Trabajo Fin de Grado en
Ciencia y Tecnologia de los alimentos

Estudio de polimorfismos en el gen de la miostatina bovina.

Study of polymorphisms in the bovine myostatin gene.

Autor/es

Irene Bernal Andrés
620584@celes.unizar.es

Director/es

Clementina Rodellar Penella
Arianne Sanz Fernandez

Facultad de Veterinaria

2017







INDICE

L. RESUMEN L.ttt sttt et sse e 1
2. ANTECEDENTES .....ooiiititieeee ettt 3
2.1. Calidad y cantidad de la carne..............coccueeeiieriieiienieeciieeeeeeee e 3
2.2. El gen MSTN y 1a MIOStatiNa .......ccecuvieeiiiieeiiieciie e eiee e 4
2.3. Analisis de polimorfismos en el gen MSTN .......ccccoovveeiieeviieeeieeeieeeenn 6

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS......oomiiiimieeeeeeeeeeeeeeeeeeess e, 11
4. METODOLOGIA ...ttt 12
4.1. Muestras analizadas ...........ccooeererierienienieneceeeeee e 12
4.1.1. Extraccion y purificacion del DNA .........cccoooiieiiie e, 12
4.1.2. Cuantificacion y calidad del DNA.........ccoovveeiiiieieeeee e, 13

4.2. Andlisis de polimorfismos en el gen MSTN .......ccccoevvevviienieecienieeieennee. 13
4.2.1. Polimorfismos analizados...........cccceeveriierienenienieieeieeeeceeeen 13
4.2.2. Amplificacion de los fragmentos de DNA ........ccccoeeeiveecieeciieeene. 14
4.2.3. Visualizacion de los fragmentos amplificados ..........ccceeeveeeenveennneen. 15
4.2.4. Purificacion del producto amplificado de la PCR ........c..cceveenneee. 15
4.2.5. Reaccion de SeCUENCIACION ......coueerveeieriieniieieniienieeie et 16
4.2.6. Purificacion del producto de secuenciacion...........ccecveeeveeeeveeenneen. 16
4.2.7. Anélisis de las secuencias y determinacion de genotipos................. 17

4.3. Determinacion de las frecuencias alélica y genotipicas.........ccceeeeeevennee. 17

5. RESULTADOS Y DISCUSION .....ccocootiummrimeimeeirreinesioesesesssssssesssesssns 19
5.1. Cantidad y calidad del DNA .........ccouviiiiiieeee e 19
5.2. Amplificacion de 10s fragmentos..........cceeeeveeerieeeiieeecieecieeeee e 19
5.3. Identificacion de polimorfismos descritos en otras razas........................ 20
5.4. Descripcion de nuevos polimorfismos en el gen MSTN..............cceee.... 23

6. CONCLUSIONES ..ottt sttt s nae e 25
7. APORTACIONES EN MATERIA DE APRENDIZAIJE .....cccoooiiiiiieee. 27
8. BIBLIOGRAFIA .....coooouiimiiiiineeiceiet st 28
9. ANEXOS ...t sttt 31
ANEXO 1.Secuencia completa del gen MSTN.......ccceeeveeevieeeeieeeieeeeeeene 31

ANEXO 2. Tabla con los genotipos de los animales analizados para los nueve
polimorfismos capaces de alterar la secuencia de la miostatina..................... 36
ANEXO 3.Tabla con los genotipos de los animales analizados para las

IMULACIONES SILENEES ... eeeeieeieeee e e e eee e e e e e e e e e eeeaeeeeas 37






1. RESUMEN

Los consumidores demandan cada vez mds la produccién de carne de alta
calidad. La calidad de la carne estd determinada por numerosos atributos tales como la
terneza, el aspecto visual o la cantidad de grasa intramuscular, entre otros. Dichos
atributos pueden estar influenciados tanto por factores ambientales como por factores

genéticos.

Uno de los primeros genes identificados con efectos importantes desde el punto
de vista econdomico en el ganado es el gen de la miostatina o MSTN. Este gen es el
responsable del fenotipo de la doble musculatura. Codifica la proteina miostatina o
factor 8 de crecimiento y diferenciacion (GDF8), que actlia como regulador negativo del

crecimiento del musculo esquelético.

En el gen MSTN se han descrito hasta 19 mutaciones, siendo algunas de ellas
capaces de inactivar completa o parcialmente la proteina. Cada una de las mutaciones

presenta una frecuencia muy diferente dependiendo de la raza bovina estudiada.

El objetivo de este Trabajo de Fin de Grado es el estudio de polimorfismos en el
gen de la miostatina y el estudio de sus frecuencias alélicas y genotipicas en una
poblacién de de raza Parda de Montafia (n=36) que en mayor o menor grado mostraban
signos de hipertrofia muscular. Para llevar a cabo el estudio, se ha utilizado la técnica de
la PCR y la secuenciacion, se han determinado los genotipos para los diferentes

polimorfismos y se han calculado las frecuencias alélicas y genotipicas.

En este estudio se han identificado individuos con una sola mutacion disruptiva,
nt821, que consiste en una deleccion de 11pb, con una frecuencia alélica para la
deleccion de 0,500 y una frecuencia de homocigotos y heterocigotos para el alelo
mutado de 0,235 y 0,529 respectivamente. Se ha detectado también un polimorfismo
silente de un solo nucledtido (SNP) en el segundo exon, nt414(C->T), con una
frecuencia alélica de 0,222. Ademas, se han descrito dos nuevos SNPs localizados en el
segundo y tercer exdn, sobre los que seria de gran interés realizar investigaciones
posteriores, ya que ambos provocan la modificacion de un aminoacido en la secuencia
de la miostatina y, por tanto, podrian tener un efecto fenotipico sobre la hipertrofia

muscular.



ABSTRACT

Consumers increasingly demand the production of high-quality meat. The meat
quality is determined by many attributes such as tenderness, visual appearance or the
proportion of the intramuscular fat, among others. These attributes may be influenced

by both environmental factors and genetic factors.

One of the first genes identified with great economic effects in cattle the
myostatin gene or MSTN. This gene is responsible for the phenotype of the double-
muscling. It is localizated at the centromeric extreme of bovine chromosome 2, encodes
the myostatin or growth and differentation factor 8 (GDFS), which acts as a negative

regulator of skeletal muscle growth.

In the MSTN gene, up to 19 mutations have been described, some of which are
capable of inactivating the gene completely or partially. Each mutation presents a very

different frequency depending on the studied bovine breed.

The objective of this work is the study of polymorphisms in the myostatin gene
and the study of its allelic and genotypic frequencies in a population of the Parda de
Montana breed (n=36) that showed signs of muscular hypertrophy to a greater or lesser
degree. To carry out the study, the methodology used have been the PCR technique and
the sequencing, the genotypes for the different polymorphisms have been determined

and the allele and genotype frequencies have been calculated.

In this study, a single disrupting mutation has been identified, nt821, consisting
of a 11-bp deletion, with an allele frequency for the deletion of 0.500 and a frequency of
homozygous and heterozygous animals of 0.235 and 0.529 respectively. A silent single
nucleotide polymorphism(SNP) has also been detected in the second exon,
nt414(C2T), with an allelic frequency of 0.222. Moreover, two new SNPs have been
described located in the second and third exons, on which further research would be of
great interest, due to the fact that both polymorphisms cause a modification of an
aminoacid in the sequence of the myostatin and, therefore, they could have a phenotypic

effect on muscle hypertrophy.



2. ANTECEDENTES

2.1. Calidad y cantidad de la carne

Los consumidores demandan cada vez mas la produccién de carne de alta
calidad, siendo necesario para las industrias alimentarias adaptar sus productos a las
exigencias del mercado. La calidad de la carne estd definida en funcién de las
caracteristicas que el consumidor considera deseables, como el aspecto visual, la terneza
y la jugosidad, entre otros. A pesar de los diferentes criterios entre los consumidores en
lo referente a los atributos que ha de tener la carne, la terneza es uno de los mas
apreciados. Este atributo tiene una elevada importancia comercial, sin embargo es dificil
de predecir y de medir, por lo que resulta complicado introducir la terneza como

objetivo en programas de mejora genética (Soria and Corva, 2004; Warner et al., 2010).

Los atributos estan influenciados por factores ambientales, como las condiciones
de engorde y las condiciones de almacenamiento antes y después del sacrificio. (Warner

etal., 2010).

Pueden estar influenciados, ademas, por factores genéticos. Es muy habitual que
los caracteres estén determinados por multiples genes, sin embargo, se han descubierto
genes individuales capaces de provocar importantes variaciones en la cantidad de carne
producida y en su calidad. Estos genes son frecuentemente utilizados en programas de

mejora y de seleccion genética (Burrow et al., 2001).

Uno de los primeros genes identificados capaces de influir directamente en
rasgos de importancia econémica en ganado bovino es el gen de la miostatina o MSTN,
descubierto en 1997 por McPherron et al. Algunas de las mutaciones que ocurren en
este gen pueden producir la inactivacion parcial o completa de la proteina que codifica,
provocando la aparicion del fenotipo de la doble musculatura o fenotipo culon, que se
caracteriza por manifestar una hipertrofia muscular (mh) debida al aumento de la masa

muscular esquelética.

Los animales homocigotos (mh/mh) manifiestan una hipertrofia muscular muy
pronunciada. También se ha observado que los animales heterocigotos (mh/+) muestran
fenotipos intermedios, presentado una hipertrofia muscular menos pronunciada y en
general con caracteristicas intermedias entre los animales con una doble musculatura

extrema (mh/mh) y los animales con un fenotipo normal (+/+) (Aldai et al., 2006).
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Los animales que presentan el fenotipo de la doble musculatura o hipertrofia
muscular tienen una carne mas magra y tierna, con menor proporcion de grasa total y
grasa intramuscular, menor cantidad de coldgeno y una menor capacidad de retencion
de agua, asi como una mayor proporcién de musculo y mayor contenido en proteinas
(Campo et al., 1999; Fiems, 2012; Olivan et al., 2004). Estos animales tienen ademas un
mayor rendimiento de la canal y una mayor proporcion de cortes mejor valorados
econdmicamente en el mercado que los animales con un fenotipo normal (Arthur, 1995;
Fiems, 2012). Algunos estudios como el realizado por Wheeler et al. en 2001 en
animales de la raza Piedmonetese, corroboran la obtencién de una carne con mayor

terneza en los animales con doble musculatura.

La hipertrofia muscular se ha asociado también con una reducciéon de la
fertilidad, reduccion de la tolerancia al estrés, aumento de la incidencia de distocia o
problemas durante el parto, menor supervivencia de los terneros y mayor
susceptibilidad a enfermedades respiratorias (Fiems, 2012). Aun asi, los beneficios

aportados por la doble musculatura son mucho mayores.

Dada la importancia y el interés del gen de la miostatina, durante las ultimas
décadas, se ha intentado llevar a cabo un aumento de la frecuencia de la doble
musculatura en algunas razas de interés, como la raza Piedmontese y la Belgian Blue

(Arthur, 1995; Fiems, 2012).

Concretamente en la raza Parda de Montana, y tal y como figura en el Programa
de Mejora Genética: “en paralelo con la creacion del banco de ADN, se propone
estudiar el gen de la Hipertrofia Muscular Hereditaria, e identificar los marcadores
genéticos que permitiran detectar a los animales portadores del gen” (ARAPARDA,
2012).

2.2. El gen MSTN y la miostatina

El gen MSTN, se encuentra ubicado en el extremo centromérico del cromosoma
2 bovino y esta constituido por 3 exones y 2 intrones (Figura 1). Este gen codifica una
proteina compuesta por 376 aminoacidos, denominada miostatina o factor 8 de

crecimiento y diferenciacion (GDF-8, growth/diferentiation factor-8).

La miostatina, hallada principalmente en roedores y altamente conservada en

especies de mamiferos tales como las especie ovina y porcina, pertenece a la
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superfamilia de factores de crecimiento TGF-B (Transforming Growth Factor p)
(McPherron et al., 1997). Esta engloba factores de crecimiento y diferenciacion
relevantes en la regulacion de la diferenciacion celular durante el desarrollo embrionario

y el mantenimiento del tejido homeostatico en animales adultos (McPherron and Lee,

1996).

Exon 1 Exon 2 Excn 3

=

Intrén 1 Intrén?

Regiones no traducidas M N-ferminal latente

Bl Péptido sefial m C-terminal bioactiva

Péptido
se%ai Péptido Latente  Monomero de Miostatina
NH2 ﬁ_— COOH

Diana de proteolisis

Figura 1. Caracteristicas del gen de la miostatina en la parte superior de la imagen y de la
proteina en la parte inferior. (Royo Martin, 2005)

Esta proteina es sintetizada como un péptido precursor, de la misma manera que
los otros miembros de la de la superfamilia TGF- B. Este péptido contiene una secuencia
sefial para la secrecion, un lugar diana de procesamiento proteolitico, un dominio N-
terminal y un dominio C-terminal que contiene un patron caracteristico de nueve
residuos de cisteina. La miostatina, tras ser secretada en su forma latente, sufre
modificaciones proteoliticas que dan lugar a la proteina madura o procesada. Tanto la
miostatina no procesada como la proteina madura, son capaces de formar dimeros
mediante enlaces disulfuro. No obstante, solo los dimeros de la proteina madura
constituyen la forma activa de la proteina (Jouliackaza and Cabello, 2007; McPherron et

al., 1997).

La funcion principal de este factor de crecimiento es la regulacion negativa del
musculo esquelético. El estudio realizado por McPherron et al. en 1997 en ejemplares
de roedores, mostr6 un aumento del peso de entre 2 y 3 veces en los animales
homocigotos a los que se les habia eliminado la region bioactiva de la proteina respecto
a aquellos animales no modificados, indicando ademads la similitud entre el contenido
graso de ambos tipos de animales y la enorme diferencia en el incremento de masa

muscular esquelética. Por tanto, dichos autores establecieron que, la inactivacion en el



gen MSTN capaz de provocar la pérdida de funcion de la proteina, era la principal causa

del fenotipo de la doble musculatura.

2.3. Analisis de polimorfismos en el gen MSTN

Numerosos autores han demostrado posteriormente la produccion del fenotipo
mh debido a la presencia de mutaciones capaces de provocar la pérdida parcial o
completa de la funcidn de la proteina miostatina en numerosas razas de ganado, como la
Belgian Blue (Kambadur et al., 1997), Piedmontese y Limousin (Grobet et al., 1998) o
Asturiana de los Valles (Dunner et al., 2003).

La primera mutacion disruptiva descubierta fue una deleccion de 11 pares de
bases en la secuencia codificante del dominio carboxi-terminal bioactivo de la proteina
(localizado en el tercer exon del gen) en la raza Belgian Blue. Dicha deleccion,
denominada nt821(delll), se produce después de los siete primeros aminoacidos,
provocando la pérdida de mas de 100 aminodcidos de la proteina y dando lugar a una
proteina truncada, por lo que su actividad queda completamente inhibida (Grobet et al.,

1997; Kambadur et al., 1997; McPherron and Lee, 1997).

Esta mutacion se encontré en homocigosis en otras razas como la Asturiana
(Grobet et al., 1997). Sin embargo, estos mismos autores no detectaron la deleccion en
ganado francés Maine-Anjou que presentaba el fenotipo de la doble musculatura, siendo
una de sus posibles explicaciones la heterogeneidad alélica del gen de la miostatina vy,

por tanto, la existencia de otros polimorfismos.

McPherron and Lee (1997) constataron la presencia de modificaciones en dos
nucledtidos en la raza italiana Piedmontese. La primera (F94L), situada en el primer
exon, consiste en la transversion de una citosina a una adenina, provocando una
sustitucion de una leucina por una fenilalanina en el aminoéacido 94. Aunque F94L no
provoca una modificacion del fenotipo, cuando se presenta conjuntamente con una
mutacion disruptiva como nt821(delll) en heterocigosis, induce la aparicion del
fenotipo de la hipertrofia muscular de manera similar a la inducida por la misma

mutacion disruptiva en homocigosis (Miranda et al., 2002a).

La segunda mutacion (C373Y), esta situada en el tercer exén y consiste en la
transicion de una guanina en una adenina en el aminoacido 313, dando lugar a una

mutacion puntual de cambio de sentido. Esta mutacion produce la sustitucion de una
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cisteina por una tirosina, provocando la pérdida de la mayor parte de la funcion de la

proteina.

Ambas mutaciones fueron detectadas simultineamente por otros autores:
Kambadur et al. (1997) detectaron la mutacion C3/3Y en la raza Piedmontese y Grobet
et al. (1998) detectaron F94L en la raza francesa Limousin y C3/3Y en la raza

Gasconne, también francesa.

Grobet et al. (1998) identificaron ademés 8 nuevos polimorfismos: 4 de ellos en
las regiones codificantes del gen y otros 4 en las regiones intronicas. En la region
codificante, describieron una transicion silente C>T en el coddén nimero 138 en el
segundo exon, denominada nt414(C2T), y tres nuevas mutaciones disruptivas de la

proteina:

= nt419(del 7-ins10): Una insercion/deleccion en la posicion 419 desde el
codon de iniciacion, que consiste en la deleccion de 7 pares de bases y
una insercion de otras 10 pares de bases, provocando la apariciéon de un
codon de terminacién prematuro. Fue detectada en la raza francesa

Maine-Anjou.

=  (204X: consiste en una transicion C>T en el nucledtido 610 situado en
el segundo exo6n, dando lugar a un codon de stop prematuro en el péptido
N-terminal latente en la posicién del aminoacido 204. Esta mutacion se
detectdé en la razas francesas Charolais, en la que predomina esta

mutacion (Allais et al., 2010), y Limousin.

= FE226X: es una mutacion detectada en la raza Maine-Anjou que consiste
en una transversion G=2>T en el nucleotido 676, generando un codon de
stop prematuro en el péptido N-terminal latente en la posicion del

aminoacido 226.

En la region no codificante, localizaron 3 polimorfismos en el primer intron:
nt374-51(T>C), nt374-50(G2A) y nt374-16(dell); y 1 en el segundo: nt748-78(dell).
No obstante, dichos polimorfismos no afectan a la funcion de la proteina, siendo

calificados como polimorfismos neutrales.

Por otro lado, Cappuccio et al. describieron en 1998 un nuevo polimorfismo en

la raza italiana Marchigiana, denominado E29/X, que consiste en una transversion



G—T en el nucledtido 874 del tercer exon, lo que genera la aparicion de un codon de

stop prematuro en el region bioactiva de la proteina.

En estudios posteriores (Dunner et al., 2003; Miranda et al., 2001) realizados en
28 razas de ganado bovino europeo (4 espanolas, 12 francesas, 2 belgas, 9 britanicas y 1
italiana), se detectaron, ademds de las 12 mutaciones mencionadas anteriormente, 7
mutaciones nuevas: 2 mutaciones intronicas (nt747+7(G24) y nt747+11(A 2G)); 3
silentes (nt267(4 2G), nt324(C2T), nt387(G 24)) y 2 conservadas (D182N, S105C).

Las dos nuevas mutaciones intronicas detectadas, nt747+7(G=24) y
nt747+11(A 2G), estan localizadas en el segundo intron y fueron identificadas en razas

britanicas.

En relacion con las mutaciones silentes, dos de ellas se encuentran en el primer
exon (nt267(A 2G), nt324(C-2T)), mientras que la tercera de ellas, nt387(G 2A), esta
localizada en el segundo. Nt267(4 2G) fue detectada en las razas francesas Aubrac,
Bazadaise y Salers; nt324(C 2T) se identifico en las razas Aubrac, Charolaise, Salers,
Inra95 sire line y Maine-Anjou; y por ultimo, nt387(G->4) en las razas francesas

Maine-Anjou y Salers y en las britdnicas Ayrshire y Galloway.

Las dos ultimas mutaciones, S/105C y DI82N, son dos mutaciones de cambio de
sentido. La primera, S/05C, fue encontrada en la raza francesa Parthenaise y consiste en
una transversion C=>G en el aminoacido 105 situado en el primer exon, que produce la
sustitucion de una serina por una cisteina. La segunda, DI/82N, fue detectada en la raza
Maine-Anjou y consiste en una transicion G>A en el aminoacido 182 situado en el

segundo exon, provocando la sintesis de una asparagina en lugar de acido aspartico.

En resumen, se han identificado 19 polimorfismos en el gen MSTN en ganado
bovino (Figura 2), 9 de los cuales (2 localizados en el primer exon, 4 en el segundo y 3
en el tercero) son capaces de provocar modificaciones en el fenotipo. Estos
polimorfismos son: F94L, S105C, nt419(del7-insi10), DIS2N, Q204X, E226X,
nt821(delll), E291X y C313Y. De estas 9 mutaciones, 5 de ellas (nt419(del7-ins10),
0204X, E226X, nt821(delll) y E291X) provocan la aparicion de un codon de
terminacion prematuro, dando lugar a una proteina truncada. Las 4 mutaciones restantes
(F94L, S105C, DIS82N y C313Y) producen un cambio de aminoacido en la secuencia de

la proteina, siendo C3/3Y la que genera una mayor modificacion del fenotipo debido a



que se encuentra en la region bioactiva de la proteina y causa la pérdida de la mayor

parte de su funcion.

,.
| nt324(c-T) | | m374-51(TC) | | ;
B \ [ nt748-
78(del1)
31 3-2

1 2 4 5 nt419 7 8 3 o
5105C Fo4L Q204X || D182N (del7-ins10) E226X || c313Y || nt821 (del 11) || E201X

Figura 2. Gen de la miostatina. La figura muestra los tres exones y los dos intrones del gen con
las mutaciones identificadas (las silentes en verde; cambio de sentido pero no disruptivas en
azul; y disruptivas en rojo). (Dunner et al., 2003).

Cabe destacar que, aunque todas las mutaciones alteran la estructura del gen, no
todas tienen el mismo efecto fenotipico. Aquellas mutaciones capaces de alterar la
estructura del gen de tal forma que la proteina quede inactivada, como es el caso de
nt821(delll), provocan la aparicion de la doble musculatura de una manera mucho mas
pronunciada. En comparacion con las mutaciones disruptivas de la miostatina, aquellas
que no inactivan la proteina completamente producen un aumento de la musculatura

menos extremo (Smith et al., 2000).

La presencia de polimorfismos en el gen de Ila miostatina varia
considerablemente de unas razas de ganado bovino a otras, mientras que algunos se
encuentran difundidos en un gran nimero de razas, como nt821(del 11), otros solo se
han identificado en una raza, como es el caso de la mutacion E291.X en la raza italiana
Marchigiana (Dunner et al., 2003). Numerosos autores han interpretado este hecho
como una prueba del diferente origen de los polimorfismos, considerando que aquellos
mas difundidos en las razas europeas tuvieron un antecesor comun, mientras que
aquellos encontrados exclusivamente en una o dos razas tienen un origen mas proximo
en el tiempo. Asi mismo, la heterogeneidad alélica también varia entre las diferentes
razas. Algunas como la francesa Maine-Anjou presenta una alta heterogeneidad,

mientras que la Belgian Blue se presenta en homocigosis para nt§21(del 11) en un gran



numero de casos segun los estudios realizados (Dunner et al., 2003; Grobet et al., 1998;

Miranda et al., 2001).

Respecto a la raza bovina Parda de Montana, no se han encontrado en la

literatura referencias a esta raza en estudios de polimorfismos en el gen MSTN.

El estudio de los polimorfismos permite, ademas, la seleccion asistida por
marcadores genéticos en ganado, tanto para evitar la doble musculatura como para

favorecerla (Grobet et al., 1998).

Por todo ello, ha sido necesario el desarrollo de nuevas técnicas con el objetivo
de llevar a cabo el genotipado de diferentes muestras de una manera mas rapida y
simultanea, facilitando la determinacion tanto de la frecuencia alélica de los
polimorfismos descritos anteriormente como de los diferentes haplotipos. En las tltimas
décadas, un gran numero de investigadores han utilizado técnicas de biologia molecular
como métodos alternativos a la secuenciacion completa de un gen, tales como la
deteccion de polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) o técnica OLA
(Oligonucleotide ligation assay) entre otros (Casas et al., 2005; Karim et al., 2000;
Miranda et al., 2002b).
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es el estudio de polimorfismos en las regiones
codificantes del gen de la miostatina en una poblacion de animales de raza Parda de

Montana.

Esta es una raza bovina de interés carnico situada en Espafa en las comunidades
de Castilla y Leon, Aragon, Cantabria, Principado de Asturias y Galicia principalmente.
La inhibicién del gen MSTN influye en la calidad y cantidad de la carne, y por tanto, en
su valor econdmico. La mutacion causante de la doble musculatura analizada
comunmente en esta raza es la deleccion 11 o nt821. Sin embargo, existen otros
polimorfismos capaces de inactivar el gen parcial o totalmente en otras razas europeas,

por lo que es posible que estén presentes también en esta raza.

Por ello, en el presente Trabajo de Fin de Grado se plantean los siguientes

objetivos especificos:

1. Identificacion en la raza Parda de Montafia de polimorfismos del gen

MSTN descritos anteriormente en otras razas bovinas
2. Busqueda e identificacion de nuevos polimorfismos en la raza

3. Estudio de las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos

identificados
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4. METODOLOGIA

4.1. Muestras analizadas

En este Trabajo de Fin de Grado, se utilizaron muestras de 36 animales de la
raza bovina Parda de Montafia proporcionadas por el Centro de Investigacion y
Tecnologia Agroalimentaria de Aragén (CITA). Los animales utilizados fueron
seleccionados debido a que presentaban en mayor o menor grado una hipertrofia

muscular.

4.1.1. Extraccion vy purificacion del DNA

Para realizar la obtencion del DNA, se utilizo el kit Illustra™ blood
genomicPrep Mini Spin. Este es un kit diseflado para realizar la extraccion y
purificaciéon del DNA genomico a partir de sangre completa. Contiene un agente
caotropico, una membrana de silice adherida a una columna, un tampoén de lisis tipo 10
y la proteinasa K. Esta enzima es capaz de digerir las proteinas de las muestras incluso
en presencias de inhibidores como detergentes o EDTA. La sal caotrdpica en tampodn de
lisis tipo 10 y en presencia de la proteinasa K lisa las células sanguineas, desnaturaliza
compuestos proteicos y promueve la union selectiva del DNA gendmico a la membrana

de silice. Las etapas seguidas fueron las siguientes:

En primer lugar, se realiz6 la lisis de las células sanguineas. Se afiadieron 20 pL
de proteinasa K, 300 uL de muestra de sangre y 400 pL de solucion tampodn tipo 10 en
un tubo de microcentrifuga. Se agitd la mezcla durante 15 segundos y se incubd a
temperatura ambiente durante 10 minutos, agitando la muestra de manera intermitente
para facilitar la lisis. Una vez completado el tiempo de incubacion, el color de la

muestra vird de rojo a marrén oscuro.

Tras lisar las células sanguineas se realizo el aislamiento del DNA gendmico.
Para ello, se utilizd6 una columna para cada muestra de DNA. Se afiadi6 el producto
lisado en el centro de la columna, se centrifugd durante 1 minuto a 11000 g y se

desecho cuidadosamente el liquido situado en el interior del tubo.

Posteriormente, se eliminaron los contaminantes proteicos desnaturalizados
mediante el lavado de la membrana de silice afiadiendo 500 puL de solucidon tampdn tipo

10, centrifugando la muestra durante 1 minuto a 11000 g y desechando el liquido
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resultante. Después, se llevo a cabo un segundo lavado. Para ello, se adicionaron 500
uL de solucidén tampon tipo 6 y se centrifugd la muestra durante 3 minutos a 11000 g.

Se desecharon el liquido resultante y el tubo utilizado.

Por ultimo, se realizd la elucion del DNA gendmico. Se introdujo la columna de
purificacién a un nuevo tubo, se adicionaron 200 puL de un tampon de baja fuerza i6nica
(tampon de elucion tipo 5) calentado previamente a 70°C, se agité durante 1 minuto a
temperatura ambiente y se centrifugd durante 1 minuto a 11000 g para recoger el DNA.

El1 DNA obtenido se almacen6 a -20°C.

4.1.2. Cuantificacion y calidad del DNA

Para llevar a cabo la cuantificacion de DNA, se midio la absorbancia de las
muestras a una longitud de onda de 260 nm mediante la utilizacion de un
espectofotometro (NanoDrop ND-100 Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific,
Barcelona, Espafa). El valor obtenido de esta medida permite determinar la cantidad de

acidos nucleicos en pg/mL de DNA.

El equipo utilizado mide también la absorbancia de las muestras a longitudes de
onda de 230 nm y 280 nm. La relacion entre las absorbancias permite conocer el grado
de pureza de las muestras obtenido. La relacion Ajgonm/A2sonm debe estar entre 1,5y 2,y

la relacion Ajzeonm/A23onm debe ser aproximadamente 2.

Un valor menor en la relacién Ajgpnm/Azsonm 1ndica una contaminacion con
compuestos fenolicos o proteinas, mientras que en el caso de Ajgonm/A230nm podria

deberse a una contaminacion con hidratos de carbono, sales caotropicas y fenoles.

4.2. Analisis de polimorfismos en el gen MSTN

4.2.1. Polimorfismos analizados

En este trabajo se analizaron todos los polimorfismos descritos en las regiones
codificantes del gen, 4 silentes (nt267(A=2G), nt324(C2T), nt414(C23T) vy
nt387(G24)) y 9 capaces de alterar la secuencia de la proteina (F94L, S105C,
nt419(del7-ins10), DIS2N, Q204X, E226X, nt821(delll), E291X y C313Y).
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4.2.2. Amplificacion de los fragmentos de DNA

En primer lugar, se llevé a cabo la amplificacion de cada uno de los tres exones
del gen de la miostatina mediante una reaccién en cadena de la polimerasa o PCR
(Polymerase Chain Reaction). Para ello, se adicionaron 2 pL. de DNA a una mezcla de
23 uL que contenia todos los componentes necesarios para llevar a cabo la
amplificacion (Tabla 1) y se introdujeron en un termociclador (ABI 2720 Thermal

Cycler, Thermo Fisher Scientific S.L., Barcelona, Espaia).

Tabla 1. Componentes utilizados en la PCR para la amplificacion individual de los fragmentos
del gen MSTN.

. Volumen
Reactivos .
Muestras Control negativo
H,0 mQ 16,2 uL 18,2 uL
Solucion tampon 2,5 uL 2,5 uL
MgCI2 1 uL 1 uL
dNTPs 2 uL 2 uL
foward primer (10 pM) 0,5 uLL 0,5 uL
reverse primer (10 pM) 0,5 uL 0,5 uL
Taq DNA polimerasa 0,3 uL 0,3 uL
DNA 2 uL -
TOTAL 25 nLL 25 puLL

Se realizdé un control negativo sin adicion de DNA para comprobar que los
componentes de la mezcla no estuvieran previamente contaminados. La diferencia de

volumen fue compensada con 2 pLL de H,O mQ.

Las secuencias de los primers utilizados en la amplificacion, disenados a partir
de la secuencia del gen de la miostatina (GenBank acceso n° JQ700080.1), se muestran

en la Tabla 2:

Tabla 2. Secuencia de los primers diseriados para realizar la amplificacion de los 3 exones del
gen MSTN (GenBank acceso n° JQ700080.1) mediante la técnica de la PCR.

Localizacion Sentido Secuencia del primer (5°>3°) Posicion (pb)
Exén 1 Forward CTGATTGTTGCTGGCCCAGT 776-795
Reverse AACGGTCATTACCATGCCCA 1081-1100
Exén 2 Forward GCTGATCTTCTAACGCAAGTGGA 2936-2958
Reverse  ATTACTGAAAATAACATGCTAAAAACCTTG 3318-3347
Exén 3 Forward AACAGACACACCAAAAAGATCTAGGAG 5367-5393

Reverse TCCTACAAAGATGTCTCCAATTAATATGC 5619-5647
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El programa de amplificacion consistio en 40 ciclos de 95°C durante 5 minutos;
94°C durante 30 segundos; 60°C durante 1 minuto, 72°C durante 1 minuto; y por ultimo

72°C durante 5 minutos.

4.2.3. Visualizacion de los fragmentos amplificados

Para verificar la amplificacion de los exones, se realizé un gel de agarosa al 2%,
disolviendo para ello 2 g de agarosa en 100 mL de tampon TBE (Tris, borato y EDTA),
y calentandolo posteriormente hasta disolver la agarosa. Después, se adicionaron § pL.
de colorante GelGreen, diluido H;O mQ en una proporcion 1/5, se vertié en un molde y

se dejo solidificar.

Una vez solidificado, se introdujo el gel en una cubeta, se cubrié con tampon
TBE vy se introdujeron en cada pocillo una mezcla de5 pL de producto amplificado y 2
uL de azul de bromofenol, utilizado para observar el progreso de la electroforesis
debido a su coloracion azul. Asi mismo, se introdujeron 5 puL del control negativo y de

un marcador de talla mezclados también con 2 pL de azul de bromofenol.

Por ultimo, se expuso el gel de agarosa a luz ultravioleta en un transiluminador
de luz ultravioleta (UV transiluminator ECX-F15, I.C.T., S.L., Lardero, Espafa) para

visualizar asi el producto amplificado.

4.2.4. Purificacion del producto amplificado de la PCR

Tras realizar la electroforesis y comprobar la correcta amplificacion de los
fragmentos, se realizé una purificacion del producto de PCR amplificado mediante un
método enzimatico basado en la hidrolisis del exceso tanto de primers como de
nucledtidos en una misma reaccion. Se utilizé para ello el kit ExoSAP-IT™ PCR
Product Cleanup, el cual contiene una solucién tampoén especial y dos enzimas con
actividad hidrolasa, la exonucleasa I y la fosfatasa alcalina o SAP (Shrimp Alkaline

Phosphatase).

La mezcla de enzimas y solucion tampoén se diluyé en H,O en proporcion Y, se
adicionaron 4 pL de dicha soluciéon a 10 pL de producto de PCR amplificado para

realizar la reaccion de secuenciacion.

Las muestras se introdujeron en el termociclador y se utilizo un programa de 45

minutos a 37°C y 15 minutos a 80°C.
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4.2.5. Reaccion de secuenciacion

La reaccion de secuenciacion de las muestras previamente purificadas se realizo
utilizando el kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. Este kit proporciona
una solucion denominada BigDye Ready Reaction Mix (conservada entre -15 y -25°C)
que contiene todos los reactivos necesarios para realizar la secuenciacion. Dicha
solucion fue centrifugada en la microcentrifuga, se extrajo el contenido necesario del
fondo del tubo y posteriormente se mezcld con el resto de los componentes en una

placa. Los componentes y cantidades utilizadas se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Componentes utilizados en la reaccion de secuenciacion de los exones del gen MSTN
en muestras de raza Parda de Montaria.

Reactivos Volumen
BigDye Ready Reaction Mix 1 uL
Primer 0,25 uL
H,O di-ionizada 1,75 pL
Producto de la PCR purificado 2 uL
TOTAL 5 puL

Los primers utilizados en la reaccién de secuenciacion fueron los siguientes

(Tabla 4):

Tabla 4. Secuencia de los primers disefiados para realizar la secuenciacion de los 3 exones del
gen MSTN (GenBank acceso n°JQ700080.1).

Localizacion Sentido Secuencia del primer (5°>3°) Posicion (pb)
Exon 1 Forward CTGATTGTTGCTGGCCCAGT 776-795
Exon 2 Reverse =~ ATTACTGAAAATAACATGCTAAAAACCTTG 3318-3347
Exo6n 3 Reverse TCCTACAAAGATGTCTCCAATTAATATGC 5619-5647

Se introdujo la placa en el termociclador y se utilizd un programa consistente en
un calentamiento inicial a 96°C durante 1 minuto y 25 ciclos de 96°C durante 10
segundos, 50°C durante segundos y 60°C durante 4 minutos. Tras realizar los ciclos de

secuenciacion se mantuvo la placa a 4°C.

4.2.6. Purificacion del producto de secuenciacion

Para realizar la purificacion de los fragmentos se utilizaron dos soluciones
provenientes del kit: denominadas BigDye XTerminator y SAM solution. Esta tltima

mejora el rendimiento del reactivo y estabiliza la muestra tras la purificacion.

Se agito la soluciéon BigDye XTerminator durante 10 segundos antes de ser
mezclada con la solucion SAM. Para la mezcla se utilizaron 22,5 puL de solucion SAM y
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5 uL de BigDye XTerminator por cada 5 pL de producto de secuenciacion.
Posteriormente, se afiadi6 la mezcla realizada a cada muestra de producto de
secuenciacion, se agitaron durante 20 minutos a 1800 rpm y finalmente se centrifugaron

a 1000 g durante 2 minutos.

4.2.7. Analisis de las secuencias y determinacion de genotipos

El producto de secuenciacion purificado se introdujo en un secuenciador
automatico (ABI Prism 3130 Genetic Analyzer, Thermo Fisher Scientific S.L.,

Barcelona, Espafia) y se realiz6 una electroforesis capilar utilizando el polimero Pop 7.

En la electroforesis se separan los fragmentos por tamafio. El secuenciador emite
un laser que incide en las cadenas de DNA al pasar por un punto determinado del
capilar y el fragmento emite una sefial a una determinada longitud de onda en funcién
del fluorocromo que tenga unido. La sefal emitida se traduce posteriormente en un

electroferograma en el cual se puede visualizar la secuencia de bases.

Para realizar la lectura de las secuencias se utilizd el programa informatico

BioEdit Sequence Alignment Editor.

4.3. Determinacion de las frecuencias alélica y genotipicas

Se pueden encontrar dos alelos diferentes: A y a, siendo considerado A como el
alelo presente en la secuencia nativa y a como el alelo mutado. Los dos alelos pueden

dar lugar a tres genotipos diferentes: AA, Aay aa.

La frecuencia alélica consiste en la proporcion en la que se determina un alelo en
una poblacion N. Para el calculo de las frecuencias alélicas se utilizaron las formulas

mostradas a continuacion:

_ 1(44) +0,5(4a)
B N

_ 1(aa) 4+ 0,5(4a)
B N

p corresponde a la frecuencia del alelo A y q corresponde a la frecuencia del

alelo a. N es al tamafio total de la muestra.
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La frecuencia genotipica es la proporcion en la que se encuentra cada uno de los
genotipos presentes en una poblaciéon N. Para calcular las frecuencias genotipicas las

formulas utilizadas fueron las siguientes:

_(44)
f(A4) = N
f(Aa) = O;lv—a)
f(aa) = (C;V—a)
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Cantidad y calidad del DNA

Se extrajo el DNA de las muestras seleccionadas, se cuantifico y se analiz6 su
calidad. Todas las muestras estuvieron dentro de los valores considerados como

adecuados, siendo para la calidad entre 1,5-2 y para la cantidad entre 25 y 30 pg/mL.

5.2. Amplificacion de los fragmentos

Se realizo la amplificacion de las muestras mediante la técnica de la PCR y
después se visualizaron los fragmentos amplificados mediante electroforesis en un gel

de agarosa expuesto a luz ultravioleta.

La correcta amplificacion de los exones de varias muestras en el gel de

electroforesis se puede observar en la Figura 3.

Exon 1 F2-R1 Exon | F2-R2

MWM E-166]1 E-1662 E-1663 Neg E-1661 E-1662 E-1663 Meg

300 pb———p | - - - —— — —— “«—324pb
— —— —
Exon 2 F-R Exon 3 F-R

MWM E-1661 E-1662 E-1663 Neg E-1661 E-1662 E-1663 Neg

411 pb—» — — —

e, — w— — +«——280pb
————

Figura 3. Fragmentos del gen MSTN amplificados y sometidos a electroforesis en gel de
agarosa y expuestos a luz ultravioleta. Los fragmentos corresponden de izquierda a derecha y
de arriba abajo: E-1661(exon 1); E-1662 (exon 1); E-1663 (exon 1); control negativo, E-
1661(exon 1), E-1662 (exon 1); E-1663 (exon 1); control negativo, E-1661(exon 2); E-1662
(exon2); E-1663 (exon 2); control negativo; E-1661(exon 3); E-1662 (exon 3); E-1663 (exon 3);

control negativo.
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5.3. Identificacion de polimorfismos descritos en otras razas

Una vez comprobada la amplificacion, los fragmentos se purificaron y se
secuenciaron en el secuenciador automatico. Tras obtener las secuencias, se
identificaron los polimorfismos presentes en las muestras y se calcularon sus

frecuencias alélicas y genotipicas.

En primer lugar, se presentan los resultados de las mutaciones descritas que
tienen un efecto fenotipico. Las frecuencias genotipicas y alélicas de dichas mutaciones

obtenidas se muestran respectivamente en las Tablas 5 y 6:

Tabla 5. Frecuencias genotipicas de polimorfismos en el gen MSTN (GenBank n° de acceso
JO700080.1) causantes de modificaciones fenotipicas en la raza Parda de Montaria.

Frecuencias genotipicas en el gen MSTN en la raza Parda de Montaiia

Polimorfismo Exo6n Geli\]I;ank Genotipos Frecuencias genotipicas

F94L-F94L 0
F94L(C>A4) 1 1015 F941-0 0
0-0 1
S105C-S105C 0
S105C(C>G) 1 1047 S105C-0 0
0-0 1
Nt419-nt419 0
Nt419(del 7-ins 10) 2 2982 Nt419-0 0
0-0 1
DI82N-DI182N 0
DI82N(G>A) 2 3107 DI182N-0 0
0-0 1
Q204X-0204X 0
0204X(C>T) 2 3173 0204X-0 0
0-0 1
E226X-E226X 0
E226X(G2>T) 2 3239 E226X-0 0
0-0 1

Del 11-Del 11 0,235

Nt821(del 11) 3 5414 Delll-0 0,529

0-0 0,235
E291X-E291X 0
E291X(G->T) 3 5467 E291X-0 0
0-0 1
C313Y-C313Y 0
C313Y(G2A) 3 5534 C313Y-0 0
0-0 1
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Tabla 6. Frecuencias alélicas de polimorfismos en el gen MSTN (GenBank n° de acceso
JO700080.1) causantes de modificaciones fenotipicas en la raza Parda de Montaria.

Frecuencias alélicas en el gen MSTN en la raza Parda de Montaiia

Frecuencia alelo  Frecuencia alelo

Polimorfismos Exo6n N° GenBank .
nativo mutado
F94L(C~>A4) 1 1015 0
S$105C(C>G) 1 1047 1 0
Nt419(del 7-ins 10) 2 2982 1 0
DI82N(G2A) 2 3107 1 0
0204X(C>T1) 2 3173 1 0
E226X(G2>T) 2 3239 1 0
Nt821(delll) 3 5414 0,500 0,500
E291X(G2>T) 3 5467 1 0
C313Y(G2>A) 3 5534 1 0

En relacion al andlisis de las secuencias, el primer exon del gen MSTN apenas
mostrd variabilidad entre las muestras y la secuencia original. Los polimorfismos F94L
y S105C tuvieron una frecuencia para el alelo presente en la secuencia nativa del gen de
I, ya que en ninguno de los dos casos se detectd el alelo mutado. Tampoco se

detectaron otros polimorfismos.

No es de extranar que S/05C no estuviera presente en los animales de Parda de
Montafia analizados, ya que no habia sido detectada en otras razas espafiolas de interés
carnico como Asturiana de los Valles, Asturiana de Montafa y Pirenaica. Esta mutacion
solo ha sido detectada en la raza francesa Parthenaise (Dunner et al., 2003; Miranda et

al., 2002a).

F94L, a diferencia de la mutacion anterior, fue detectada en la raza Pirenaica con
una frecuencia en homocigosis y heterocigosis de 0,214 y 0,332 respectivamente
(Miranda et al., 2002a). Esta mutacion fue detectada también en las razas espafiolas
Asturiana de los Valles y Rubia Gallega, aunque con una frecuencia muy baja, y en
numerosas razas francesas, como la Blonde d’Aquitaine, Charolais y Limousine

(Dunner et al., 2003; Grobet et al., 1998).

En el segundo exdn, las mutaciones capaces de influir en el fenotipo (nt419
(del7-ins10), DIS2N, Q204X y E226X) no estuvieron presentes en los animales
analizados, suponiendo por tanto en todos los casos una frecuencia alélica de 1 para el
alelo nativo. Estos polimorfismos tampoco fueron detectados en otras razas espafiolas, a

excepcion de nt419(del7-ins10), que fue detectada en la raza Pirenaica (Miranda et al.,
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2002a), aunque en una frecuencia muy baja. DIS2N, Q204X y E226X han sido

identificadas en varias razas francesas por Miranda et al. (2002a) y Dunner et al. (2003).

Por ultimo, en el tercer exdén la unica mutacion disruptiva detectada fue
nt821(delll), siendo 8 de los ejemplares estudiados homocigotos para la deleccion, 18
heterocigotos y 8 homocigotos para el alelo nativo (Figura 4). Estos resultados suponen
una frecuencia para el alelo mutado y el alelo nativo de 0,500 y una frecuencia
genotipica para la deleccion en homocigosis y en heterocigosis de 0,235 y 0,529

respectivamente.

La frecuencia de nt821(delll) obtenida en la raza Parda de Montafia fue menor
que en otras razas espafiolas como la Asturiana de los Valles y Rubia Gallega, que
presentaron una frecuencia en homocigosis de 0,740 y 0,287 respectivamente.
Comparando la frecuencia de la deleccion en heterocigosis, la obtenida en la Parda de
Montafia (0,529) fue mayor que en la Asturiana de los Valles (0,235) y Pirenaica
(0,221) y menor que en la Rubia Gallega (0,614) (Miranda et al., 2002a).
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Figura 4. Fragmento de la secuencia del tercer exon del gen de la miostatina en el que se
muestra la mutacion nt821(dell 1) en homocigosis para el alelo nativo en la imagen superior,
en heterocigosis en la central y en homocigosis para la deleccion en la imagen inferior.

Las mutaciones C3/3Y y E291X no fueron detectadas en las muestras
analizadas, siendo por tanto la frecuencia para el alelo nativo de 1 en ambas mutaciones.
C313Y solo ha sido detectada en las razas francesas Gasconne (Dunner et al., 2003;
Grobet et al., 1998; Miranda et al., 2002a) e Inra 95(Dunner et al., 2003) y en la raza
italiana Piedmontese (Grobet et al., 1998; McPherron and Lee, 1997). E291X ha sido
detectada exclusivamente en la raza en la que fue descubierta por Cappuccio et al. en

1998, la raza italiana Marchigiana.

Respecto a las mutaciones silentes descritas en otras razas para el gen MSTN, se
detectd la mutacion nt414(C->T) en 9 de los 36 ejemplares analizados, siendo 7 de ellos
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homocigotos para la mutacion (Figura 5). Por tanto, nt414(C->T) se detectd en
homocigosis en una frecuencia de 0,194 frente a una frecuencia de 0,056 en
heterocigosis. Las frecuencias alélicas fueron 0,778 y 0,222 para el alelo nativo y el
alelo mutado respectivamente. Esta mutacion habia sido detectada en Asturiana de los
Valles, Asturiana de Montafia y Pirenaica (Dunner et al., 2003; Grobet et al., 1998;
Miranda et al., 2002a).
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Figura 5. Fragmento de la secuencia del segundo exon del gen de la miostatina en el que se
muestra en la imagen superior la secuencia nativa; en la imagen inferior la secuencia con la
mutacion nt414(C>T) en homocigosis, y en la imagen central una muestra en heterocigosis
para la mutacion.

El resto de las mutaciones silentes analizadas (nt267(A 2G), nt324(C>T) y

nt387(G 2A4)) no presentaron variabilidad en la poblacion analizada.

5.4. Descripcion de nuevos polimorfismos en el gen MSTN

Se detectaron 2 nuevas variaciones en la secuencia del gen MSTN localizadas en
el segundo y tercer exén. No se han encontrado referencias sobre ellas en la literatura,

por lo que se pueden considerar nuevas mutaciones caracteristicas de esta raza.

El polimorfismo localizado en el segundo exdn corresponde a la posicion 2994
en la secuencia del gen MSTN (GenBank acceso n® JQ700080.1) y se muestra en la
Figura 6. En ella, se puede observar la sustitucion de una guanina por una adenina. La
sustitucion de un nucledtido por otro conlleva el cambio de una serina por una
fenilalanina en la secuencia de la proteina que podria suponer una modificacion en el
fenotipo. Este cambio se detectdé en 4 muestras en heterocigosis y en 1 muestra en
homocigosis, suponiendo una frecuencia alélica de 0,083 y una frecuencia genotipica

para la mutacion en homocigosis y en heterocigosis de 0,028 y 0,111 respectivamente.
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Figura 6. Fragmento de la secuencia del segundo exon del gen de la miostatina en el que se
muestra en la imagen superior la secuencia nativa, en la imagen centra una modificacion de la
secuencia en uno de los alelos; y en la imagen inferior una modificacion de los dos alelos del
gen.

En el tercer exon, se detectd un polimorfismo (Figura 7) en la posicion 5564 en
la secuencia del gen MSTN (GenBank acceso n° JQ700080.1). Consiste en una
transversion T->A. Esta modificacion en la secuencia del gen provoca el cambio en la
proteina de una histidina por una leucina. La mutacion se encontr6 solamente en 2 de las

muestras analizadas, ambas en heterocigosis, suponiendo una frecuencia alélica de

0,042 y una frecuencia genotipica de 0,056.
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Figura 7. Fragmento de la secuencia del tercer exon del gen de la miostatina en el que se
muestran polimorfismos en uno de los nucledtido. En la imagen superior se muestra la
secuencia nativa del gen, mientras que en la imagen inferior se puede observar la modificacion
de uno de los alelos del gen.
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6. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos y en las condiciones del presente Trabajo de

Fin de Grado se han extraido las siguientes conclusiones:

1. Se detectaron un total de 4 mutaciones en los animales analizados: dos

mutaciones en el exdn 2 y dos mutaciones en el exén 3.

2. No se detectaron variaciones en el primer exon del gen respecto a la secuencia

nativa en ninguno de los animales analizados.

3. De las mutaciones descritas anteriormente en otras razas bovinas se detectaron
la mutacion nt414(C-2T) en el segundo exén y la mutacion nt821(delll) en el tercero,

siendo esta ultima una mutacion disruptiva que causa el fenotipo culon caracteristico.

4. La frecuencia de los alelos en la mutacion nt414(C->T) fueron 0,778 para el
alelo presente en la secuencia nativa y 0,222 para el alelo mutado. Las frecuencias para

la mutacion en homocigosis y en heterocigosis fueron 0,192 y 0,056 respectivamente.

5. En relaciéon con la mutacion nt821(delll), el alelo mutado tuvo una frecuencia

alélica de 0,500 y una frecuencia en homocigosis y heterocigosis de 0,235 y 0,529.

6. Se detectaron 2 nuevos polimorfismos no descritos con anterioridad, uno en el
segundo exon y otro en el tercer exén, con una frecuencia alélica de 0,083 y 0,042
respectivamente. Con respecto a dichos polimorfismo, resultaria de gran interés realizar
investigaciones posteriores para determinar el efecto de estas mutaciones en el gen y
determinar si estan implicadas en la aparicion de la doble musculatura, ya que ambas

mutaciones provocan un cambio aminoacidico en la secuencia de la miostatina.
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CONCLUSIONS

Based on the obtained results and in the conditions of the present work, it was

deduced the following conclusion:

1. A total of 4 mutations were detected in the animals analyzed: two mutations in

exon 2 and two mutations in exon 3.

2. No variations were detected in the first exon of the gene relative to the native

sequence in any of the animals analyzed.

3. From the mutations previously described in other bovine breeds, the mutation
nt414(C2T) was detected in the second exon and the mutation nt821(delll) in the
third, being the last one a disruptive mutation that causes the characteristic double-

muscled phenotype.

4. The frequency of the alleles in the mutation nt414(C >T) were 0,778 for the
allele present in the native sequence and 0,222 for the mutated allele. The frequencies

for the mutation in homozygosis and heterozygosis were 0,192 and 0,056, respectively.

5. Regarding the mutation nt821(delll), the mutated allele had a frequency of
0,500 and a frequency in homozygosis and heterozygosis of 0,235 y 0,529.

6. Two new polymorphisms not previously described were detected, one in the
second exon and another in the third exon, with an allelic frequency of 0.083 and 0.042
respectively. With respect to such polymorphisms, it would be of great interest to carry
out further research to determine the effect of these mutations on the gene and to
determine if they are involved in the appearance of the double musculature, due to the
fact that both mutatation cause an aminoacid modification in the sequence of the

myostatin.
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7. APORTACIONES EN MATERIA DE APRENDIZAJE

En primer lugar, la asignatura “Trabajo de Fin de Grado” me ha permitido
mejorar mis habilidades en el laboratorio asi como conocer nuevas técnicas de genética

molecular utilizadas en proyectos de investigacion.

La realizacion de este trabajo me ha hecho mejorar mis capacidades de
organizacion y planificacion en un laboratorio. Asi mismo, he desarrollado mis
habilidades de busqueda de informacion cientifica, utilizacion de bases de datos de

genética y redaccion de un informe cientifico tanto en inglés como en espafiol.

Ademas, me ha aportado autonomia en el manejo y utilizacion de equipos tales
como el termociclador o el secuenciador automatico, y ha impulsado mi capacidad para

resolver los problemas que puedan ocurrir durante la realizacion de un experimento.

Por otro lado, me ha ayudado a comprender mejor los principios de la genética y
la relacion entre la calidad de los alimentos, mas concretamente la calidad de la carne, y
la genética, ampliando asi mis conocimientos adquiridos en la asignatura

“Biotecnologia Alimentaria”, lo que valoro muy positivamente.

Concluyendo, considero que esta asignatura permite el desarrollo de las
competencias personales, favoreciendo la autonomia y el aprendizaje de cara al &mbito
laboral, gracias también a la colaboracion del personal del laboratorio, investigadores y

técnicos.
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9. ANEXOS

ANEXO 1. Secuencia completa del gen MSTN (Genbank acceso n® JQ700080.1). Los
exones se muestran en negrita. La secuencia subrayada corresponde a los primers
utilizados para la amplificacion y las letras en rojo a los polimorfismos capaces de

modificar el fenotipo.
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cagtatatga
atcgtataat
ttatgttcaa
gtgaattaaa
aaaaatctat
ccttaaacac
atagggatgg
cagtttttgc
agcaaaaaac
ctccctatgg
ttcaattctg
ttggtcaaaa
aatggaaatg
ataatatgta
atttttacag
cataaaagca
tccatatgct

gcattcactt
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ggaagattcc
atagcttcct
accacaggct
gctaaaaaga
aaaacgtttt
atatatcaca
ggagtatgct
atgtagtatt
ttgaatttat
cacaccgtac
caatggtgct
gttcaggaaa
gcaatggatg
tagcatactt
tttcaaaatt
actgattcta
tacaatattg
taaggacatt
aaagcctata
aatggttaga

atggattcat

agccatggta
caaacatgga
ataagcctag
gagaatatat
atgatttcca
acacatgcag
ttaaaatcta
ggtaaaatgc
attgtatgat
gcaagttacc
aatacaatag
gtaataagtt
ttctatagag
ggagaagctg
atagcctgcc
tcaatattgt
ttttgtaaat
tcaaattaag
ttttggagca

tggttatatt

gatggctgta



6901

6961

7021

7081

7141

7201

7261

7321

7381

7441

7501

7561

7621

7681

7741

7801

taatgtgaat
tattttaata
agaataataa
atatatttct
ttgtacttat
atattaaagt
tagatttctg
agaaatttta
ggtcaagttg
atcttgacct
tggcaagggt
gctgcatctt
cattttcaaa
atttatacat
ctctaaagaa

taaataaata

gtgaaatttc
cttataaata
actgatgata
gcatatattt
gattaagtga
gttttcacct
gtttccactt
ggtctgctac
ctttaaacat
gaaaactatt
atatggtcct
ttcccgagca
ttgaactgag
gtttttgaag
gtgactatgt

atttataagt

aatggtttac
ttaagcatac
tcttacaaat
actactattt
aattatttct
tttttgaaag
tattataaaa
tctagtttct
acaaaagcaa
tatatgtttt
agagttacaa
cttaatgaga
aaataattag
tgagctctct
ttaattagca

atgataaata

tgtcattgta
caaaatgatt
tgttaatttt
tgtaaatcag
tacatccaat
acaacagttt
gtttaatgac
catgagtgaa
ggactagcta
cttaggttca
gttctactga
ctgacacact
gaagtgccta
tctccactcc
gtgactaatt

c
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ttcaaatctc
taactctatt
attttataat
gattttgtta
gtgtagaaac
catgttataa
tgagcacaaa
attcctgtta
catctgtttc
atttccaaat
agccacaggg
tatctgagtt
gaatccttac
tggccagttt

ctctctggtg

aacgttccat
atctgaaatc
ttgataatga
atcaaataaa
aatttaagtt
tgattaactc
agtttggttt
aattggttct
atttctcttt
gcattgcagt
acacagggag
tgggggaata
gtgcaacact
aataacttag

ttctgagtct



ANEXO 2. Tabla con los genotipos de los animales analizados para los 9

polimorfismos capaces de alterar la funcidén de la miostatina presentes en los animales

de raza Parda de montafia secuenciados.

F94L S105C | Nt419 DIS2N Q204X [E226X | Nt821 [E291X (C313Y

D-8386 CcC CcC TT GG CC GG CC GG GG
D-8616 CC CC TT GG CC GG CC GG GG
D-8617 CcC CcC TT GG CC GG CC GG GG
D-8758 CC CC TT GG CC GG CT GG GG
D-9662 CcC CcC TT GG CC GG CC GG GG
E-0006 CC CC TT GG CC GG CC GG GG
E-0140 CcC CcC TT GG CC GG CC GG GG
E-0345 CC CC - - - - CT GG GG
E-0346 CcC CcC TT GG CC GG CT GG GG
E-0356 CC CC TT GG CC GG CT GG GG
E-0359 CcC CcC TT GG CC GG CT GG GG
E-0360 CC CC TT GG CC GG - - -

E-0371 CcC CcC TT GG CC GG CT GG GG
E-0376 CC CC TT GG CC GG CT GG GG
E-0378 CcC CcC TT GG CC GG CT GG GG
E-0385 - - TT GG CC GG CT GG GG
E-0401 CcC CcC TT GG CC GG - - -

E-0402 CC CC TT GG CC GG TT GG GG
E-0403 CcC CcC TT GG CC GG TT GG GG
E-0404 CC CC TT GG CC GG TT GG GG
E-0405 CcC CcC TT GG CC GG TT GG GG
E-0406 CC CC TT GG CC GG TT GG GG
E-0407 CcC CcC TT GG CC GG TT GG GG
E-0408 CC CC TT GG CC GG TT GG GG
E-0417 CcC CcC TT GG CC GG CT GG GG
E-0421 CC CC TT GG CC GG CT GG GG
E-0426 CcC CcC TT GG CC GG CT GG GG
E-0428 CC CC TT GG CC GG CT GG GG
E-0430 CcC CcC TT GG CC GG CT GG GG
E-0435 CC CC TT GG CC GG CT GG GG
E-0437 CcC CcC TT GG CC GG CT GG GG
E-0440 CC CC TT GG CC GG CT GG GG
E-1661 CcC CcC TT GG CC GG CT GG GG
E-1662 CC CC TT GG CC GG TT GG GG
E-1663 CcC CcC TT GG CC GG CC GG GG
E-1667 CC CC TT GG CC GG CC GG GG
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ANEXO 3. Tabla con los genotipos de los animales analizados para los 4

polimorfismos silentes estudiados en los animales de raza Parda de montafia

secuenciados.
nt267(A>G) nt324(C3T), | nt387(G>4) nt414(C>T)
D-8386 AA CcC GG CC
D-8616 AA cC GG CC
D-8617 AA CcC GG CC
D-8758 AA cC GG CC
D-9662 AA CcC GG CC
E-0006 AA cC GG CC
E-0140 AA CcC GG CC
E-0345 AA cC - -
E-0346 AA CcC GG CC
E-0356 AA cC GG CC
E-0359 AA CcC GG CC
E-0360 AA cC GG CC
E-0371 AA CcC GG CC
E-0376 AA cC GG CT
E-0378 AA CcC GG CC
E-0385 - - GG TT
E-0401 AA CcC GG CC
E-0402 AA cC GG TT
E-0403 AA CcC GG CT
E-0404 AA cC GG CC
E-0405 AA CcC GG TT
E-0406 AA cC GG TT
E-0407 AA CcC GG CC
E-0408 AA cC GG TT
E-0417 AA CcC GG CC
E-0421 AA cC GG CC
E-0426 AA CcC GG CC
E-0428 AA cC GG TT
E-0430 AA CcC GG CC
E-0435 AA cC GG TT
E-0437 AA CcC GG CC
E-0440 AA cC GG CC
E-1661 AA CcC GG CC
E-1662 AA cC GG CC
E-1663 AA CcC GG CC
E-1667 AA cC GG CC
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