon
tipico muscular. Sin embargo esto no tiene por qué estar en desacuerdo con la
conocida expresion muscular de la miostatina. O bien pueden existir en estas
regiones factores de transcripcion aun no descritos, o bien estos factores de
transcripcién se encuentran situados en otras zonas no secuenciadas. Las zonas



identificadas deberan ser tenidas en cuenta en el desarrollo de protocolos de
modificacion de la miostatina, y seran la base para posteriores estudios de
funcionalidad.
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