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Introducción 
 
 La Hipertrofia Muscular (HM) Hereditaria es un síndrome descrito en las especies 
murina y bovina (donde también es conocido como “doble grupa” o “cularidad”) que 
provoca, como característica más sobresaliente, un incremento generalizado de la masa 
muscular del animal (figura 1). A nivel macroscópico, se advierte además una reducción 
muy marcada del tamaño de los órganos, así como un descenso moderado en el índice de 
transformación. 
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Figura 1. (a) Toro culón de la raza Asturiana de los Valles. (b) Ratón hipertrófico –a la derecha- 
Figure 1. (a) A fullblood Asturiana de los Valles double-muscled bull. (b) Hypertrophic mouse -rigth- 

 
 A nivel microscópico o histológico, el tejido muscular de estos animales se 
caracteriza por un incremento en el número, que no en el tamaño, de las fibras musculares, 
fenómeno conocido como hiperplasia muscular (hipertrofia, por tanto, es inexacto). Esta 
mayor densidad de músculo se compensa con descensos concomitantes en los tejidos 
conjuntivo y, sobre todo, graso. 
 En el ganado bovino, este fenómeno ha sido descrito en diversas razas europeas, 
tanto españolas (Asturiana de los Valles, Pirenaica) como belgas (Blanco Azul), italianas 
(Piamontesa, Marchigiana) o francesas (Charolés, Limousine). 
 El gen de la miostatina (MSTN) o GDF-8 (Growth and Differentiation Factor - 8) 
(Grobet et al., 1997; McPherron et al., 1997) está constituido por tres exones y dos 
intrones (figura 2). La proteína que codifica, encuadrada en la superfamilia de los TGFβs 
(Transforming Growth Factors), actúa como regulador extracelular negativo del 
crecimiento muscular (Lee & McPherron, 1999). Está demostrado que las mutaciones que 
dan lugar a una MSTN inactiva (como la deleción11 bovina (mutación nº 5 de la figura 2) 
–Grobet et al., 1997- o la Cmpt murina –Szabó et al., 1998-) son responsables del 
crecimiento muscular exagerado que caracteriza este síndrome. 
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Figure 2. Structure of murine and bovine MSTN gene. Naturally occurring mutations in bovine are 
numbered  

 
De forma análoga a su cercano pariente el TGFβ1 (Wrana et al., 1994), la 

miostatina actúa en forma de homo-dímeros, esto es, dos moléculas idénticas unidas entre 
sí por un puente disulfuro intercatenario (figura 3). Los dímeros se unen a su receptor 
específico de membrana y desencadenan la cascada de reacciones intracelulares por medio 
de las cuales se controla el desarrollo del tejido muscular. Si tal interacción no se pudiera 
producir, como ocurre con las miostatinas truncadas a que dan lugar las mutaciones 2 a 7 
(figura 2) (Cappuccio et al., 1998; Grobet et al., 1998), se descompensa el crecimiento del 
músculo y aparece el fenotipo culón. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 3. Mecanismo de acción del dímero de miostatina 
Figure 3. Initiation of signalling by the myostatin dimer 

 
En la raza bovina Asturiana de los Valles, las canales culonas, con una mayor 

proporción de carne de primera, alcanzan un precio de mercado muy superior al de las 
normales. Por ello, es muy interesante intentar conseguir culones en primera generación 
como resultado del cruce entre un animal culón y uno normal. O, lo que es lo mismo, 
culones heterocigotos, útiles tanto en el caso de cruzamientos intrarraciales, en razas de 
carne (como la Asturiana de los Valles); como en el caso de cruzamientos industriales, 
destinados a aumentar el valor residual de los terneros de razas lecheras (como la Frisona) 
que no vayan a reposición. 
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Figura 2. Estructura del gen de la MSTN murino y bovino. Se numeran las mutaciones bovinas 
naturales (1: F94L; 2: nt419 (del7-ins10); 3: Q204X; 4: E226X; 5: nt821(del11); 6: E291X; 7: 
C313Y).          5’ y 3’-UTRs (UnTranslated Regions)           Péptido señal          Prodominio          In-
trones I y II            Péptido bioactivo 
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Sin embargo, todas las mutaciones descritas hasta el momento en la MSTN bovina 
(1-7 en la figura 2) son recesivas, por lo que sólo los homocigotos mutantes manifiestan 
hipertrofia muscular. Por consiguiente, la consecución de un animal culón en heterocigosis 
implica la génesis de un alelo dominante negativo, de tal forma que los hetero-dímeros 
MSTN normal-MSTN mutante puedan expresarse en el fenotipo. El hecho de que existan 
un buen número de ejemplos de alelos dominantes negativos naturales en la ruta 
metabólica del TGFβ1 (Wieser et al., 1993, 1995), así como la dominancia parcial en 
machos que exhibe la mutación Cmpt de la MSTN murina (Szabó et al., 1998), refuerzan 
la hipótesis sobre la viabilidad de alelos dominantes negativos de la miostatina murina y 
bovina. 
 
Estrategias de modificación génica 
 

La génesis de alelos dominantes negativos “artificiales” de la MSTN conlleva 
definir las mutaciones a producir en la proteína y poner en marcha una estrategia de 
modificación génica. Esta, a su vez, presupone conocer la estructura del gen, disponer de 
unos modelos celular y animal asequibles y, finalmente, desentrañar el mecanismo de 
acción de la proteína a alterar. 

La estructura del gen está enteramente resuelta desde el clonado y secuenciación 
del de las especies bovina y murina, fruto de una colaboración con el grupo del Dr. 
Georges de la Universidad de Lieja (Royo et al., manuscrito en preparación). Existen 
asimismo líneas comerciales de ratones y de mioblastos murinos para llevar a cabo los 
pertinentes análisis funcionales de los dominantes negativos (pues la elevada prolificidad, 
el reducido intervalo entre partos y su bajo coste hacen del ratón el modelo animal idóneo 
para este tipo de experimentos). Finalmente, por analogía con TGFβ1, se tiene una visión 
global bastante certera sobre el modo de acción de la miostatina sobre el tejido muscular 
(figura 3). 
 

Las diferentes estrategias de modificación génica se pueden dividir con arreglo a 
tres grandes criterios que se complementan mutuamente: 

 
 
A.- Funcionalidad del gen: 
 
 A.1.- Estrategias Knock-Out: se inactiva completamente el gen bajo estudio eliminando 

físicamente una parte fundamental del mismo. Esta estrategia no permite obtener dominantes negativos de 
miostatina, pues queremos que el gen modificado produzca una proteína completa, si bien afuncional, que 
secuestre la proteína normal y ejerza de esa manera la dominancia negativa.  

 A.2.- Estrategias Knock-In: se introducen pequeños cambios en el gen, que nos permiten 
modular su expresión y/o el mecanismo de acción de la proteína que codifica. Este abordaje sí nos permite 
obtener proteínas dominantes negativas. 

 
B.- Control de la expresión génica: 
 
 B.1.- Constitutiva: no se modifica el control endógeno de la expresión del gen. 
 B.2.- Condicional: se añaden elementos exógenos al gen, que nos permiten controlar a 

voluntad su expresión de una forma cuantitativa, temporal o espacial. 
 
C.- Fase de síntesis: 
 
 C.1.- Técnicas de Gene Targeting: se actúa directamente sobre el ADN genómico. 
 C.2.- Técnicas Antisense: inciden sobre el ARN mensajero. 
 C.3.- Mutaciones dominantes negativas: actúan sobre la proteína. 

 



Independientemente del tipo de estrategia adoptado, que se detallará más adelante, 
es necesario aislar o sintetizar in vitro entre 5.000 y 10.000 pares de bases (pb) del gen, 
dentro de las cuales van incluidas las mutaciones que nos interesa provocar, y clonarlas en 
un plásmido: el conjunto se conoce como construcción génica. El objetivo final es 
sustituir la copia normal del gen de la MSTN del genoma de las células por la modificada, 
fenómeno conocido como Recombinación Homóloga (RH). 
 
Construcciones dominantes negativas de la miostatina murina 
 

En este trabajo, se han diseñado cuatro construcciones dominantes negativas de la 
miostatina murina, combinando las estrategias de los apartados A.2, B.1 y C.1 de la 
clasificación general antes mencionada. Cada una de ellas ha sido sintetizada de dos 
formas: como Knock-In (para ser integrada de forma estable por RH) y como construcción 
de interacción (para ser expresada en un sistema eucariota de transcripción-traducción). 

  
1.- Mutagénesis dirigida por PCR 
 
Los Knock-In se han sintetizado simultaneando técnicas de Long-PCR (Barnes, 

1994; Cheng et al., 1994) con técnicas de mutagénesis dirigida por overlap-PCR (Ho et al., 
1989) (figura 4). De esta manera, se han amplificado unos 8.000 pb del gen de la MSTN 
con una serie de mutaciones (tabla 1) que inciden, respectivamente, en: 

 
• Las dos cisteínas (C1 y C2) que interactúan con los receptores de membrana: 

construcción de las Cisteínas. 
• La Diana de Proteolisis que separa el prodominio del péptido bioactivo: 

construcción de la Diana de Proteolisis. 
• El codón STOP de la proteína: construcción de los STOPs. 
• La cisteína de unión entre dos monómeros de MSTN: construcción de la 

Cisteína Intercatenaria. 
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Figura 4. Estrategia molecular común de los cuatro Knock-In de la MSTN murina.  PCR 3 es específica de cada construcción. Las 
regiones solapantes entre PCR 1-PCR2 y PCR 2-PCR 3 permiten empalmar unas con otras.     Extremos del plásmido                                                                                                                                                                                     
S       Secuencia clonada del gen de la MSTN       Mutaciones introducidas con el cebador forward de cada PCR 3. 

Figure 4. Common molecular strategy to generate the murine MSTN Knock-Ins. PCR 3 is specific for each construction (see table 
1). Overlapping regions among PCR 1-PCR 2 and PCR 2-PCR 3 make ligation possible. 



 
 
 Las construcciones de interacción se han sintetizado siguiendo un procedimiento de 
overlap-PCR análogo al de los Knock-In (PCR 2-PCR 3 de la figura 4). En estos casos, sin 
embargo, sólo es necesario generar la secuencia codificante del gen, de pequeño tamaño 
(tabla 2), por lo que se han llevado a cabo por PCR clásica. 
 

2.- Knock-In constitutivos 
 

El objetivo final de las construcciones diseñadas es modular la función, que no la 
expresión, de la MSTN endógena alterando la interacción de la proteína con el receptor de 
membrana mediante unas pocas mutaciones en sitios muy precisos (tabla 1), que no alteran 
la estructura terciaria de los monómeros mutantes. No se elimina, pues, parte del gen, por 
lo que hablamos de Knock-In, ni se introducen promotores exógenos para el control de la 
expresión, por lo que se trata de estrategias constitutivas; se incide, finalmente, 
directamente sobre el ADN genómico, por lo que se ubican dentro de las técnicas de Gene 
Targeting. 

 
TABLA 1 

TAMAÑOS DE LOS PRODUCTOS DE Long-PCR DE LOS Knock-In MURINOS 
TABLE 1 

SIZES OF THE MURINE Knock-In Long-PCR-AMPLIFIED PRODUCTS 
 

 
Construcción 

 
Aminoácidos mutados 

 
PCR 1 

 
PCR 2 

 
PCR 3 

 
Total 

 
 

Cisteínas 
 

C1 → V; C2 → Y 
 

2663 pb 
Diana de Proteolisis S → A; R → P; R → I 2691 pb 

STOPs STOP → W 

 
 

2685 pb2 
2364 pb 

 
 

7978 

Cisteína Intercatenaria Inserción de 22 aminoácidos 

 
 

4566 pb1 

2057 pb 2434 pb 80333 
 

 
Todas las construcciones se han clonado en pBluescript [Stratagene] y crecido en 

bacterias AG1 [Stratagene] en dos partes: la región común (PCR 1) y las regiones overlap 
(PCR 2 + PCR 3) específicas de cada construcción, ambas de unos 4.500 pb (tabla 1). 
Combinando la primera con cada una de las otras, se han generado los Knock-In 
completos. Resta tan sólo subclonar la construcción completa en un plásmido de Gene 
Targeting para completar la génesis de los Knock-In dominantes negativos. 
 

3.- Construcciones de interacción 
 

El objetivo de esta serie de construcciones es proporcionar una idea del grado de 
afinidad de cada una de las miostatinas mutantes por la molécula normal, como paso 
previo a los arduos experimentos de Gene Targeting. Para ello, se ha clonado la región 
codificante de cada uno de los Knock-In anteriores (tabla 2) en un plásmido de expresión 

                                                        
1 La PCR 1 y la PCR 2 solapan en 1068 pb 
2 La PCR 2 y la PCR 3 solapan, respectivamente, en 868, 896 y 569 pb en las tres primeras construcciones  
3 El tamaño final es ligeramente superior por la inserción de 66 pb (22 aminoácidos) 



eucariota, que nos permitirá sintetizar in vitro las miostatinas normal y mutante en un 
lisado de células de mamífero. 

En concreto, la región codificante de la miostatina normal ha sido generada por 
PCR convencional y clonada en pET-15b [Novagen]. Este plásmido de expresión permite 
sintetizar una MSTN con una pequeña “etiqueta” (tag) de histidinas, para la que existen 
anticuerpos comerciales específicos [Pharmacia] que hacen posible su detección 
inmunológica. 

 
TABLA 2 

TAMAÑOS DE LOS PRODUCTOS DE Overlap-PCR DE LAS CONSTRUCCIONES 
DE INTERACCIÓN  MURINAS 

TABLE 2 
Overlap-PCR SIZES OF THE MURINE INTERACTION CONSTRUCTS 

 
 

Construcción 
 

PCR 14 
 

PCR 2 
 

Total 
 

 
Cisteínas 

 
395 pb 

 
492 pb 

 
527 pb 

Diana de Proteolisis 1115 pb5 523 pb 1247 pb 
STOPs 395 pb 196 pb 527 pb 

Cisteína Intercatenaria 272 pb 266 pb 593 pb 
 

 
Cada una de las regiones codificantes de las miostatinas se han generado por 

overlap-PCR (fusión de las PCR 1 y 2 de la tabla 2), introduciendo las mismas mutaciones 
de los Knock-In (tabla 1), y se han clonado en el plásmido de expresión pSG5 [Stratagene]. 
Los análisis de interacción se harán combinando dos a dos cada una de las construcciones 
mutantes con la MSTN normal en un sistema TNT de transcripción-traducción [Promega]. 

En los próximos meses, se van a comenzar las transfecciones de líneas celulares de 
mioblastos murinos con los Knock-In que interactúen satisfactoriamente con la miostatina 
normal. 
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