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RESUMEN

El crecimiento muscular se encuentra regulado por diversos factores, entre estos
factores se encuentra la miostatina, miembro de la familia de TGF-B, considerado
como inhibidor de la proliferacion y diferenciacion celular de miocitos. Desde su
descubrimiento y debido al papel importante que desempefia, se ha buscado
potencializar su aplicacion en especies de interés comercial. Debido a que el
pargo flamenco Lutjanus guttatus presenta una importante demanda comercial, en
el presente trabajo se proporcioné el patrén de expresion del gen de miostatina en
embriones, larvas y juveniles en condiciones de cultivo, para, en un futuro
préximo, implementar métodos de bloqueo post-transcripcional por RNA de
interferencia (RNAIi) con el objetivo de acelerar el crecimiento y mejorar la
produccion. La secuencia codificante de la miostatina de L. gutattus fue aislada de
tejido muscular y secuenciada, obteniendo 1134 pb, los cuales codifican un
péptido de 377 amino acidos. Posteriormente se midieron los niveles de expresion
en estadios embrionarios, larvarios y juveniles mediante qPCR. Se encontré que la
expresion inicia desde el desarrollo embrionario pero se mantiene en niveles bajos
hasta el dia 28 post-eclosion (dpe), donde aumentd significativamente,
coincidiendo con el periodo de metamorfosis de la larva. Posteriormente la
expresion se mantuvo fluctuante, coincidiendo probablemente con momentos de
rapido y lento crecimiento muscular. La expresion de miostatina fue también
analizada por peso, donde, independientemente de la edad, increment6 en
organismos con menor tasa de crecimiento. La miostatina se encuentra
ampliamente expresada en otros tejidos de L. guttatus, presentando mayores
niveles en cerebro, ojo y branquia, indicando que la miostatina en peces participa

en otros procesos fisioloégicos ademas del crecimiento muscular.

Palabras clave: miostatina, Lutjanus guttatus, crecimiento muscular, expresion

génica.
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ABSTRACT

Muscle growth is regulated by several factors, among these factors, myostatin, a
member of the TGF-B family, is considered a negative regulator of myocyte
proliferation and differentiation. Since its discovery and due to the important role it
performs, it became a target for biotechnological application in commercial
species. Since the spotted rose shapper Lutjanus guttatus is commercially
important, in this study, we present the expression pattern of myostatin in embryos,
larvae and juveniles under culture conditions, and, in the near future, we expect to
perform post-transcriptional gene silencing by RNAI to accelerate muscle growth
and improve production. The full coding sequence of myostatin from L. guttatus
was isolated from muscle tissue and sequenced, obtaining 1134 bp, which encode
a peptide of 377 amino acids. Expression levels were measured in embryonic,
larval, and juvenile stages by qPCR. Myostatin expression was detected in the
embryo, and maintained at low levels until 28 days post-hatch (dpe), when it
showed a significant increase, coinciding with metamorphosis. After that,
expression was fluctuating, coinciding probably with periods of rapid and slow
muscle growth. Myostatin expression was also analyzed by weight and, regardless
the age, higher levels were detected in smaller animals. Myostatin is also
expressed in other tissues from L. guttatus, presenting higher expression levels in
brain, eye, and gill, indicating that in fish, myostatin participates in physiological

processes other that muscle growth.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La mayoria de las células de los organismos vivos tienen la propiedad de
ser contractiles, sin embargo, es en las células musculares donde las funciones
basicas se han desarrollado con base a esta propiedad, permitiendo a los
organismos vivos moverse, gracias a que en el tejido muscular la energia quimica
es transformada en energia mecanica; ademas el tejido muscular es el tejido mas
abundante, ya que constituye alrededor del 40-50% del peso corporal (Welsch &
Sobotta, 2009) y estd compuesto principalmente de filamentos de actina y miosina,
asi como de otras proteinas. Sin embargo encontramos tres tipos de tejido

muscular, los cuales difieren de acuerdo a su apariencia y localizacion.

El tejido muscular liso conforma la pared de muchas visceras huecas
tales como tubo digestivo, vias urinarias, conductos genitales, vasos sanguineos y
vias respiratorias. Es controlado por el sistema nervioso vegetativo
(auténomol/involuntario) pero puede reaccionar ante influencias externas, realiza
movimientos relativamente lentos pero no se fatiga con rapidez, ya que puede
desarrollar gran fuerza durante lapsos prolongados. El tejido cardiaco es un
tejido estriado involuntario altamente especializado, localizado solamente en el
corazon; las células se encuentran estriadas transversalmente de manera
multinuclear, al igual que en el muasculo liso los nucleos se encuentran en el
centro. El musculo estriado o esquelético constituye el aparato locomotor de los
organismos, pero también esta presente en dérganos como lengua, diafragma,
esoéfago, etc.; responde a estimulos voluntarios siendo capaz de alcanzar gran
fuerza en un lapso de tiempo breve, pero también se fatiga rapidamente; posee
células alargadas y multinucleadas llamadas fibras musculares (Welsch & Sobotta,
2006).

Las células musculares no se dividen durante la vida de un organismo, sélo
se forman durante el periodo de gestacion (miogénesis), debido a que son
altamente diferenciadas. Durante el desarrollo embrionario, en mamiferos los

mioblastos se originan a partir de células del mesodermo llamadas somitas,

1



localizadas a los lados del tubo neural del embrién. A medida que hay proliferacion
de células mesodérmicas, se efecttan mecanismos de migracion a distintos
destinos. Una vez concretado este periodo, las células dejan de dividirse, se
fusionan formando sincitios, llamados miotubos, hasta alcanzar su diferenciacion

en musculo maduro (Lodish et al., 2006)

Los procesos de determinacion, proliferacion, migracion y diferenciacion de
células musculares son regulados por la activacion de genes que codifican
factores de diferenciacion celular miogénicos. Estos genes pertenecen a la familia
de factores de transcripcion llamada familia MyoD, factores de regulacion
muscular (MRFs) con estructura héliceasa hélice y los factores mejoradores de
miocitos 2 (MEF2), expresandose en forma secuencial. Primeramente, Pax-3 y
Myf-5 iniciaran la expresion de MyoD, comprometiendo a células indiferenciadas a
abandonar el ciclo celular y diferenciarse. Posteriormente se fusionan y expresan
miogenina y MRF-4, para que los miotubos se diferencien hacia células maduras
del tejido muscular, llamadas fibras musculares (Cediel et al., 2009; Perry &
Rudnick, 2000; Yun & Wold, 1996). Se ha demostrado también que las histonas
acetilasas y desacetilasas son esenciales para la regulacion de genes especificos

del musculo (Kouzarides, 1999).

Muchos son los factores que inducen atrofia o hipertrofia en el tejido
muscular; como el factor de crecimiento insulina (IGF), calcineurina, desmina,
myf5, mrf4, MyoD y miogenina, que actian como reguladores positivos del
crecimiento muscular, mientras que el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
interleucina I, componentes de la via de ubiquitinas (ligasas MURF-1 y Atrogina-I),
familia de factores de crecimiento transformante beta (TGF-B) y factores
fisiolégicos como la edad y enfermedades, son identificados como reguladores
negativos del crecimiento muscular (Stewart & Rittwegger, 2006).

Un importarte miembro de la familia de TGF-(3, es el factor de diferenciacion
de crecimiento 8 (GDF-8) conocido como miostatina, considerado como inhibidor
de proliferacion y diferenciacién celular de miocitos. Es también un importante

regulador de adipogénesis (Rebbapragada et al.,, 2003) lo que indica su
2



participacion en distintos procesos. La miostatina fue inicialmente identificada en
una mutacion natural en ganado vacuno europeo, conocido como “doble
musculatura”®, en la cual, los organismos que poseen la mutacién presentan un
fenotipo con el doble de crecimiento en su musculatura (Grobet et al., 1997), esta
mejora en el crecimiento muscular en los animales, es debido al incremento tanto
en el numero de células (hiperplasia), como en el tamafio de las células
(hipertrofia) dando como resultado miofibras mas grandes y pesadas (Rodgers &
Garikipati, 2008). Sin embargo, la funcion de miostatina fue esclarecida mediante
estudios de mutagénesis dirigida, en donde McPherron y colaboradores (1997)
determinaron que la delecion en esta proteina daba como consecuencia un
significativo crecimiento en la musculatura de ratones (-/-) en comparacion con los
ratones silvestres, planteando que la miostatina actia como un regulador negativo
del crecimiento, reduciendo el niumero de fibras y su funcion y estructura que ha

sido altamente conservada entre especies.

De acuerdo con el papel que desempefia la miostatina como inhibidor del
crecimiento muscular se han realizado estudios confirmando este supuesto; por
ejemplo, se observd que las concentraciones de miostatina en suero e
intramusculares, incrementan en pacientes hombres infectados con el virus de
inmunodeficiencia adquirida (VIH), que presentan pérdida de peso, comparados
con individuos sanos, por lo que autores proponen la hipétesis que la miostatina
impide el crecimiento del musculo esquelético en hombres adultos y contribuye a
la pérdida de masa muscular en pacientes infectados con VIH (Argilés et al., 2012;
Gonzélez-Cadavid et al., 1998), de esta forma inhibidores de la miostatina
ayudaria a mejoras en los sintomas de este padecimiento. Se ha reportado
también, que los transcritos y la proteina de la miostatina se encuentra en niveles
elevados en ratas de edad avanzada, sugiriendo que la miostatina esta
involucrada en la atrofia muscular ocasionada por la edad avanzada. Hombres y
mujeres de mediana edad poseen concentraciones mayores de miostatina que
individuos mas jovenes. Por consecuencia, la disminucion en los niveles de
miostatina en adultos mayores mejoraria su calidad de vida con respecto a la

pérdida de masa corporal y debilidad (Argilés et al., 2012).



Con fines de determinar la funcion que la miostatina desempefa, y en que
periodos del desarrollo inicia su funcion, se encontrd que en ratén, la miostatina se
expresa durante la embriogénesis de las células del miotomo de los somitas y
continla en ratones adultos, demostrando que la miostatina participa en la
regulacion homeostatica posnatal suprimiendo el crecimiento muscular (Lee,
2010). Al parecer, el principal factor que deprime tanto el numero de mioblastos
que alcanzan divisiones de diferenciacion terminal y el grado de alargamiento de
las fibras, es la miostatina (Bass et al., 1999)

La miostatina controla la proliferacion celular inhibiendo la progresiéon de
mioblastos en fase G1 a fase S durante el ciclo celular, especificamente regulando
p21 que inhibe Cdk2 (cinasa dependiente de ciclina 2) en células satélite, por lo
tanto, las células se mantienen en senescencia (McCroskery et al., 2003) (Figura
2). Se ha demostrado que la miostatina inhabilita la actividad de Cdk4
promoviendo la degradacion de la ciclina D1, asi la célula no continla con la
replicacion de DNA. De esta manera, la proteina retinoblastoma (Rb) se encuentra
en su forma activa (hipofosforilada) por la ausencia de Cdk4/Cdk2 (la cual
hiperfosforila a Rb para su inactivacion), asi Rb se une a E2F (factor de
transcripcion que induce progresion celular) y no procede la sintesis de ADN (fase
S) deteniendo el ciclo celular en presencia de miostatina (Thomas et al., 2000 &
Wei et al.,, 2006) (Fig. 1). A pesar que la miostatina induce a las células a un
estado de senescencia, esta puede ser reversible, reiniciando la proliferacion
celular, promoviendo la expresion de factores de diferenciaciéon celular
miogénicos, como Pax-3 y MyoD (Amthor et al., 2006). Estos estudios sugieren
que la miostatina es un factor de supervivencia en los mioblastos, ya que estimula
el arresto del ciclo celular. Por lo tanto, la miostatina inicia el primer paso
necesario en el proceso de diferenciacion, arresto del ciclo celular y previene la

apoptosis de células en senescencia (Rodgers & Garikipati, 2008).
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Figura 1. Modelo para la funcion de la miostatina en el crecimiento muscular. Figura tomada de Thomas et al., 2000.

Ming et al. (2008), probaron que la miostatina bloquea el reclutamiento de
p300 al promotor de la ciclina D1 resultando en el silenciamiento de la expresion
de ciclina D1, asi la miostatina disminuye los niveles de proteina p300
induciéndola a su degradaciéon a través del sistema ubiquitina-proteosoma,
mostraron la primera evidencia de regulacion epigenética en la expresion génica
mediada por miostatina a través de la degradacion de p300 por la ruta de
sefalizacion Fosfatidinosil 3-kinasa (PI3K) /PTEN/AKt).

En conclusién, todos los estudios en conjunto, sugieren que la miostatina,
fundamentalmente, limita el tamafio del musculo esquelético, inhibiendo el
crecimiento hiperplasico de los mioblastos y por lo tanto el nimero de células que
eventualmente se diferencian en miofibras maduras y finalmente reduciendo la
sintesis de proteinas de miofibras y la regeneracién de células satélite, ambos

inhibiendo hiperplasia en el musculo maduro (Rodgers &Garikipati, 2008).

La secuencia de ADNc de miostatina en humanos codifica una proteina
precursora de 376 aminoacidos, con todas las caracteristicas encontradas en
otros miembros de la familia TGF-B, los cuales incluyen: a) un extremo amino

terminal, importante para el correcto plegamiento de la proteina precursoray en la
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capacidad de la proteina madura de formar homodimeros (Jin et.al., 2004) b) una
pro-regibn seguida de una secuencia RSRR que representa un sitio de
procesamiento catalitico y ¢) un extremo carboxilo terminal con 109 aminoacidos
gue contienen 9 residuos de cisteina y es donde radica la actividad biologica de la
proteina, siendo capaz de formar homodimeros formados por enlaces disulfuro
(Lee, 2010).

La activacion de Miostatina requiere una serie de escisiones proteoliticas en
la proteina precursora. Primeramente, enzimas pertenecientes a la familia de las
furinas remueven el péptido sefial de 24 aminoacidos. Un segundo corte es
efectuado entre los aminoacidos 240-243 dando por resultado dos fragmentos: un
pro-péptido amino terminal de 27.640 KDa y un dominio carboxilo terminal de 12.4
kDa. Fragmentos paralelos del extremo carboxilo terminal de miostatina se unen a
través de enlaces disulfuro, formando dimeros que permanecen unidos al
propéptido amino terminal. Este complejo no covalente circula en la sangre y
mantiene al dimero de miostatina latente y/o inactivo, es decir, este corte separa el
dominio bioactivo del extremo N-terminal, conocido como LAP, por sus siglas en
inglés (Latency-associated peptide). La presencia del pro-péptido (pro-Mstn) es
importante en la regulacion de la actividad de miostatina, representando la forma

de mayor abundancia en circulacién sanguinea (Lee, 2010) (Fig. 2).

Una tercera escision en el aminoacido 76 se requiere para activar el
extremo carboxilo de miostatina, siendo realizado por un grupo de enzimas
diferentes, una metaloproteinasa que pertenece a la familia de las proteinas
morfogénicas 6seas (BMP) -1/tolloid (TLD) (Lee, 2010, Rodino-Klapac et al., 2009)

(Fig. 2).
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Figura 2. Procesamiento proteolitico de la proteina de miostatina. Figura tomada de Rodgers & Garikipati, 2008.

Una vez activa, la miostatina actla a través de receptores de activina tipo |l
y 1IB (ActRIIB) en musculo esquelético, aunque ligeramente tenga mayor afinidad
por los receptores tipo IB (Lee & McPherron, 2001). Ya formado el complejo, se
presume el reclutamiento y fosforilacion de receptores de cinasas similares a
activina 4 y/o 5. Este proceso conduce a la fosforilacion de Smad2 y Smad3 que
forman un complejo con Smad4. El complejo Smad 2/3/4 es transportado al nucleo
para regular la expresion de genes especificos como factores de regulacion
miogénica (Rodino-Klapac et al., 2009).



CAPITULO 2. ANTECEDENTES

El gen de miostatina ha sido aislado en diferentes especies de vertebrados,
como perro (Mosher et al., 2007), oveja (Clop et al., 2006) raton (McPherron et al.,
1997) e incluso humanos (Schuelke et al., 2004). Donde la mutacion en el gen,
traen como consecuencia un incremento en la masa muscular, confirmando el
supuesto de la importancia de la miostatina, como regulador negativo del
crecimiento muscular en mamiferos e indicando patrones de expresion del

desarrollo similares (Roberts et al., 2001).

En mamiferos y aves, el incremento en el nimero de fibras (hiperplasia) se
detiene poco después del desarrollo embrionario y el crecimiento en el musculo es
causado principalmente por el crecimiento de las fibras musculares ya existentes
(hipertrofia). Por el contrario en la mayoria de los peces, el incremento en el
namero de fibras continla a lo largo de su desarrollo, siendo una importante
contribucion en el crecimiento normal del musculo durante la vida adulta (Rescan,
2005; Rescan et al., 2001; Koumans & Akster, 1995). En peces, el musculo
esquelético se deriva de los somitas que se forman durante la segmentacién
rostro-caudal del mesodermo (Rescan, 2005). Asi durante el desarrollo
embrionario en peces, las células se comprometen rapidamente al destino
miogénico, con la expresion de factores de transcripcion miogénicos MyoD, al final
de la gastrulaciéon, en contraste con lo embriones amniotas, que no ocurre hasta la
somitogénesis, proporcionando una ventaja a los embriones de peces, dandoles la
posibilidad de moverse radpidamente después de la eclosion (Currie & Ingham,
2001).

El crecimiento por hipertrofia, en peces, persiste a lo largo de la vida de los
juveniles incluyendo el estado adulto, a pesar que el crecimiento por hiperplasia ha
cesado. Por otra parte, se han descrito dos sucesivas y distintas fases de la
hiperplasia en peces; la primera fase a continuacion de la miogénesis embrionaria,

completandose la formacion de capas musculares definitivas Illamada



“estratificada”; posteriormente otro proceso de hiperplasia, resulta en un gran
aumento en el nimero total de fibras en todas las capas musculares, adquiriendo
el aspecto tipico de “mosaico”, el tiempo en que ocurren estos crecimientos
hiperplasicos en relacion con el ciclo de vida, varia entre especies, ya que en
algunas el primer crecimiento hipeplasico se dan al completar el periodo larvario y
la segunda fase inicia después que la metamorfosis ha terminado, o bien ocurre

incluso, antes de la metamorfosis (Rescan, 2005; Rowlerson & Veggetti, 2001).

El musculo esquelético en peces, constituye el mayor porcentaje del peso
total del cuerpo, que el presente en mamiferos, por lo tanto, cambios minimos en
el crecimiento de los peces podrian mejorar considerablemente desarrollo
(Rodgers & Garikipati, 2008). A pesar, que el bloqueo de la miostatina, parece ser
una herramienta muy util en la produccion acuicola, ain quedan muchas barreras
para que su utilizacion pueda ser Optima, ya que aun existen algunas incognitas

en la fisiologia del pez, que podria limitar el uso de esta tecnologia.

Debido al papel importante que desempefia la miostatina, se ha buscado
potencializar su aplicacién en especies de interés comercial, en los que destaca la
industria acuicola. Por lo que se ha secuenciado el gen de la miostatina de

diversas especies de peces de alto valor comercial (Funkenstein et al., 2009).

El gen de la miostatina en peces posee tres exones los cuales son
altamente conservados, incluso con otros mamiferos y aves (Ye et al., 2007).
Muchos han sido los estudios en los cuales, se ha reportado el aislamiento del gen
de miostatina en peces de importancia comercial, de hecho, el afio 2001 fue
declarado como afio del pez (“Year of the Fish”) porque fueron descritos mas de
16 homodlogos del gen de miostatina provenientes de 12 especies diferentes y
algunas de estas especies presentaron dos formas de miostatina (Sawatari et al.,
2010; Rodgers & Garikipati, 2008; Ostbye et al., 2001; Maccatrozzo et al.; 2001,
Rescan et al., 2001).

Uno de los primeros reportes del aislamiento del gen de miostatina en

especies no mamiferos fue en el salméon del Atlantico (Salmo salar)
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identificAndose dos isoformas de miostatina, al mismo tiempo mostraron que su
expresion no se limita en masculo esquelético, los autores indican que el papel de
la miostatina en peces podria tener funciones adicionales, similares a la del factor

de diferenciacion de crecimiento-11 (GDF-11) en mamiferos (Ostbye et al., 2001).

Xu et al. en 2003, reportaron el aislamiento y caracterizacién del gen de
miostatina en pez cebra, los autores analizaron la expresion de ésta en musculo
esquelético de embriones, larvas, y adultos; encontrando una débil expresion del
gen de miostatina en estadios embrionarios, mientras que fue alta en tejido
muscular de larvas nadadoras, juveniles y adultos. Igualmente evaluaron la
funcién bioldgica de miostatina, demostrando que juega un papel inhibidor en el

crecimiento muscular.

Por lo tanto, se ha demostrado la existencia de diferencias en la expresion
de miostatina entre peces y otros vertebrados, (Roberts et al., 2001). En
mamiferos, hasta la fecha, solo se ha reportado la existencia de una isoforma de
miostatina, contrario a lo encontrado en peces, donde se han aislado dos
isoformas, o hasta cuarto en el caso de los salménidos (Garikipati et al., 2007;
Garikipati et al., 2006). Estos estudios demuestran que en peces, en contraste con
mamiferos y pollos, existen dos distintas isoformas de miostatina con patrones de
expresion diferentes (Rodgers et al., 2007; Rescan et al., 2001). Estas isoforma,
se creé que provienen de diferentes loci, es decir, surgieron de un caracterizado
evento de duplicacién del genoma en el linaje de los peces (Rodgers & Garikipati,
2008)

La segunda diferencia entre peces y otras especies de vertebrados, radica
en los tejidos donde existe expresion de miostatina, ya que no sélo se limita a
masculo. Inicialmente la proteina fue detectada (ademéas de musculo) en
cardiomiocitos, fibras de Purkinje del corazon de raton y ganado (Sharma et al.,
1999) y ARNm en glandula mamaria, de cerdos (Ji et al., 1998). En peces, el
transcrito tiene mayor distribucién en tejidos, como cerebro, ovario, 0jo, intestino,
branquia (Helterline et al., 2007; Garikipati et al., 2007; Garikipati et al., 2006;

Roberts et al., 2001; Rodgers et al., 2001; Rescan et al., 2001). Por lo que, se ha
10



sugerido que la funcién del gen de la miostatina en peces, no es Unicamente en
relacion al crecimiento muscular, si no también participa en otros procesos

fisiolégicos (Funkenstein et al., 2009).

Es poco lo que se sabe de la funcion de la miostatina en otros tejidos;
Roberts et al., (2001) mediante analisis de Northern blot en Salvelinus fontinalis,
reportan que la expresion de miostatina-2 (aislada de ovario y ya conocida como
mstn-2) en tejido ovarico en distintos estadios de reproduccion es diferente, ya que
los niveles del transcrito incrementan durante la ovulacién, probablemente por el
papel inhibitorio que la folistatina desempefia en la regulacién de la miostatina
(Lee & McPherron 2001), ya que se ha observado in vitro que la folistatina evita la
unién de la miostatina a su receptor (Rodgers & Garikipati, 2008), mientras que in
vivo, ratones knockout de folistatina son mas pequefios que los que no tienen la
mutacion, lo que es consistente con un incremento en la actividad de la miostatina

y por consecuencia inhibicion del crecimiento muscular (Matzuk et al., 1995).

Actualmente, la funcidon de la miostatina en el cerebro es desconocida, a
pesar que se sabe que es expresada en distintas zonas del cerebro. Sin embargo,
ha sido relacionada con el Factor de Diferenciaciéon 11 (GDF-11) ya que poseen
un dominio bioactivo muy similar (95%) y probablemente desempefia una funcién
en la neurogénesis. Asi, el GDF-11 funciona como un regulador negativo del tejido
neural, funcién similar a la que realiza la miostatina en el tejido muscular, por lo
tanto, la miostatina podria ejercer funciones similares en distintas partes del
cerebro, y existirian cambios compensatorios en la expresiéon de GDF-11, no
permitiendo el desarrollo de fenotipos neuronales en animales sin miostatina
(Rodgers & Garikipati, 2008).

Helterline et al., (2007) presentaron un analisis comparativo de la expresion
de la miostatina en distintos érganos de diversos peces, donde los patrones de
expresion entre las especies no son los mismos, atribuyéndolo a las dificultades
en detectar bajos niveles de expresion en algunos tejidos y sobre todo a que la
miostatina no se limita al crecimiento y desarrollo del musculo esquelético en

peces y, probablemente, influya en otros procesos.
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Es importante conocer la expresion extra-muscular de la miostatina y
evaluar las posibles afectaciones que su bloqueo pudiera producir en el desarrollo
somatico del pez, considerando el potencial que estos estudios aportaran al

campo de la acuicultura (Ye et al., 2007).

Asi el presente trabajo pretende asilar, caracterizar y medir la expresion del
gen de miostatina en Lutjanus guttatus durante su desarrollo embrionario, larvario,
juvenil y en distintos tejidos, para posteriores aplicaciones enfocadas en

incrementar la tasa de crecimiento del pargo flamenco.
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JUSTIFICACION

L. guttatus es una especie ampliamente estudiada en CIAD Unidad
Mazatlan, desde la obtencion de huevos y larvas, hasta la produccion de juveniles.
Se ha reportado que el crecimiento de los juveniles es generalmente mas lento
(0.22mm por dia) las primeras 4 semanas (28dpe) y posteriormente incrementa a
1.34mm por dia, a los 60dpe (Alvarez-Lajonchére et al., 2012). Se sabe que las
condiciones ambientales juegan un papel primordial para el éxito del cultivo, por lo
gue es importante la busqueda de alternativas que lleven a la obtencién de mas y
mejores resultados. Las nuevas investigaciones, en la interaccion entre el genoma
y factores ambientales proporcionarian nuevas herramientas en la mejora del
crecimiento muscular, por lo que, el cultivo de L. guttatus, actualmente, ha logrado

grandes avances, pero aun requiere de mayor investigacion.

Tanto el conocimiento del ciclo reproductivo de la especie, condiciones
Optimas para su cultivo y la exploracién de nuevos campos, como las herramientas
biotecnolégicas, permitiran reducir el tiempo que le toma a la especie alcanzar la
talla y peso adecuados para iniciar la etapa de engorda en jaulas.

Entonces, considerando las funciones e importancia de la miostatina como
regulador negativo de la proliferacion celular de tejido muscular, es necesario
conocer el patréon de expresion existente durante el desarrollo del pargo flamenco

y relacionarlo con el crecimiento del pez.

De esta manera, el presente estudio proporcionara informacion necesaria
para conocer el patrén de expresién normal del gen de la miostatina del pargo
flamenco en condiciones de cultivo. Con estos resultados sera posible en un futuro
cercano aplicar diversos métodos de bloqueo post-transcripcional y/o post-
traduccional, con el objetivo de incrementar la masa muscular y mejorar la

produccion de pargo flamenco en cultivo.
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HIPOTESIS

Si, al igual que en mamiferos, la miostatina es un inhibidor de la
proliferacion celular del musculo en peces marinos, entonces se esperaria que sus
niveles de expresion en Lutjanus guttatus, incrementen en tejido muscular
conforme el desarrollo avanza y reduzca la tasa de crecimiento. Si la miostatina
lleva a cabo funciones adicionales, se esperaria encontrar también su transcrito en

tejidos no musculares.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la region codificante y el patron de expresion del gen de la
miostatina en pargo flamenco (Lutjanus guttatus) durante el desarrollo

embrionario, larvario y juvenil.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Aislar, secuenciar y caracterizar la regién codificante del gen de

miostatina en pargo flamenco (Lutjanus guttatus) mediante analisis in silico.

2.- Cuantificar el nivel de expresion de la miostatina durante el desarrollo

embrionario, larvario y juvenil.

3.- Evaluar el patrén de expresién en el musculo y relacionarlo con el

crecimiento en peso del pez.

4.- Cuantificar la expresion de la miostatina en diferentes tejidos.
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Objetivo 1. Aislar, secuenciar y caracterizar la region codificante
del gen de miostatina en pargo flamenco (Lutjanus guttatus) mediante

andlisis in silico.
3.1.1 Extraccion de ARN y sintesis cDNA

El ARN total fue extraido de larvas completas y de tejido muscular de
juveniles con Trizol (Invitrogen) con condiciones establecidas por el fabricante
(Anexol-B). Para eliminar cualquier contaminacion por DNA gendmico, las
muestras de RNA se trataron con DNAsa | (Promega). Posteriormente, se llevo a
cabo la sintesis de cDNA, utlizando random primers, RNAsin y M-MLV

(transcriptasa reversa) (Anexol-A).
3.1.2 Disefio de oligos (primers)

Se realizaron alineaciones multiples (ClustalW, Multalin) con secuencias ya
reportadas en GenBank, por lo que se parti6 de estas secuencias para aislar el
transcrito (Figura 3), disefidndose dos sets de oligos a partir de regiones
conservadas con el programa PRIMER 3 (Rozen, S. & Skaletsky, H., 2000) (Tabla
1). Todos los primers disefiados fueron sintetizados por Sigma Aldrich. Con el set
de oligos Fish-Mstn-F1 y Fish-Mstn-R1se busco obtener la region 5°del transcrito y
con el set Fish-Mstn-F2 y Fish-Mstn-R2 la region 3",

Tabla 1. Caracteristicas de los oligos utilizados inicialmente para amplificar el transcrito
3.1de miostatina.

Oligo Longitud Tm % GC Secuencia
Fish-Mstn-F1 24 68.8 29.1  5- AAT GCA TCT GWC KCA SRT YRT GMT -3'
Fish-Mstn-R1 20 69 55 5'- ATC AGG CGG GAG ATY TGC AG -3'
Fish-Mstn-F2 20 60.5 55 5- CTG CAR ATC TCC CGC CTG AT -3'
Fish-Mstn-R2 21 54.6 47.6 5’- AGC AYC CRC ARC GGT CYA CYA -3

F=foward; R= reverse, Tm= melting temperatura, %GC = porcentaje de guanina y citosina, W=Ao T, K=Go T, S=C o G,R=A
0G,Y=CoT,M=AoC.
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CCABARGACACGAGCTETGCACARCCTGCGAGGTCCGGCAGCAGATCARRACCATGCGAT TAARCGCCATARAGTC TCAGATTE TEAGCAAAC TRCGART GAARGAGGC TCCARATATCAGECAEEACA
CCRGTAGACACGGATCARTGCGCTACCTGCGAGGTCCGGCAGCAGATTARRACCATGCGAT TRAACGCGATARAGTC TCAGATTC TGAGCAAGC TGCGART GAAGGARGC TCCCARCATTAGCAGAGAGA
ACGGATGACGECGAGCAGTGCCCARCATGCGAGGTCCGACAGCAGATCARRARCATGAGAT TARCACGCCATCARGTCCCARATTC TTAGCAAACTGCGACT CAAGCARGCTCCCARTATCAGCCGAGATG
CCGGABGACGCGEAGCAGTGCGCCACCTGCGACETCCGGCAGCAGATARARACCATGCGAC TAARCGCGATCATATC TCAGATTC TGAGCAARC TECGART GAAGGARGC TCCGAACATCAGCCGAGACA
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CCAGARGACACGGAGCAGTGCGCTACCTGCGAGETCCGGCAGCAGAT TARRACCATGCGAT TRARCGCCATARARTC TCAGATTT TGAGCAARC TECGART GAARGAAGC TCCTARTATCAGCCGAGACA
CCAGABEACACGRAGCAGTGCRTCACCTGCGACETCCGACAGCACATCARAACCATGCGAT TAARCGCCATCARGCC TCAGATTC TRAGCAAGC TRCGGAT GAARGAGGC TCCARACATCAGCCRGGACA
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b G CCCARRGCGCCGCCCTECAGCABCTTC TCGACCAGTACGACGTGCTGGGA GACH
CBGTGARGCAGC TECTGCCCARAGCGCCRCCRE TGCAGCABCTCC TCGACCAGTACGACT GCTE6GCGATGACAACAGGEATETGETCACGEAGEAGEACGACGAGCACGCCATCACGGAGACCATCAT
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GACOTCARGCARGTGLTBAGCGTGTOGETECAOCAGCCOGAGACTARCTAOGECATCGAGATTARCGCATTCGACTCGAGAGEARARGAL TTGGECATGACE TCCACACABCCEGGARAGRARGACETGE
GACGTcARCARGTGL TGagctTeTGGCTECGGCAGCCGRAGACOARGTEGGEGATCEAGATEARGGE , TTCGAETCGAzeGEAAA., GAcE TEGLGTACC TCogCAgRecC  GGAGAEGaagGal TGT

a1 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

AACCGTTCATGGAGGTGARGATCTCOGAGGGGCCCARGCGTGTCCEEAGAGAC TCRGECCT GGAC TGTGACGAGRAAL TCTCCAGAGTCC COGTGTGLCGCTACCCRCTCACGGTEGACTTCGARGACTT

ARCC, TTCATGGAGGTGAaGATot CaGigGhctLoAaGCEL et CabigabAGALLCAGECCT GGAL TGLGACGAEAAL TCLE CaBAGECT CheT GeTALCAETACCLEC TCACEGTeGACTTLERAGACTT
1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 170
TEGCTGEGACTGEATTATTGCCCCARAGCGCTACARGGCCARCTATTGE TCCGGGEAGTGTGAGTACATGCAC TTGCAGARGTACCCECACACCLACE TEGTGARCARAGCCARCCC CAGAGEGTCCGER

TGGCTGEGACTGEATTATTGCACCARARCGC TACARGGCCARCTATTGE TCTGGGEAGTGTGAGTACATGCAC TTACAGARGTACCCACACACCCACE TEGTGARCARAGCCARCCC CAGAGGGACTGCA
TEGCTGEGACTGEATTATTGCCCCCARGCGCTACARGGCCARCTACTGL TCTGGTRAGTGTGAGTACATGCACCTGCAGARGTACCCCCACACCLACE TEGTGARCARGGCTAACCE TCGCGECACCGEA

TGGCTGEGACTGEATTATTGCCCCARAGCEC TACARGECCARCTATTGL TCTGAGEAGTTGAGTACATGCAC TTGCAGARGTATCCCTACACCCACE] IAGCCARCCCCAGAGEGACCGCA
TGGCTGEGACTGEATTATTGCCCCCARGCECTACARGECCARC TACTGL TCTGGTGAGTRCGAGTACATGCACCTRCAGARGTACCCCCACACCCACCARIIAGGCTAACCE TCGCGECACTGCC
TGGCTGEGACTGEATTATTGCCCCARAGCGC TACARGGCCARCTATTGE TCCGGGEAGTT GAGTACATGCAC TTGCAGARGTACCCACACACCLACE] IGGCCARCCCCAGAGGGACCGCA
TGGCTGEGACTGEATTATAGCCCCARAGCGC TACARGGCCARC TATTGE TCCGGGEAGTGTGAGTACATGCAC TTGCAGARATACCCACACACCCACT THG IGGCCARCCCCABAGGGACCGEG

TEE[Tl.iEEN[IEEHITNTLE[[E[aHHE[l.iETN[HHEEE[NHETNLIE[TEDEEEENEIELEHETNENTE[H[LTE[NENNETHcIIgcN[H[F[H[[TEETEHH[HHEE[EHN[E[caEaEEgﬂ[cﬁ[.
1171 1160 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

-
GE|:ccl:IEcTGTnl:|:ccl:nccnnEnTGTclsl:ccmcnm:nml:rcmcnmm:cunnnmim:cnGmcmcmcuﬁcnnﬁmccmc RTGGTGGTAGACCGTTGTGGATGC TQNTGAGTCGRGAGGE
GGTCCCTGCTGTACCCCARCARAGATGTCGCCARTCARCATGCTCTACT TTARCCGCARAGAGCARATCATCT ATGGCAAGATCCCLTC| [TGAGTTGGGATGG
GEGCCCTGLTGCACCCCCACCARGATGTCCCCOGTCARCATGCTC TACT TCARCCRCARAGAGCAGATCATCTACGGCAAGATCCLCTC| ITGAGCGAGAGLTC
GECCCCTGCTGTACCCCCACCARGATGTCRCCCATCARCATGCTCTACT TTARTCRCARAGAGCAGATCATCTACGGCAAGATCCLCTL| ITGAGTTGGEACGG
GEGCCCTGTTGCACCCCCACCARGATGTCCCCCATCARCATGCTCTACT TCARCCRCARAGAGCAGATCATCTACGGECAAGATCCLCTL| ITGAGCGAGAGCTC

GECCCTTGCTETACCCCCACCARGATGTCBCCCATCARCATGCTCTACT TCARCCARGARCAGCAGATCATCTACGGARAGATCCCC TC ATGTGRTGEACCET TGTRGATATCITARGTC
66CCCCTGCTaEACCCCCACCARGATGTCCCCATCARCATGCTCTACT TEARCCeaaRAgAGCAGATCATCTACGGECAAGATCCCCTC JRTEETCAToER refgt . e......

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
AGATCTCGGCGARETCOBACERCTCOGTCCORGECTCCA~ ETTTTERERETTTTTERERERREEERTEEREERETTEI:RETEETTl:TEETEEREERnl:nmETEtﬂnmEnml:EnﬁﬂﬁT
nGnEnlsnunlsGEGEIEGlsGEclsnuGlsGEcl:GnGlsCuccnrccnucncccmcnmnGm:TGITTcrﬂ:ncmccmﬂcmccnﬁnccnﬂ TGCAATAGAR-TCAGAGT
TEC-CGATGAGGGEGAGEL TCTCCACCC! ~GA ccm:ml:l:nnmcn Tc man nnmcnﬁmcnumﬁuﬁ CCAGAAT

ROABCETCIUALOAL L RLbGaE

88

O ShCTCTCLE THBoEToOMAL T LAGALT TG GREACAAC AT CCACCAGY TCCGAAGET - T0E 1oL A ARCAT GaTCEATHEA-CLAGAGT

TEC~CGETGAGGEEGAGEEEE TCAG--~CAGRGTCTCCCCCCTG--——-GACTTTGGGACAGAT- CCATCCACCACTACCAGTGE TT--TETRCAG-ARCACGGTGCARTAGAG-CCAGART
feCanenl.. 02 t tE...gac. ..t t t gett . .ctgeag aaca..ghgeaataga. ceaga.t
1431 1440 1450 1460 1470 1480 1430 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
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Figura 3. Alineaciones multiples (Multalin) del gen de miostatina.

3.1.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final

La reaccién de PCR se llevd a cabo utilizando la polimerasa GoTaq® Flexi

de Promega, en un termociclador PCR Sprint Thermal Cycler. Preparando una

mezcla maestra, que se calcula dependiendo del nimero de muestras que se van

a utilizar, llegando a un volumen final de 12.5ul. La preparacion de la mezcla se
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realiza en una gradilla previamente congelada y los reactivos se agregan en el

orden que muestra la tabla 2, con las respectivas cantidades sefaladas.

Tabla 2. Reactivos y cantidades para PCR
Concentracion

Solucion 1x i
final
Agua destilada 8.48
25 mM MgClz 0.75 1.5 Mm
2.5 mM de
dNTPs 0.66 0.132 Mm
10x Buffer 1.25 1X
Primer F 250 0.13 0.4 UM
pg/ml
Primer R 250 0.13 0.4 uM
pg/ml
Taqg polimerasa 0.1 05U

El set de oligos Fish-Mstn-F1 y Fish-Mstn-R1 se utilizaron las siguientes

condiciones:

Desnaturalizacion 94 °C 2 minutos 1 ciclo

Alineacion 57 °C 1 minuto

Desnaturalizacion 94 °C 1 minuto
}40 ciclos
Extension 72 °C 1 minuto

Fish-Mstn-F2 y R2 amplificaron para la segunda parte del gen de miostatina

de L. guttatus, bajo las condiciones:

Desnaturalizacion 94 °C 2 minutos 1 ciclo
Desnaturalizacion 94 °C 1 minuto

Alineacion 57 °C 1 minuto ‘J, 35 ciclos
Extension 72 °C 1 minuto
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Se corrieron geles de agarosa al 2% durante 30 minutos, 90v y 500mA,
utilizando ®x174 RF DNA/Hae Il y 100bp DNA ladder como marcadores de peso

molecular y visualizados bajo luz ultravioleta.
3.1.4 Aislamiento transcrito del gen de miostatina

Se cortaron y purificaron (Anexol-C) sélo aquellas bandas que
correspondian al tamafio del fragmento esperado, 500 a 600 pb. Para la
purificacion de las bandas seleccionadas, se utilizé kit Wizard ® Plus SV Minipreps
DNA Purification System de Promega. Posteriormente, la ligacion se llevé a cabo
con el vector pPGEMT Easy Vector y DNA T4 ligasa para unir el fragmento al vector
(Anexol1-D). La transformacion se realiz6 en bacterias competentes de E. coli, las
cuales mediante choque térmico lograron incorporar el vector (Anexol-E). Las
bacterias se hicieron crecer en medio SOC, después sembradas en cajas petri con
medio LB-ampicilina, X-GAL, dimetilformamida e IPTG, dejandolas incubar toda la
noche a 37 °C. Una vez concluida la transformacion se prosigui6 al levantamiento
de colonias que contenian el inserto (colonias blancas), para dejarlas incubar de
nuevo a 37 °C con agitacion en medio LB con amplicilina durante toda la noche
(Anexol-F). La obtencion del plasmido se llevd a cabo por lisis alcalina
(minipreps), utilizando RNAsa para eliminar la existencia de RNA y finalmente se
re-suspendio el pellet en agua estéril (Anexol-G). La digestién se efectu6 con la
enzima de restriccibn EcoR1 para evaluar cuales colonias contenian el inserto
(Anexol-H). La electroforesis de la digestion se llevd a cabo en gel de agarosa al
1% y como marcadores de peso molecular ®x174 RF DNA/Hae 1ll y A DNA/Hind
[l

Los plasmidos que contenian el inserto, fueron enviados a Macrogen Inc.
908 Word Meridian Venture Center (Corp. Korea) para su secuenciacion en ambos
sentidos (T7 y SP6).

3.1.5 Identificacion y caracterizacion del transcrito del gen de miostatina

Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa BioEdit y

sometidas a BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, Zhang et al. 2000 &
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Morgulis et al., 2008) del NCBI (National Center for Biotechnology Information)
para conocer la similitud de las secuencias con secuencias homoélogas/ortélogas
(BLASTn y BLASTX). Se obtuvo la traduccion conceptual para la secuencia en los

sitios de internet http://insilico.ehu.es/translate/ y

http://bio.lundberg.gu.se/edu/translat.html; la secuencia y su respectiva traduccion

fueron registradas en GenBank. Para la identificacion de los sitios de intrones, se
alined el transcrito de L. guttatus, con el DNA gendmico de Lutjanus russellii
(JQ068866) ya reportado. Se identificaron sitios de procesamiento proteolitico con
la secuencia de aminoacidos obtenida y los dominios conservados, pertenecientes
a la familia de los Factores de Crecimiento transformante beta (TGF-f), obtenidas
del sitio de internet http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi#alnHdr_380448664.

Se elabor6 un andlisis para la medicidon de distancias euclidianas con el
algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages), y el
modelo de Jukes Cantor. Las secuencias ortélogas de miostatina fueron obtenidas
de NCBI (National Center for Biotechnology Information) y elegidas de acuerdo al
analisis realizado por Rodgers & Garikipati (2008) para identificar la isoforma con

que se esta trabajando.

3.2 Objetivo 2. Cuantificar el nivel de expresién de la miostatina

durante el desarrollo embrionario, larvario y juvenil.
3.2.1 Muestreo de organismos

El cultivo larvario se llevo a cabo en tanques de 6000 L, a una temperatura
media de 30 = 0.5°C y a una salinidad de 35 + 1.0 ups. Diariamente se registro la
temperatura, salinidad, oxigeno, porcentaje de saturacién de oxigeno. Las larvas
se cultivaron bajos protocolos de trabajo desarrollados en la propia Unidad

Mazatlan del Centro de Investigacion Alimentacion y Desarrollo (CIAD).

Las muestras se obtuvieron del lote de reproductores del laboratorio de

reproduccion de peces marinos de CIAD Unidad Mazatlan. El desove vy fertilizacion
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de manera natural se llevo a cabo a las 00:00 h del 4 de julio de 2012. Durante la
etapa de desarrollo embrionario se recolectaron 6 muestras a las 10hrs y otras 6
muestras a las 14hrs después de fertilizacion, que corresponden a la etapa de
segmentacion y formaciéon de Organos internos y aleta caudal del embridn,

respectivamente.

Se reportd eclosion alrededor de las 20:00 del mismo dia (4 julio de 2012),
tomandose como el dia 0 pos eclosion (dpe), iniciando asi el desarrollo larvario. La
etapa larvaria abarca desde el dia de la eclosion hasta que en los organismos se
cambia su alimentacion, es decir, durante la larvicultura se les proporciona
alimento vivo (microalgas, rotiferos, nauplios de Artemia y Metanauplios de
Artemia enriguecidos) y una vez que esta cambia totalmente ha alimento
balanceado, concluye la etapa larvaria (42dpe). Durante este periodo se realizaron
muestreos cada 7 dias (0, 7, 14, 21, 28 y 42 dpe), recabando aproximadamente
100 pl por muestra, cuando los organismos eran muy pequefios y dos organismos
por muestra cuando ya alcanzaron aproximadamente 1 cm, en total seis muestras

cada dia de colecta.

Después de los 42dpe, los organismos fueron cultivados en tanques de
5000 L, con flujo de 40lit/min y alimentados al 20% de su biomasa. El muestreo del
desarrollo juvenil inicio, cuando a los organismos sélo se les suministraba alimento
balanceado. Durante esta etapa, se recolectaron 36 organismos por cada dia de
muestreo, realizando pools de dos organismos, obteniendo un total de 18
muestras por dia de colecta, los muestreos se realizaron cada siete dias, igual que
en el desarrollo larvario, hasta los 91dpe, una vez que alcanzaron

aproximadamente los 20g.

A los peces colectados durante la etapa juvenil, se les registré su longitud
total con un ictiometro y el peso humedo utilizando una balanza analitica.
Posteriormente los organismos fueron sacrificados mediante hipotermia, usando
hielo, lavados con agua destilada para remover el exceso de sales y finalmente

almacenados en RNAlater (Ambion) para el trabajo molecular.
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3.2.2 Disefio de oligos (primers) para el andlisis de expresién génica por

PCR en tiempo real (qQPCR) y andlisis de genes de referencia

Para la cuantificacion de la expresién génica de miostatina, se disefiaron
oligos especificos de la secuencia de miostatina obtenida para la especie (L.
guttatus), con el programa PRIMER 3 (Rozen & Skaletsky, 2000), que amplifican
un fragmento de 154pb, ubicado en la regién 3" (Tabla 3).

La cuantificacion relativa de la expresion de un gen, en este caso,
miostatina, depende de los genes de referencia, para la normalizacion de los
niveles de ARNm del gen de interés, por lo que se asume que la expresion de los
genes de referencia es constante entre diferentes tratamientos, estadios y/o
tejidos (Llera-Herrera et al., 2012). Los genes de referencia son llamados genes
constitutivos porque se requieren para el mantenimiento de las funciones basicas
de la célula y se expresan de manera constante, a diferencia de otros genes que
varian dependiendo de condiciones experimentales y/o biologicas (Llera-Herrera
et al., 2012).

Los genes de referencia en el estudio fueron seleccionados de acuerdo a
Vandesompele et al. (2002) y a Andersen et al. (2004). Se eligieron dos genes de
referencia para la normalizacion de la expresion génica, 18S rRNA y [B-actina.
Para 18S ribosomal, existen publicados oligos especificos para pargo flamenco
por Galaviz et al. (2012) (Lg18S-F, 5’CTGAACTGGGGCCATGATTAAGAGS  y
Lg18S-R, 5’GGTATCTGATCGTCGTCGAACCTC3"). Con respecto a B-actina, se
disefiaron oligos a partir de regiones conservadas de distintas especies de peces,
amplificando un fragmento de 166 pb. (Tabla 3). Con los tres sets de primers
disefiados para PCR en tiempo real (miostatina, 18S ribosomal y B actina) se

realiz6 PCR de punto final para verificar la amplificacion del fragmento esperado.
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Tabla 3. Oligos especificos para qPCR

Oligo Longitud Tm % GC Secuencia
qPCR-Lg-Mstn-F2 20 65.0 60.0 5'-T CCG CTC CCT GAA GAT CGA C-3'
gPCR-Lg-Mstn-R2 20 65.1 60 5'- G TCA CGG CCA AGT CGT TTC C -3'
Lg-Bactina-F1 18 65.9 66.7 5°- CCA CGC CAT CCT GCG TCT -3
Lg-Bactina-R1 22 65.7 59.09 5°- CTG GAC TTC GAG CAG GAG ATG G -3

F=foward; R= reverse, Tm= melting temperatura, %GC = porcentaje de guanina y citosina.

Se realizaron curvas estandar para los tres genes, las cuales relacionan el
valor del ciclo umbral (Ct) en tiempo real con el nimero de copias en la muestra
(diluciones seriadas), para el célculo de la eficiencia de amplificacion, utilizando la
siguiente formula, publicada por Llera-Herrera et al., (2012) basado en Bustin et al.
(2009):

E= (10 (-1/pendiente) _1) (1)

El andlisis de estabilidad de los genes de referencia (genes constitutivos) se
efectdo con el software Housekeeping genes for gPCR,

(http://www.leonxie.com/referencegene.php), el cual utiliza cinco métodos que

evallan la estabilidad de expresidon con los genes de referencia, en este caso 18S
ribosomal y B-actina. Los cinco métodos utilizados por el software son Delta CT,

Normfinder, BestKeeper, Comprehensive Ranking y Genorm.
3.2.3 Extraccion de ARN para anlisis por gPCR

El ARN total fue extraido por el mismo proceso ya mencionado en el
objetivo 1. El cDNA fue sintetizado utilizando la enzima transcriptasa reversa
MMLV (Promega) en presencia de “random primers” (detalles de protocolos en

Anexos I-Ay B).
3.2.4 PCR punto final

Par verificar la integridad del cDNA, después de cada sintesis de las
muestras, se efectué PCR de punto final, con los oligos utilizados para qPCR
(Lg18S-F - Lgl18S-R, Lg-Bactina-F1 - Lg-Bactina-R1 y qPCR-Lg-Mstn-F1 - gPCR-
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Lg-Mstn-R2), con una desnaturalizacion inicial de 94°C por 2 minutos, seguido por
35 ciclos a 94°C por 1 minuto, 60°C 1 minuto y 72 °C por 1 minuto, como
temperaturas de alineacion y extension respectivamente. Observando amplicones

menores o iguales a 200pb en un gel de agarosa al 2%.
3.2.5 Cuantificacion de la expresion génica por gPCR

Se llevo a cabo por PCR en tiempo real en un termociclador CFX96 de Bio-
Rad, el cual utiliza un colorante fluorescente (Eva Green®) que se intercala entre
el DNA de doble cadena, emitiendo fluorescencia, asi, entre mas DNA de doble
cadena se genere, mayor sera la fluorescencia emitida, proporcionando como
datos de salida los valores CT (treshold cycle) o Cq (quantification cycle) por sus
siglas en inglés, siendo el ciclo al cual inicia la fase exponencial de la

amplificacion.

Se empled el reactivo Eva Green® de Bio-Rad para la reaccion de PCR
tiempo real (QPCR) mediante la preparacion de una mezcla maestra (Tabla 4). De
cada muestra se analizaron dos réplicas de cada gen, utilizando 1 pl de cDNA,
llegando a un volumen final de 5 ul en la reaccion, para la cuantificaciéon de 18S
ribosomal y B-actina se utilizaron diluciones seriadas 1:10 de cDNA. Las
condiciones empleadas para la reacciéon son 95 °C por 30 segundos para la
desnaturalizacion inicial, 95 °C por 20 segundos y 60 °C por 20 segundos para

alineacion/extension, estos dos ultimos pasos por 40 ciclos.

Tabla 4. Mezcla maestra para qPCR

Solucién Reaccion 1X
Agua libre de 1.3l
nucleasas
Eva Green
Super Mix 2x 2.54l
Primer F 0.3ul
Primer R 250 0.30l
pg/mi
Volumen total 4ul
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En el célculo de la expresion relativa de miostatina, se siguid el
procedimiento utilizado por Sifuentes-Romero et al. (2010) con base al método de
CT comparativo (2°2€T) propuesto por Livak & Schmittgen (2001), linearizando los
datos de expresion génica y empleando B-actina para la normalizacion de la

expresion.

El andlisis se llevd a cabo considerando los lineamientos establecidos en
las guias MIQE (Minimun Information for Publication of Quantitave Real-Time PCR
Experiments) (Bustin et al., 2009; Bustin, 2010).

3.2.6 Analisis estadisticos

A los datos obtenidos de expresion génica se aplico la transformacion de
raiz cuadrada para lograr normalidad y homocedasticidad (Meuwissen & Goddard,
2003, Smyth et al., 2002), de esta manera fue posible realizar andlisis de varianza
de una via (ANOVA) y comparaciones pareadas de Fisher (LSD) en las edades

que se encontré diferencias significativas

3.3 Objetivo 3. Evaluar el patrén de expresion en el mdasculo y

relacionarlo con el crecimiento en peso del pez.

Para evaluar diferencias significativas en el crecimiento de los organismos
durante el desarrollo juvenil, se realizaron dos Analisis de Varianza de una via
Kruskal-Wallis y comparaciones pareadas con el método de Dunn, una para peso

y otra para talla.

Para los datos de expresion génica se continud utilizando la transformacion
de los datos ya mencionado en el objetivo 2. Se aplic6 analisis de correlacién
longitud (Lwt) —peso (P) (Spearman), posteriormente, esta relacion se calculé con

la formula;

P=aluo )
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Donde P = peso del organismo (g); Lwt = longitud total del organismo (mm);
a= ordenada al origen o factor de condicién; b = pendiente de la curva o
coeficiente de alometria, que indica el tipo de crecimiento del organismo, cuando b
es cercano a 3, se considera que el crecimiento se considera isométrico y cuando
se aleja de este valor es alométrico, es decir, el crecimiento en peso y talla varia
de la proporcién 1 a 3 (Herandez-Montafio, et al., 2006; Andrade-Tinoco & Espino-
Barr, 2006; Sparre & Venema, 1995; Pauly, 1983) y finalmente se evalué la

correlacion expresion de miostatina-peso (Pearson).

Se comparé la existencia de diferencias significativas en la expresion de
miostatina en dos grupos de peso: grupo 1, correspondiente a los organismos con
peso menor a la media y grupo 2, organismos con pesos mayores a la media.
Posteriormente se subdividieron tres grupos de peso por debajo de la media y tres
grupos de peso por encima de la media, para determinar diferencias en la
expresion de miostatina con respecto al peso de los organismos, aplicandose una
ANOVA de una via, con comparaciones pareadas Fisher, en los casos donde se

encontro diferencias significativas.

Se evaludé la existencia de diferencias significativas en los niveles de
expresion y entre grupos de peso durante el desarrollo juvenil, realizando un
analisis de varianza de dos vias (ANOVA) y una prueba de comparaciones
pareadas de Fisher (LSD) en los casos que se encontraron diferencias
significativas entre los factores (edad vs niveles de expresién de miostatina)

abarcando el desarrollo embrionario, larvario y juvenil.

3.4 Objetivo 4. Cuantificar la expresion de la miostatina en diferentes
tejidos

3.4.1 Muestreo de organismos

Se realizé un muestreo de tejidos, en ocho organismos de 194 dpe. Cada

uno fue lavado con agua destilada para remover el exceso de sales y sacrificados
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por hipotermia. Los tejidos que se extrajeron fueron: vejiga natatoria, rifion,
branquia, intestino, higado, cerebro, corazén, estbmago, ojo y musculo. Durante
las disecciones los organismos se mantuvieron en hielo para evitar la r4pida
degradacion del RNA. Una vez colectado el tejido se conservo en RNA later para

su trabajo molecular
3.4.2 Extraccion de ARN y sintesis de cDNA
Se realiz6 semejante a la descrita en los objetivos 1y 2.

3.4.3 Disefio de oligos (primers) para el andlisis de expresion génica por

PCR en tiempo real y analisis de genes de referencia

Los oligos utilizados para la cuantificacion de la expresion génica fueron los
mismos mencionados en el objetivo 2, asi como los procedimientos de andlisis de

estabilidad de genes de referencia, realizandose para cada 6rgano.
3.4.4 PCR punto final

Se realiz6 PCR punto final a cada extraccién y sintesis de cDNA con los

protocolos y condiciones descritas en el objetivo 2.
3.4.5 Cuantificacion de la expresion génica por gPCR

Se efectué de la misma manera al protocolo mencionado en el objetivo 2.

Para la normalizacién de la expresion génica se utilizé el gen p-actina.
3.4.6 Andlisis estadisticos

Se aplico un Analisis de Varianza de una via con comparaciones pareadas
Fisher (LSD) entre todos los 6rganos obtenidos, para evaluar la existencia de

diferencias significativas en los niveles de expresion de miostatina.
3.4.7 Aislamiento transcrito del gen de miostatina en érganos

Utilizando los oligos disefiados para obtener el transcrito de miostatina

descrito en el objetivo 1 (Fish-Mstn-F2 y Fish-Mstn-R2), se buscé aislar el
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transcrito en tejidos no musculares que expresen la miostatina como cerebro,
branquia y ojo, con la finalidad de determinar si se trata de la misma isoforma de
miostatina. Las condiciones y protocolos de amplificacion, purificacion, clonacion,
secuenciacion, identificacion y caracterizacion de los transcritos encontrados en
cerebro y branquia se efectuaron de la misma manera que los descritos en el

objetivo 1.

Como el cerebro presento los niveles mas altos de expresion de miostatina,
aunado a que se ha reportado una segunda isoforma de miostatina en este
organo, se decidio aislar primero el transcrito cerebral. Para la obtencion del
transcrito completo de miostatina en cerebro se utilizé la técnica de SMARTER™
RACE cDNA (SMART RACE cDNA amplification) de Clontech, en la cual primero
se sintetiza cDNA RACE, a partir de RNA, al cual se le incorpora un oligo
guimicamente modificado a cada extremo de la secuencia, uno para 5" y otro para
3". Posteriormente se llevd a cabo la reaccion de PCR RACE, con oligos
especificos de la secuencia que se busca y oligos universales del kit RACE. Las
condiciones utilizadas fueron una desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos,
posteriormente 95°C 30 segundos, 66°C 30 segundos, 68°C 3 minutos, por 30
ciclos y una extension final a 68°C por 10 minutos. Una vez obtenido el producto
de PCR, se diluyé en buffer de tricina-EDTA (5ul de producto de PCR RACE en
245ul de buffer de tricina-EDTA) para efectuar una reaccion de PCR anidado
(Nested), con 30 segundos a 94°C, 65°C 30 segundos y 68°C 3 minutos, 23 ciclos.
Los fragmentos obtenidos 5’-RACE y 3’-RACE de cada tejido fueron clonados y

enviados a Macrogen para su secuenciacion (Anexos 1-J, K, L)
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Objetivo 1. Aislar, secuenciar y caracterizar el transcrito completo
del gen de miostatina en pargo flamenco (Lutjanus guttatus) mediante

analisis in silico.

El par de oligos Fish-Mstn-F1 y Fish-Mstn-R1 amplificaron un fragmento de
alrededor de 550 pb, utilizando dos muestras (A — B) de cDNA de pargo flamenco
(Figura 4), de las cuales se obtuvo la region 5” de la region codificante del gen de
miostatina, con 552 pb correspondiente a 184 aminoéacidos del propéptido (Figura
5).

A B Ox174

— 726

— 713
=553

a27
—a17
=311

233
—200
=151

140

Figura 4. PCR Fish-Mstn F1 y R1 fragmento 5°.
La flecha indica la banda seleccionada para corte y purificaciéon

— 23100
— 2400
= 5500
= 400

r— ]
= 2000

— SO0

Figura 5. Digestion del plasmido Fish-Mstn-F1 Y R1. La flecha indica la clona que posee el fragmento del gen de
miostatina.
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Para la region 3’, utilizando los oligos Fish-Mstn-F2 y R2, se amplificaron
fragmentos de alrededor de 600 pb, los cuales fueron purificados, clonados y
secuenciados, logrando obtener la secuencia que corresponde al péptido activo y

parte del pro-péptido de 614 pb (Figuras 6y 7).

Figura 6. PCR Fish-Mstn-F2 y R2 fragmento 3°.

100bp
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Figura 7. Digestion del plasmido Fish-Mstn F2 y R2. Todas la clonas posee el fragmento de miostatina.

Por lo tanto, la regién codificante para L. guttatus del gen de miostatina
cuenta con 1134 pb a partir del codon de inicio (ATG) y la traduccion de la
proteina de 377 aminoacidos. La secuencia y la traduccién conceptual se

registraron en GenBank con el numero de acceso JX987064 (Figura 8).
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1 AUGCAUCUGACGCAGGUUGUGCUGUAUGUUAGCCUGCUCAUUGCUUUGGGUCCAGUAGUU 60
M H L T Q V V L ¥ V $S L L I A L G P V V

61 CUGAGUGACCAAGAGACGCACCAGCAGCAGCAGCCCUCCGCCAGCAGCCCAGUGGACACG 120
L S b Q E THQ QO Q QP S A S s p V DT

121 GAGCAGUGCGCUACCUGCGAGGUCCGGCAGCAGAUUAAAACCAUGCGACUAAACGCCAUC 180
E o CaA T CEV R Q QI K T MR L N A I

181 AAGUCUCAGAUUCUGAGCAAACUGCGGAUGAAAGAAGCUCCAAACAUCAGCCGAGACAUC 240
K s ¢ I L s K L R M K E A P N I S R D I

241 GUGAAGCAGCUCCUGCCCAAAGCGCCGCCGCUGCAGCAGCUUCUCGACCAGUACGACGUG 300
vV K ¢ L L. P K A P P L QQ Q L L D Q Y D V

301 CUGGGAGAUGAUAACAGGGAUGUGGUCAUGGAGGAGGACGAUGAGCAUGCCAUCACGGAG 360
L 6 DbDNURDWV VM EE DD EHA A I T E

361 ACGAUAAUGAUGAUGGCCACUGGACCCGAGGCCAUCGUCCAGGUGGAUGGGGAACCAAGG 420
T I M Mm M A T G P E A I V Q V D G E P R

421 UGCUGCUUUUUCUCUUUUACUCAAAAGUUUCAAGCCAAUCGCAUAGUCCGAGCGCAGCUC 480
c ¢ Fr F S F T Q K F 0 A N R I V R A Q L

481 UGGGUGCAUCUGCGCGCGGCGGAGGAGGCGACCACGGUGUUCCUGCAGAUCUCCCGCCUG 540
W vV H L R A A E E A T T V F L 0 I S R L

541 AUGCCGGUCACAGACGGGAACAGGCACAUACGCAUCCGCUCCCUGAAGAUCGACGUGAAC 600
M p V T D G N R H I R I R S L K I D V N

601 GCCGGGGUCAGCUCUUGGCAAAGUAUAGACGUCAAACAAGUGUUGAGCGUGUGGCUGCGG 660
A G V S S W o s I DV K Q Vv L s V W L R

661 CAGCCGGAGACCAACUGGGGCAUCGAGAUUAACGCCUUCGAUUCGAGGGGAAACGACUUG 720
Q p E T N W G I E I N A F D S R G N D L

721 GCCGUGACCUCCGCAGAGCCCGGAGAGGAAGGGCUGCAACCGUUCAUGGAGGUGAAGAUC 780
AV T S A E P G E E G L Q P F M E V K I

781 UCAGAGGGCCCCAAGCGUGCAAGGAGAGACUCAGGUCUGGACUGUGACGAGAACUCUCCA 840
S E G P K R A RRD S G L D €D E N s P

841 GAGUCCCGUUGCUGCCGUUACCCGCUCACAGUGGACUUUGAAGACUUUGGCUGGGACUGG 900
E s R €CUR Y P L TV D F E D F G W D W

901 AUUAUUGCCCCAAAGCGCUACAAGGCCAACUAUUGCUCCGGGGAGUGUGAGUACAUGCAC 960
I T A P K R Y K A N Y € S G E C E Y M H

961 UUGCAAAAGUACCCACACACCCACCUGGUGAACAAAGCCAACCCCAGAGGGACCGCUGGC 1020
L 9 K'Yy p H T H L V N K A N P R G T A G

1021 CCCUGCUGUACCCCCACCAAGAUGUCGCCCAUCAACAUGCUCUACUUUAACCGAAAAGAG 1080
p CC¢CcCT?P T KM S P I NMIL Y F N R K E

1081 CAGAUCAUCUAUGGCAAGAUCCCUUCCAUGGUGGUGGACCGCUGUGGGUGCUAA 1134
Q I 1 Y G K I P s MV V DR EC G C *

Figura 8. Regidn codificante de miostatina para L. guttatus de 1134 pb y su traduccion de 377 aminoacidos. En
gris se indica la region de procesamiento proteolitico y las 9 cisteinas conservadas en el péptido activo.



La secuencia de miostatina de L. guttatus, presenta la mayor identidad
(98%) con Lutjanus russellii, por pertenecer a la misma familia, un 97% de similitud
con Sciaenops ocellatus, 96% con Micropterus salmoides, Epinephelus coioides y
Siniperca scherzeri, un 92% con Takifugu rubripes y 88% con Oreochromis

mossambica, por mencionar algunas.

La secuencia de aminoacidos posee la region de procesamiento proteolitico
(RXRR), vital para la activacion de la proteina, presente en los miembros de la
Familia de Factores de Crecimiento Transformante beta (TGF-) (Lee, 2010); esta
region de procesamiento proteolitico es exactamente igual (RARR) a las
reportadas en Perca flavescens, Coryphaena hippurus, Euthynnus alletteratu
(Roberts et al., 2001), Oreochromis mossambicus, Morone chrysops (Rodgers et
al., 2001), Lateobrax japonicus (Ye et al., 2007) y Oryzias latipes (Sawatari et al.,
2010); aunque la secuencia de aminoacidos no es 100% idéntica, la zona de
procesamiento proteolitico se conserva en todas las especies, como Danio rerio
(Xu et al., 2003), Salvelinus fontinalis (Roberts et al., 2001), Oncorhynchus mykiss
(Garikipati et al.,, 2007), Salmo salar (Ostbye et al., 2001), Sparus aurata
(Maccatrozzo et al., 2001), y Homo sapiens (Saunders et al., 2006). En la regién
del péptido activo, se localizan nueve cisteinas, comunes en todos los miembros
de la familia de TGF-B (Figura 8), estas cisteinas conservadas han sido
encontradas en otras secuencias de miostatina reportadas anteriormente
(Sawatari et al., 2010; Ye et al., 2007; Garikipati et al., 2007; Garikipati et al., 2006;
Saunders et al., 2006; Roberts et al., 2001, Ostbye et al., 2001, Maccatrozzo et al.,
2001). Adicionalmente se encuentran dos cisteinas para la formacion de
mondmeros en la proteina de latencia (LAP) y otras dos para la uniéon de dos
regiones terminales bioactivas, en total cuatro cisteinas adicionales a las nueve
conservadas; aunque los nueve residuos de cisteinas se encuentran en todos los
miembros de TGF-B, contribuyendo a la formacion de los caracteristicos enlaces
disulfuro intramoleculares, aun se desconoce si las cisteinas adicionales
encontradas en la moléculas de miostatina participan en los enlaces disulfuro. Sin
embargo, sblo se encuentran en los ortélogos de miostatina y no en otros

miembros de TGF-3 (Rodgers et al., 2001).
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La secuencia de nucleédtidos obtenida cuenta con los dominios altamente
conservados de la familia de Factores de Crecimiento Transformante beta (TFG-
B), la cual consta de una regién conocida como propétido hacia el extremo 5’y el

péptido activo hacia el extremo 3" (Figura 9).

1 128 250 375 son B25 750 -1 1000 1138

|
RF +1 e —

Specific hits TGFb_propeptide
Superfanilies TGFb_propeptide superfamily TGF_heta superfamily

Figura 9. Sitios conservados del gen de miostatina perteneciente a la familia de Factores de Crecimiento
Transformante beta (TGF-$)

Se encontraron tres exones y dos intrones, el primer exdn posee una
longitud de 385 nt, seguido del primer intron de 353 nt de longitud, el segundo
exon consta de 371 nt, el segundo intrén 700 nt y el tercer exén 381 nt. La figura
10 muestra la alineacion con el ADN gendémico de Lutjanus russellii (JQ068866)
que se realizé para encontrar las zonas de intrones. Las uniones exén-intrén son
altamente conservados entre otras especies de vertebrados, ya que se mantiene

el mismo orden y nimero de exones e intrones.

De acuerdo al analisis filogenético realizado la secuencia obtenida de
miostatina en L. guttatus corresponde al grupo de la miostatina 1 (Figura 11).
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L.russellii-nstn
L.guttatus-nstn
onsensus

L.russellii-nstn
L.guttatus-nstn
Consensus

L.russellii-nstn
L.guttatus-nstn
Consensus

L.russellii-nstn
L.gut

1 1o 20 30 a0 50 60 70 80 90 100 110 120 130

AATCCARACCCAGTCCAGTCGCGCATCAGC TCCAGCACACACACARCACGCACACACARCACCGGGATCTGTTTTTARRCCARACTTCACACCTTAGAGACAATGCATCTGTCTCAGATTRTGCTGTATG
ATGCATCTGACGCAGGTTGTGCTGTATG
ATGCATCTGaCgCABATTGTGCTGTATG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

TTAGCCTGCTCATTGCTTTGGGTCCAGTAGT TCTARGTGACCARGAGACGCACCAGCAGCAGCAGCCCTCCGCCAGCAGCCCAGTGGACACGGAGCAGTGCGC TACCTGCGAGGTCCGGCAGCAGATTAR
TTAGCCTGCTCATTGCTTTGGGTCCAGTAGT TCTGAGT GACCARGAGACGCACCAGCAGCAGCAGCCCTCCGCCAGCAGCCCAGTGGACACGGAGCAGTGCGCTACCTGCGAGGTCCGGCAGCAGATTAR
TTAGCCTGCTCATTGCTTTGGGTCCAGTAGT TCTaAGTGACCARGAGACGCACCAGCAGCAGCAGCCCTCCGCCAGCAGCCCAGTGGACACGGAGCAGTGCGCTACCTGCGAGGTCCGGCAGCAGATTAR

261 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

AACCATGCGACTARRCGCCATCARGTCTCAGAT TCTGAGCARAC TGCGGATGARAGAAGC TCCARACATCAGCCGAGACATCGTGARGCAGC TCCTGCCCARAGCGCCGCCGCTRCAGCAGCTTCTCGAC
ARCCATGCGACTARACGCCATCARGTCTCAGAT TCTGAGCAARC TGCGGATEARAGAAGC TCCARRCATCAGCCGAGACATCGTGAAGCAGCTCCTGCCCARAGCGCCGCCGCTGCAGCAGCTTCTCGAC

AACCATGCGACTARACGCCATCARGTCTCAGAT TCTGAGCARAC TGCGGATGARAGAAGC TCCARACATCAGCCGAGACATCGTGAAGCAGC TCCTGCCCARAGCGCCGCCGCTGCAGCAGCTTCTCGAC
391 Ao0 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
CAGTACGACGTGL ARC GATGAGCATGCCATCACAGAGAC CACTGARCGTARGT TCGCTTTGTTGTTTGCATGA

L.russellii-nstn

L.gutt
[

~nstn CAGT ATGCCATCACGGAGAC CAC TRGAC:
CAG ATGCCATCACAGAGAC CACTGAAC.
521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650
GCGCTCAGACGTCTCE TTTTACGCACGEGGCAGARCGCACGGEGACGCTTTATTTTGACARCACGTAGCTTTACCARCARCTGATAT GARCATT
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Figura 10. Alineacion L. russellii (DNA genémico) y L. guttatus region codificante.
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Figura 11. Arbol filogenético de secuencias ortélogas de miostatina. La parte superior agrupa la miostatina 1, la cual
es muy conservada entre las diferentes especies de peces y la parte inferior muestra la miostatina 2, la cual presenta
secuencias menos conservadas entre especies. Las secuencias de miostatina humana y pollo se utilizaron como grupos
externos. La flecha indica la miostatina de L. guttatus que agrupa con la miostatina 1
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4.2 Objetivo 2. Cuantificar el nivel de expresion de la miostatina

durante el desarrollo embrionario, larvario y juvenil.

Para las curvas estandar en los tres genes (miostatina, 18S ribosomal, -
actina), se obtuvo R? de 0.99 (Tabla 5 y Figuras 12-13-14), mostrando que las
amplificaciones fueron correctas. Las eficiencias obtenidas (ribosomal e=0.81,
actina e=1.05 y miostatina €=0.91), demostraron que se cuenta con sensibilidad

analitica y robustez en el analisis para B-actina y miostatina.

Tabla 5. Curva estandar 18S ribosomal, B-actina y mstn
Dilucién Log Copy Number Ct18SrRNA  Ct B-actina  Ct Mstn rRNA

1 0.00 25.93 30.19 39.07
5 0.70 - - 35.93
10 1.00 21.49 26.95 35.08
50 1.70 - - 32.38
100 2.00 18.06 23.34 31.38
500 2.70 - - 29.35
1000 3.00 14.42 20.76 28.19
10000 4.00 9.56 16.78 -
100000 5.00 6.56 14.40 -
6 y=-0.256x + 6.597
5 R? = 0.997
o 4
o
sy 3
3
1
O h

2 4 6 &8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

G

Figura 12. Curva estandar 18S ribosomal.
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Figura 13. Curva estandar beta actina.
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Figura 14. Curva estandar miostatina.

En el analisis de estabilidad de los genes de referencia, los métodos Delta
CT, Normfinder y Genorm encuentran igual estabilidad en ambos genes, aunque
dos de estos (Delta CT y Normfinder), colocan a [(-actina como mas estable
(Figuras 14-16-17), mientras que los métodos Comprehensive Ranking y
BestKeeper coinciden que B-actina presenta mayor estabilidad (Figuras 18-19).
Una vez hecha la cuantificacion de la expresion génica por el método delta Ct
comparativo, se determiné trabajar sélo con B-actina debido a que mostré mayor
eficiencia y que 4 de los 5 métodos lo reportan con mayor estabilidad.
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Figura 15. Método Delta CT para estabilidad de genes de referencia.

El eje Y indica la estabilidad, hacia la izquierda corresponde genes mas estables y hacia la derecha menos estables.
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Figura 16. Método NormFinder para estabilidad de genes de referencia.

El eje Y indica la estabilidad, hacia la izquierda corresponde genes mas estables y hacia la derecha menos estables.
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Figura 17. Método Genorm para estabilidad de genes de referencia.

El eje Y indica la estabilidad, hacia la izquierda corresponde genes mas estables y hacia la derecha menos estables.
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Figura 18. Método Comprehensive Ranking para estabilidad de genes de referencia.
El eje Y indica la estabilidad, hacia la izquierda corresponde genes mas estables y hacia la derecha menos estables.
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Figura 19. Método BesKeeper para estabilidad de genes de referencia.
El eje Y indica la estabilidad, hacia la izquierda corresponde genes mas estables y hacia la derecha menos estables.

Una vez obtenidos los datos de Cg (Anexo2-1.1), normalizados,
linearizados y finalmente aplicando la transformacién de raiz cuadrada, se analizé
primeramente el desarrollo embrionario y larvario (10 horas posfertilizacién (hpf)-
42dpe) mediante el Andlisis de Varianza de una via (ANOVA 1 via). En este
analisis se encontr6é una diferencia significativa (p<0.05, Anexo 2-1.2) en el 28, 35
y 42 dpe con respecto a los niveles basales 14 hpf y 0 dpe (Figura 20) (Anexo 2-
1.3). Estos resultados indican que la miostatina se expresa en niveles basales
desde las 14 hpf, debido al rapido crecimiento que presenta la especie en este
periodo. A los 28 dpe, la expresion del transcrito de miostatina incrementa

significativamente, manteniéndose en niveles elevados las semanas siguientes al
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desarrollo larvario. Las diferencias de expresion entre estadios no se atribuyen a la

calidad del ARN, ya que su integridad fue verificada con electroforesis de gen 18S
rRNA.

0.035 -
0.030 -
0.025 -
0.020 -
0.015 -
0.010 ~

|
HH
~lo____-HL

0.000 -

Expresion relativa de miostatina (2“)

10hpf 14hpf Odpe 7dpe 1l4dpe 2ldpe 28dpe 35dpe 42dpe
Dia post eclosion (dpe)
Figura 20. Expresion miostatina durante la etapa embrionaria y larvaria (10hrs a 42dpe). Las flechas indican

diferencias significativas con respecto al nivel basal (14hpf-Odpe). Los extremos de cada caja representan del 25% al
75% de los datos, la linea en el centro de la caja representa la mediana.

El patrén de expresion de miostatina en peces al parecer es diferente al de
embriones de raton, donde los niveles de RNAm en el desarrollo de somitas es
elevado, mientras que en peces es practicamente indetectable. Esta diferencia se
deba probablemente a la existencia del paradlogo de miostatina que se encuentra
en los teledsteos. Rescan y colaboradores en 2001, reportan que los niveles de
RNAmM de miostatina-1 en Oncorhynchus mykiss estan presentes en la misma
cantidad en el tronco de los embriones durante la eclosion y en el musculo de los
alevines, similar al patron de expresion que posee L. guttatus, solo que los niveles
de expresion son distintos.

Xu et al, (2003) encontraron bajos niveles de expresion de miostatina,

practicamente indetectables, en embriones de pez cebra y aparentemente la
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expresion incrementa a las dos semanas de edad del pez (larva), en juveniles de
un mes y musculo esquelético de adultos de tres meses, en comparacion con
embriones de cuatro dias de esta misma especie. Sin embargo la comparacion
sélo es cualitativa ya que el andlisis se realizé mediante RT-PCR. Helterline et al.
(2007), analizaron con mas detalle la expresion de miostatina-1 en pez cebra
mediante gPCR, encontrando niveles elevados a las 4 horas pos-fertilizacién (hpf),
los autores lo atribuyen a la transferencia materna, como ocurre en el pargo
flamenco. La expresion del transcrito en pez cebra baja considerablemente, casi a
niveles indetectables, cuando se encuentra en la etapa de gastrulacion (7 hpf),
coincidiendo de nuevo con el comportamiento observado en L. guttatus, donde se
encontro expresion de miostatina a las 10 hpf, pero a las 14 hpf la expresion de
miostatina fue practicamente indetectable. Aunque posterior a la blastulaciéon
(después de 20 hpf) en pez cebra hay un incremento en el transcrito de miostatina,
éste no fue observado en pargo flamenco, debido probablemente al rapido
desarrollo embrionario (20 a 24 horas) y absorcion del saco vitelino (que ocurre
alrededor de 38 a 52 horas pos-eclosion) a diferencia de Danio rerio (desarrollo
embrionario alrededor de 72hrs y absorcion de saco vitelino de 4 a 5dpe). Algunos
autores han sugerido que los cambios en la expresion de miostatina se deben a
las diferencias en el desarrollo embrionario, por ejemplo en L. calcarifer, el
desarrollo embrionario ocurre a un ritmo mucho mas rapido que en el pez cebra

(De Santis et al., 2012), tal y como sucede en L. guttatus.

Lee, en 2007, describe que el efecto regulador que ejerce la miostatina en
el crecimiento muscular se transfiere de madre a cria, asi en especies de peces
donde se ha medido la expresion de miostatina durante el desarrollo embrionario
se ha encontrado expresion de miostatina antes de la formacion de la blastula,
atribuida a la transferencia materna, para posteriormente caer abruptamente (De
Santis et al., 2012; Helterline et al., 2007; Vianello et al., 2003). Los patrones de
expresion del gen de miostatina en peces indican que podria estar involucrado en
estadios tempranos del desarrollo muscular (Helterline et al., 2007). Este supuesto
fue puesto a prueba con el bloqueo de la miostatina-1 en pez cebra, mediante

morfolinos antisentido; donde se encontraron diferencias fenotipicas significativas
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en las etapas de 18 y 20 hpf; donde la longitud y ancho de los somitas se
incrementd considerablemente, concluyendo que la miostatina juega un papel
importante durante la miogénesis, tanto en la inhibicion de la proliferacion celular,
como en la diferenciacion (Amali, et al., 2004). Esto es sorprendente debido a los
niveles tan bajos de expresion de miostatina durante el desarrollo embrionario
(Helterline et al., 2007).

Por otro lado, Lates calcarifer presenta altos niveles de expresion de
miostatina alrededor de la eclosion (De Santis et al., 2012), diferente a lo
encontrado en Lutjanus guttatus, donde la expresion de miostatina se mantiene en
niveles basales. Estos resultados probablemente se deban a las diferencias en el
patron de crecimiento de ambos peces, es decir, a los desfases de tiempo que
pudieran tener, ya que a las 3 horas después de eclosion, la expresion de
miostatina en L. calcarifer disminuye, posteriormente aumenta considerablemente
hasta las 30 horas pos eclosion, para después disminuir de nuevo, manteniéndose
en niveles minimos, por la alta tasa de crecimiento reportada en este periodo. A
los 21 dpe, los autores reportan finalmente incremento en la expresion del
transcrito, similar al que se encontré para L. guttatus a los 28 dpe, donde existe
aumento significativo de la expresion de miostatina y cercanos al periodo donde
las larvas de ambas especies entran en metamorfosis (De Santis et al., 2012,
Alvarez-Lajonchére et al., 2012), siendo este periodo un factor de estrés en las
larvas (Alvarez-Lajonchére et al., 2012), indicando que en peces los patrones de
expresion son similares, con sus respectivas diferencias entre especies y
coincidiendo probablemente con la finalizacion de una de las etapas de
crecimiento por hiperplasia en peces, donde el musculo adquiere al aspecto tipico

de “mosaico” (Rescan, 2005; Rowlerson & Veggetti, 2001).

Por lo tanto, como ya fue mencionado por Rodgers et al. (2001), la
miostatina no se expresa constitutivamente en el desarrollo de las larvas, su
expresion parece ser regulada, sugiriendo también que la expresién de miostatina
aumenta con el inicio de la actividad muscular en el desarrollo de las larvas, y por

lo tanto, el desarrollo muscular.
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Otro andlisis de varianza de una via, aplicado en el desarrollo juvenil de L.
guttatus (49-91 dpe) encuentra diferencia significativa (P<0.05) (Anexo 2-1.4) en
los dias 49, 56, 63 y 84 con respecto al dia 70; el 63dpe muestra diferencia con

respecto a todos los dias incluidos en el andlisis (Figura 21 y Anexo 2-1.5).

0.07 -
0.06 -

0.05 -

0.04 A i/
0.03 A —‘7

N ! é .
o] é v == L

49dpe  56dpe 63dpe 70dpe 77dpe 83dpe 9ldpe

Dia post eclosion

Expresion relativa de miostatina (2

Figura 21. Expresion miostatina durante la etapa juvenil (49 a 91 dpe). La flecha indica diferencia significativa en los
niveles de expresion con respecto a los demas dias. Los extremos de cada caja representan del 25% al 75% de los
datos, la linea en el centro de la caja representa la mediana, las lineas que se extienden de las cajas simbolizan los
valores maximos y los puntos valores atipicos.

De igual manera un analisis de varianza de una via se aplicé para todos los
estadios en conjunto (10 hpf-91 dpe) en donde también se encontrd diferencia
significativa (p<0.05) (Anexo 2-1.6). El dia 63 presento diferencia significativa con
todos los dias incluidos en el analisis a excepcion del dia 42. De manera relevante
los dias 42, 56, 63 y 77 mostraron diferencia significativa con respecto a los
valores basales (14 hpf-O dpe y 70 dpe), mientras que los dias 28 y 49 sdélo
presentaron diferencia significativa con 14 hpf (Figura 22 y Anexo 2-1.7). De esta
manera podemos describir los dias de mayores y menores niveles de expresion de

miostatina durante el desarrollo embrionario, larvario y juvenil de L. guttatus, lo
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que probablemente se deba a una retroalimentacion negativa en la via
sefializacion de la miostatina.
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Figura 22. Expresion miostatina durante la etapa embrionaria, larvaria y juvenil. Las fechas indican diferencias
significativas en los niveles de expresion con respecto al nivel basal (14hpf y Odpe). Los extremos de cada caja
representan del 25% al 75% de los datos, la linea en el centro de la caja representa la mediana, las lineas que se
extienden de las cajas simbolizan los valores maximos y los puntos valores atipicos.

La tendencia de los datos indica que la expresiébn de miostatina en L.
guttatus inicia desde el desarrollo embrionario, como se ha descrito para otras
especies de peces (Roberts & Goetz, 2003, Helterline et al., 2007, De Santis et al.,
2012), sin embargo en el dia 28 es cuando se observa un incremento significativo
en la expresion del gen con respeto a los niveles basales, cuando los organismos
entran al periodo de metamorfosis; posteriormente, la expresion se da de manera
fluctuante durante el crecimiento, es decir, existen momentos de rapido y lento
crecimiento muscular durante el desarrollo del pargo, lo cual podria también estar
relacionado con las técnicas de cultivo, ya que las altas expresiones podrian
coincidir con los tiempos donde los juveniles requieren de una separacion de talla
y la baja expresion de miostatina coincide con el rapido crecimiento que
experimentan los juveniles después de una separacion de tallas.
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Si bien son pocos los estudios que describen la expresion de miostatina
durante el desarrollo en peces, es importante notar que si los pardlogos del gen
influyen de manera diferente en el desarrollo del pez, es de esperar que los
patrones de expresion sean distintos en peces con diferentes mecanismos de

crecimiento muscular (De Santis et al., 2012).

Asi mismo, se ha especulado que en teleésteos la miostatina-1
aparentemente inhibe la hiperplasia en el musculo, pero probablemente no la
hipertrofia, asi el crecimiento por hipertrofia quizas solo se alcance cuando la
miostatina-2 sea bloqueada (De Santis et al., 2012). Roberts & Goetz (2003)
reportaron la existencia de distintos sitios de union en las regiones promotoras de
la miostatina-1 (NFkB, GRE, ARE) y miostatina-2 (SF-1), por lo que
probablemente podria ser una manera de regular diferencialmente la expresion de

ambas isoformas y, por lo tanto, participar en distintos procesos.

4.3 Objetivo 3. Evaluar el patron de expresion en el musculo y

relacionarlo con el crecimiento en peso y talla del pez.

Durante el desarrollo juvenil, se observa que las primeras semanas se
presenta un crecimiento lento, tanto en peso como en longitud, donde las
desviaciones estandar son mas pequefias, a los 70dpe es de notar que existe
mayor crecimiento entre las semanas restantes al estudio, al igual que las

desviaciones estdndar aumentan considerablemente (tabla 6).

Tabla 6. Media y desviacion estandar de peso y talla desarrollo juvenil

DPE Peso (g) DE Longitud (mm) DE

49 1.31 0.78 1.31 0.78
56 2.62 0.96 55.83 6.73
63 3.02 1.55 58.38 9.70
70 5.81 2.39 72.82 10.26
77 7.62 3.59 77.83 12.33
84 11.28 5.10 87.22 12.99
91 14.26 7.56 95.22 19.58
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Se realizaron dos Analisis de Varianza de una via Kruskal-Wallis, uno para
peso y otro para talla, donde se evalud la existencia del efecto del dia en el peso y
talla, encontrando efecto significativo (p<0.05). Solo se presentardn los analisis de
peso (Figura 23 y Anexo 2-2.1), por ser el factor relevante en este estudio, sin

embargo los estadisticos para talla pueden observarse en el Anexo 2-2.2 'y 2.3.
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Figura 23. Crecimiento en peso durante el desarrollo juvenil. Las fechas indican diferencias significativas en los niveles
de expresion con respecto al nivel basal (14hpf y 0dpe). Los extremos de cada caja representan del 25% al 75% de los

datos, la linea en el centro de la caja representa la mediana, las lineas que se extienden de las cajas simbolizan los
valores maximos y los puntos valores atipicos.

Los resultados del andlisis de varianza Kruskal-Wallis indican que no existe
diferencia significativa en el crecimiento en peso del pargo entre los dias 49 vs 56
y 56 vs 63, lo cual coincide con los incrementos en la expresion de miostatina en
los dias 56 y 63 reportados en el objetivo 2 (Figura 22). De igual manera no existe
diferencia significativa en peso entre los dias 70 vs 77 y 77 vs 84, coincidiendo de
nuevo con los niveles de expresion elevados para el dia 77. Estos resultados nos
llevan a suponer que la miostatina podria jugar un papel importante en las etapas

de rapido y lento crecimiento para L. guttatus.
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Antes de analizar la existencia de relacion entre la expresion de miostatina
y el peso del pez se presenta una correlacion mediante el factor de correlacion de
Spearman entre el peso y talla del pez, con el fin de describir y conocer la
naturaleza de los datos, resultando estadisticamente significativa (r=0.997,
p=<0.001, n=252) (Figura 24).

40 1

r=0.997
351 p=<0.001
n= 252
301 P=126E-05Lt>* °
[ J
25 A
B 20-
(] [ ]
(2]
& 151
10
5 .
0 |
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Longitud (mm)

Figura 24. Correlacion peso-talla en juveniles (49 a 91 dpe).

La ecuacién que describe la relacién peso-longitud es P = 1.26E-05 Liot*%4,
por lo tanto se observa que el tipo de crecimiento que presenta L. guttatus es
isométrico, ya que el valor del coeficiente de alometria (b) no es diferente

significativamente de 3 (b =3.04, p>0.05, Figura 24).

La correlacion peso-miostatina fue baja aunque significativa (r=-0.195,
p=0.03, n=124), observandose que organismos mas pequefios presentan mayores
niveles de expresion de miostatina. Carlson y colaboradores en 1999, presentaron
la falta de una correlacion significativa entre la atrofia del musculo de raton
inducida por la sobreexpresion de miostatina. Esta ausencia de correlacion

significativa de la miostatina con factores que pudieran sobre-regular la miostatina
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ya ha sido reportada. Por ejemplo, no se encontré relacion entre de los niveles
ARNmM de miostatina y la disminucién del crecimiento muscular inducido por el
desove, o por condiciones como el hacinamiento o ayuno prolongado (Rescan
2005; Rescan et al., 2001; Vianello et al., 2003; Rodgers et al., 2003).
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Figura 25. Correlacion entre la expresion de miostatina y el peso durante la etapa juvenil (49-91dpe).

Estos resultados de correlacion no significativa en organismos sin
mutaciones en el gen de la miostatina, pueden deberse a que la miostatina no es
el danico factor que interviene en el crecimiento, se especularia la existencia de
otros factores que regulan el crecimiento, por ejemplo, ya se ha reportado la
presencia de factores de transcripcién que se unen a la region promotora de la
miostatina, considerados como factores especificos de células que producen
hormona de crecimiento, observando el sitio GH-CSE en la region promotora de
miostatina de Salvelinus fontinalis y Ictalurus punctatus, apoyando el supuesto de
la relacion entre la expresion de la miostatina y la hormona de crecimiento y que

esta relacion podria estar regulada a nivel génico (Roberts & Goetz, 2003).
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Los niveles del transcrito disminuyen por la presencia de la proteina, ya
sea LAP y/o el péptido activo, como ocurre con otros reguladores de crecimiento
como la hormona de crecimiento; es importante notar que la expresion del
transcrito es fluctuante durante el crecimiento de L. guttatus, lo que presume
etapas de rapido y lento crecimiento, como ocurre en otros organismos Vivos,
pudiendo ser también un factor que contribuye a no encontrar correlacion

significativa.

Se puede observar que los organismos que crecieron menos en peso,
corresponden a la mayoria en este estudio (65%) y presentan niveles de expresion
de miostatina mayores a los organismos que crecieron mas en peso. Para probar
este supuesto, se formaron dos grupos de peso con respecto a la media de todos
los organismos durante el experimento (6.6g). El grupo 1 correspondiente a los
organismos con pesos menores a la media y el grupo 2 correspondiente a
organismos con pesos mayores a la media, con el fin de determinar diferencias en
la expresiébn de miostatina mediante un ANOVA de una via, encontrando
diferencias significativas (p<0.05) (Tabla 7 y Figura 26)

Tabla 7. ANOVA 1 via grupos de peso 1y 2 con respecto a la media

Fuente de variacién DF SS MS F P
Entre grupos 1 0.0165 0.0165 9.66 <0.05
Residual 122 0.209 0.00171
Total 123 0.225
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Figura 26. Expresion miostatina en dos grupos de peso con relacion a la media (6.6g). Los extremos de cada caja
representan del 25% al 75% de los datos, la linea en el centro de la caja representa la mediana, las lineas que se
extienden de las cajas simbolizan los valores maximos y los puntos valores atipicos.

Una vez determinada la existencia de diferencias significativas en la
expresion de miostatina entre organismos que tienen pesos menores a la media
con respecto a los que poseen pesos mayores a la media, se realizaron subgrupos
de peso con el fin de observar cuales son los pesos que agrupan los mayores
niveles de expresion. Se separaron tres grupos de peso menores a la media y tres
grupos mayores a la media. El primer grupo comprende los pesos 0.3 — 2.02g, el
segundo grupo de 2.03 — 4.18q, el tercer grupo 4.19 — 6.6g (menores a la media),
cuarto grupo de 6.6 — 13.63g, quinto grupo de 13.64 — 20g y el sexto grupos los
organismos mayores a 20g. Se aplicé un analisis de varianza de una via,
encontrando diferencias significativas (Tabla 8). La prueba de comparaciones
pareadas Fisher (Anexo 2-2.4) nos muestra que los grupos 1 y 3 son
estadisticamente diferentes a los grupos 4 y 5 (Figura 27). Lo que indica que los
organismos con pesos bajos tienen niveles mayores de expresion de miostatina.
Una vez que los organismos alcanzan aproximadamente 6.6g, en este caso

tomando como referencia la media, la expresion de miostatina disminuye, por lo
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que creceran mas rapido en peso. Estos datos resultan interesantes ya que
consultando la tabla 8, este peso (6.69) se alcanza entre el 70 y 77 dpe, en etapas
ya avanzadas del desarrollo juvenil; asi, anterior al 70 dpe el crecimiento fue més
lento. Se puede notar que los peces crecen lento hasta antes de los 7g; una vez
alcanzados los 7g, el crecimiento en peso es mas rapido hasta que alcanzan los

20g y la expresion de miostatina aumenta de nuevo.

Tabla 8. ANOVA 1 via 6 grupos de peso

Fuente de variacién DF SS MS F P
Entre grupos 5 0.0208 0.00415 2.395 <0.05
Residual 118 0.205 0.00173
Total 123 0.225
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Figura 27. Expresion miostatina en seis grupos de peso referentes a las media. 1, 2 y 3 menores a la mediay 4,5,y 6
mayores a la media en peso. Las fechas indican diferencias significativas en los niveles de expresion con respecto al
nivel basal (14hpf y Odpe). Los extremos de cada caja representan del 25% al 75% de los datos, la linea en el centro de
la caja representa la mediana, las lineas que se extienden de las cajas simbolizan los valores maximos y los puntos
valores atipicos.

Aplicando una ANOVA de dos vias, utilizando como factores los grupos de
peso (seis grupos de peso con referencia a la media) y la edad, para evaluar la
existencia de diferencias significativas con respecto a la expresion relativa de

miostatina (Tabla 9), se encontré diferencia significativa en el factor edad, el cual
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coincide con lo ya mencionado en el objetivo 2, para la expresion de miostatina,

(comparaciones pareadas se encuentran en el Anexo 2-2.5).

Los grupos de peso no arrojaron un valor significativo, sin embargo, Si

explican alrededor el 70% de la varianza, por lo tanto al realizar comparaciones

pareadas con el método de Fisher, se demuestra la existencia de diferencias

significativas en los grupos de peso 1y 3 con respecto a los grupos 4 y 5 (Tabla

10), es decir, los organismos con pesos menores de la media presentan mayores

niveles de expresion de miostatina que los organismos que poseen pesos

mayores a los de la media.

Tabla 9. ANOVA 2 vias grupos de peso y edad

Fuente de variacion DF SS MS F P
EDAD 6 0.0413 0.00688 4.717 <0.05
Gpo de PESO 5 0.0104 0.00209 1.432 0.218
Residual 112 0.163 0.00146

Total 123 0.225 0.00183

Tabla 10. Comparaciones pareadas con el método Fisher (LSD) para grupos de peso

Grupo de peso 1 2 3 4 5 6
1 0.255379 0.970774 0.007587 0.009884 0.384768
2 0.255379 0.278381 0.075732 0.066097 0.833194
3 0.970774 0.278381 0.009151 0.011304 0.399678
4 0.007587 0.075732 0.009151 0.668299 0.406464
5 0.009884 0.066097 0.011304 0.668299 0.291708
6 0.384768 0.833194 0.399678 0.406464 0.291708
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4.4 Objetivo 4. Cuantificar la expresion de la miostatina en diferentes

tejidos.

La expresion del transcrito de miostatina fue detectado en los diez 6rganos
previamente mencionados por PCR punto final, aunque el andlisis es cualitativo,
permite notar diferencias en el nivel de expresion de miostatina, lo cual fue

confirmado mediante PCR tiempo real.

En la cuantificacion de miostatina, primero se obtuvo el analisis de
estabilidad de los genes constitutivos (18S ribosomal y [-actina), para la
normalizacion de la expresion génica de todos los 6rganos. Aunque cada 6rgano
presentdé mayor estabilidad en uno u otro gen (Tablall), para fines comparativos y
tener mayor estandarizacion en la comparacion se utilizé p-actina para el célculo

de la expresion relativa de miostatina.

Tabla 11. Anilisis de estabilidad de genes de referencia para tejidos de L. guttatus de 194 dpe

i Método

Tejido Comprehensive Delta CT BestKeeper normFinder Genorm
Corazén B-actina B-actina / 18S 18S B-actina/ 18S 18S/ B-actina
Ojo B-actina B-actina/18S 18S/B-actina p-actina/18S 18S/ B-actina
Cerebro B-actina B-actina/ 18S [-actina/18S -actina/18S 18S/B-actina
Estdmago B-actina B-actina/18S 18S/B-actina B-actina/18S 18S/B-actina
Rifidn B-actina B-actina / 18S 18S B-actina/18S 18S/ B-actina
Vejiga natatoria B-actina B-actina / 18S B-actina B-actina/18S 18S/ B-actina
Branquia B-actina B-actina / 18S 18S B-actina/ 18S 18S/ B-actina
Higado B-actina B-actina / 18S 18S B-actina/18S 18S/ B-actina
Intestino B-actina B-actina / 18S 18S B-actina/ 18S 18S/ B-actina
Musculo B-actina B-actina/18S B-actina/18S p-actina/18S 18S/B-actina

Una vez obtenidos los datos de expresion génica, se aplicé la

transformacion de raiz cuadrada y posteriormente se realizé el analisis de varianza
de una via entre los diferentes 6rganos, mostrando que la expresion del gen de
miostatina a los 194 dpe muestra diferencias significativas entre 6rganos (p<0.05,
Tabla 12). Las comparaciones pareadas por el método de Fisher indican que el
tejido muscular, cerebro, ojo y branquia no son significativamente diferentes entre

si, pero presentan diferencia significativa en la expresion de miostatina con
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respecto a intestino, higado, estbmago, rifidn, vejiga natatoria y corazon, y estos
altimos 6rganos no son diferentes entre si (Figura 28 y Anexo 2-3.1). Esto sugiere
que hay drganos y tejidos en los que la miostatina ejerce funciones adicionales a

las musculares.

Tabla 12. ANOVA 1 via entre érganos de 194 dpe

Fuente de variacién DF SS MS F P
Entre grupos 9 0.0796 0.00884 8.768 <0.05
Residual 69 0.0696 0.00101
Total 78 0.149
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Figura 28. Expresion miostatina en dérganos de L. guttatus a los 194dpe. 1=corazén, 2=0jo, 3=cerebro, 4=Estomago,
5=rifién, 6= vejiga natatoria, 7=branquia, 8=higado, 9=intestino y 10=musculo. Las fechas indican diferencias
significativas en los niveles de expresion. Los extremos de cada caja representan del 25% al 75% de los datos, la linea
en el centro de la caja representa la mediana.
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En Danio rerio, el analisis de expresion de miostatina 1 presentdé mayor
expresion en cerebro, musculo, corazon, ojo, testiculos y bazo (Helterline et al.,
2007), coincidiendo con pargo flamenco en los altos niveles de expresion en
cerebro, musculo y ojo. En tilapia los autores detectan expresion en ojo, fibras
braquiales, ovarios, cerebro, pero no en higado, rifidn, estbmago y corazén, similar
a lo que se encontré en pargo flamenco (Rodgers et al., 2001). En Lateolabrax
japonicus, reportan alta expresion en musculo, cerebro y 0jo, un poco menos en
intestino y una débil expresion en branquia, higado, bazo y corazén (Ye et al.,
2007), estos patrones de expresion distintos en érganos parece ser comudn en
teledsteos (Rescan et al., 2001; Maccatrozzo et al., 2001; Robert & Goetz 2001,
Kocabas et al.; 2002; Ye et al., 2007).

Probablemente las diferencias se deben a la edad de los organismos, ya
gue la miostatina podria mostrar fluctuaciones en su expresion en tejidos, como

ocurre en el masculo, lo cual no ha sido reportado.

Debido a que el cerebro es un 6rgano no muscular con alta expresion de
miostatina, se decidié aislar y caracterizar el o los transcritos en ese tejido por
medio de RACE. Los resultados indican que el cerebro expresa la misma
miostatina 1 que el musculo ademés de una variante de splicing, la cual presenta
una deleciéon de 75 nucledtidos en el exdn 1, del nucledtido 104 al 178 (Figura 29),
ambas variantes estan siendo co-amplificadas en el andlisis de gPCR, ya que son
iguales en la regién 3’ y esta regién, es donde se localizan los oligos para qPCR
(Figura 29). Esta miostatina aislada de cerebro se le nombra L. guttatus
miostatina-1b, la cual presenta las mismas zonas de intrones y exones que la
miostatina 1 de musculo (miostatina-1a), asi como la caracterizacion ya descrita
en el objetivo 1, la zona de procesamiento proteolitico y las 9 cisteinas
conservadas en el péptido activo (Figura 30).
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Figura 29. Alineacion de miostatina aislada de musculo (L. guttatus-mstn-1mus), miostatinas aisladas de cerebro (L.
guttatus-mstnla-ce y L. guttatus-mstnib-ce)y L. russellii. En el recuadro de linea continua muestra la delecién de

75nt en el transcrito de miostatina-1b de cerebro. El recuadro con linea discontinua muestra las zonas donde se

localizan los oligos utilizados en el analisis por gPCR.
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1 AUGCAUCUGUCUCAGAUUGUGCUGUAUGUUAGCCUGCUCAUUGCUUUGGGUCCAGUAGUU 60
M H L S ¢ I v L Yy Vv s L L I A L G P V V

61 CUGAGUGACCAAGAGACGCACCAGCAGCAGCAGCCCUCCGCCAUCAAGUCUCAGAUUCUG 120
L S D Q ETHQ Q O O P s A I K S Q I L

121 AGCAAACUGCGGAUGAAAGAAGCUCCAAACAUCAGCCGAGACAUCGUGAAGCAGCUCCUG 180
s K L. R M K E A P N I S R D I V K Q L L

181 CCCAAAGCGCCGCCGCUGCAGCAGCUUCUCGACCAGUACGACGUGCUGGGAGAUGAUAAC 240
P K A P P L Q Q L L D Q Y D V L G D D N

241 AGGGAUGUGGUCAUGGAGGAGGACGAUGAGCAUGCCAUCACGGAGACGAUAAUGAUGAUG 300
R bv Vv M EEDDEHATITETTI MMM

301 GCCACUGAACCCGAGGCCAUCGUCCAGGUGGAUGGGGAACCAAGGUGCUGCUUUUUCUCU 360
A T E P E A I V Q V D GGG E P R C C F F S

361 UUUACUCAAAAGUUUCAAGCCAAUCGCAUAGUCCGAGCGCAGCUCUGGGUGCAUCUGCGC 420
F T Q0 K F Q A N R I V R A Q L W V H L R

421 GCGGCGGAGGAGGCGACCACGGUGUUCCUGCAGAUCUCCCGCCUGAUGCCGGUCACAGAC 480
A A E E A T TV F L Q9 I S R L M P V T D

481 GGGAACAGGCACAUACGCAUCCGCUCCCUGAAGAUCGACGUGAACGCCGGGGUCAGCUCU 540
G NR HIRI R S L K I DV N A G V s S

541 UGGCAAAGUAUAGACGUCAAACAAGUGUUGAGCGUGUGGCUGCGGCAGCCGGAGACCAAC 600
w ¢ s I bV K Vv L s VvV W L R Q P E T N

601 UGGGGCAUCGAGAUUAACGCCUUCGAUUCGAGGGGAAACGACUUGGCCGUGACCUCCGCA 660
w 6 I E I N A F D S R G N D L A V T S A

661 GAGCCCGGAGAGGAAGGGCUGCAACCGUUCAUGGAGGUGAAGAUCUCAGAGGGCCCCAAG 720
E p G E E G L Q P F M E V K I S E G P K

721 CGUGCAAGGAGAGACUCAGGUCUGGACUGUGACGAGAACUCUCCAGAGUCCCGUUGCUGC 780
R A RRD S G L DE€DEN S P E S R C C

781 CGUUACCCGCUCACAGUGGACUUUGAAGACUUUGGCUGGGACUGGAUUAUUGCCCCAAAG 840
Ry p L T V D F E D F G W D W I I A P K

841 CGCUACAAGGCCAACUAUUGCUCCGGGGAGUGUGAGUACAUGCACUUGCAAAAGUACCCA 900
R 'Yy K A NY € S G E €CE Y M HUL Q K Y P

901 CACACCCACCUGGUGAACAAAGCCAACCCCAGAGGGACCGCUGGCCCCUGCUGUACCCCC 960
H T H L v N K A N P R G T A G P € C T P

961 ACCAAGAUGUCGCCCAUCAACAUGCUCUACUUUAACCGAAAAGAGCAGAUCAUCUAUGGC 1020
T K M s p I N M L Y F N R K E O I I Y G

1021 AAGAUCCCUUCCAUGGUAGUAGACCGCUGUGGGUGCUAA 1059
K I p S MV vV DR €C G C ~*

Figura 30. Region codificante de miostatina para L. guttatus miostatina-1b de 1059 pb y su traduccién de 352
aminoacidos. En gris se indica la region de procesamiento proteolitico y las 9 cisteinas conservadas en el péptido
activo.



La miostatina-1b de L. guttatus posee un porcentaje de similitud del 93%
con la miostatina-1a, un 92% con la secuencia de aminoacido de L. russellii y un

86% con Oreochromis mossambica, por mencionar algunos.

En otras especies se han reportado variantes, tanto de la miostatina-1 como
de la miostatina-2, como es el caso de los salmoénidos, por ejemplo en
Oncorhynchus mykiss, se reportdé primeramente, el aislamiento de la miostatina 1a
y 1b, donde el nimero de nucledtidos en los 3 exdénes de los 2 genes es igual,
difieren en las UTR’s (5" y 3) y en algunos de los factores de transcripcion que se
unen a las regiones promotoras de ambos genes (Garikipati et al., 2006), las
diferencias encontradas en las regiones codificantes de las miostatina-1a y -1b en
O. mykiss , no son similares a las que reportamos para L.guttatus, sin embargo, la
miostatina-2b de O. mykiss, presenta una delecion de 51pb en el segundo exoén,
que corresponden a 17 aminoacidos, con relacion a la miostatina-2a de O.mykiss,
no obstante, aun se desconoce si las variantes, llamadas pseudogenes son

funcionalmente activas o similarmente expresada (Garikipati et al., 2007).

Este es el primer reporte de una variante de miostatina-1 en una especie
distinta a la familia de los salménidos, pero se requieren mas investigaciones para
indagar en las funciones que participan ambos transcritos, por lo tanto, sera
necesario disefar oligos flanqueando la delecién para intentar hacer analisis mas
detallados de la expresién de ambas variantes. De igual manera se requiere aislar
los transcritos de miostatina en 0jo y branquia ya que la expresion en estos tejidos
es también alta.

Finalmente, los datos obtenidos en conjunto en este trabajo, permiten
apoyar la hipotesis planteada, ya que la expresién de miostatina fue baja durante
el desarrollo larvario, incrementando durante el desarrollo juvenil, mostrando
niveles mas altos en los organismos que presentaron menor tasa de crecimiento.
Ademas, la miostatina presenta funciones adicionales a las del crecimiento

muscular, ya que su expresion fue demostrada en tejidos no musculares.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

La region codificante del transcrito de la miostatina en musculo del
pargo flamenco fue aislada y caracterizada, estd compuesta por

1134 nucledtidos traduciendo un péptido de 377 aminoacidos.

El andlisis filogenético indica que el transcrito de miostatina aislado
del musculo del pargo flamenco corresponde a la isoforma 1.

La miostatina se expresa en niveles muy bajos durante el desarrollo
embrionario y larvario del pargo flamenco, incrementando
significativamente el dia 28 después de la eclosion, cuando ocurre la
metamorfosis; a partir de entonces la expresion se presenta de

manera fluctuante.

Los peces de menor peso (independientemente de la edad)
presentan mayores niveles de expresion de miostatina, indicando
que este participa en la regulacion negativa del crecimiento

muscular.

La miostatina se encuentra expresada en tejidos no musculares
como cerebro, 0jo y branquia, por lo que se asume que lleva a cabo
funciones no musculares que deberan ser identificadas en futuros

estudios.

El cerebro expresa una variante de splicing de la miostatina 1, la cual
presenta una delecion en el exdn 1, posee 1059 nucle6tidos, con una
proteina de 352 aminoacidos y cuyo nivel de expresion debera

medirse en futuros estudios.
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CAPITULO 6. RECOMENDACIONES

Se recomienda llevar a cabo el bloqueo postranscripcional durante el
desarrollo embrionario, para evaluar diferencias fenotipicas y efectos

a largo plazo en los organismos.

Asimismo se recomienda realizar el bloqueo postranscripcional de

miostatina antes del 28 dpe y evaluar la duracién del bloqueo.

Se recomienda buscar, aislar y caracterizar el transcrito de miostatina
también en ovario y medir su expresion durante el desarrollo

gonadico de L. guttatus.

Es recomendable realizar la técnica de hibridacién in situ en cerebro

para conocer la localizacion celular del transcrito de miostatina.

Se sugiere analizar otros genes de referencia para la normalizacion
de la expresion génica, ya que 18S ribosomal no mostré eficiencia

adecuada, y es recomendable contar con mas genes de referencia.

Se recomienda el analisis de la expresion del gen de miostatina en
bazo, ya que se ha sugerido que la miostatina podria influir en el

desarrollo de las células del sistema inmune en peces.
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ANEXOS 1

A) Sintesis cDNA

1.- Mezclar 5 ml RNA + 1 ml Random primers, mantener todos reactivos en hielo.
2.- Incubar a 70°C por 10 minutos. Poner en hielo 30 segundos después de
incubar, posteriormente centrifugar un poco y regresar a hielo.

3.- Preparar mezcla en hielo.

Mezcla para sintesis de cDNA

Reactivo 1x
Agua DEPC 7.7
Buffer 5x M-MLV
dNTP’s 1
RNAsin 0.5
M-MLV 0.8
Volumen total 14 ml

4.- Afadir 14 ml de la mezcla a cada tubo.

5.- Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos.

6.- Incubar a 45°C por 1hr (temperatura 6ptima para MMLV forme cadena doble)
7.- Incubar a 90°C — 95°C por 5 minutos.

8.-Poner en hielo 1 minuto, centrifugar para bajar todo.

9.- Almacenar a -20°C.

B) Extraccién de RNA con trizol con 2 digestiones

1.- Retirar el RNA later de las muestras.

2.- Homogeneizar en 500 ml de trizol (primero 250 ml).
3.- Pasar el tejido a través de una jeringa.

4.- Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

5.- Afiadir 100 ml de cloroformo y agitar vigorosamente.
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6.- Incubar a temperatura ambiente por 3 minutos.
7.- Centrifugar a 12000 g por 15 minutos a 4°C.
8.- Transferir sobrenadante a un tubo limpio.

9.- Afiadir 250 ml de isopropanol al tubo con sobrenadante y agitar un poco.

10.- Dejar precipitar toda la noche a 4°C.

11.- Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos.
12.- Centrifugar a 12000 g por 10 minutos a 4°C.

13.- Retirar sobrenadante.

14.- Anadir 500 ml de etanol al 70% (al pellet).

15.- Centrifugar a 12000 g por 5 minutos a 4°C.

16.- Retirar sobrenadante.

17.- Anadir 50 ml de agua DEPC y resuspender pellet.
18.- Tratamiento con DNAsa I:

Mezcla para extraccidon de RNA

Reactivo 1x
Agua DEPC 8
Buffer 10xDNAsa 3.5
RNA sin 0.5
DNAsa | 3
Volumen total 15 ml

19.- Agregar 15 ml de la mezcla a cada tubo.

20.- Incubar 30 minutos a 37°C.

21.- Afiadir 6.5 ml de liol 4M.

22.- Anadir 65 ml de fenolcloroformo y dar vortex.
23.- Centrifugar 10 minutos a temperatura ambiente.
24.- Transferir sobrenadante a un tubo limpio.

25.- Agregar 2.5 volumenes de etanol absoluto.

26.- Precipitar por 2 hrs. a -80°C ¢ toda la noche a -20°C.
27.- Centrifugar 15 minutos a 12000 g a 4°C.

28.- Retirar sobrenadante.

29.- Aiiadir 500 ml de etanol al 70%.

30.- Centrifugar 15 minutos a 120009 a 4°C.
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31.- Retirar sobrenadante.

32.- Agregar 50 ml de agua DEPC para resuspender el pellet, repetir a partir de
paso 16.

33.-Una vez repetidos los pasos se agrega 40 ml de agua DEPC para resuspender

el pellet final.

C) Purificacion de producto de PCR cortados de gel.

1.- Pesar un tubo de 1.5 ml antes de cortar el gel.

2.- Cortar el fragmento del gel con navaja de bisturi estéril, ponerlo en el tubo y
pesar nuevamente.

3.- Anadir Membrana Binding Solution 10 ml de solucion por cada 10 mg de
agarosa.

4.- Incubar entre 50°C y 65°C por 10 minutos, vortex cada dos o tres minutos o
hasta que la agarosa se haya disuelto por completo.

NOTA: geles de agarosa >1% puede requerir mas tiempo de incubacion. Es muy
importante que la agarosa se haya disuelto por completo.

5.- Colocar una columna en un tubo colector por cada muestra.

6.- Transferir el DNA a la columna e incubar 1 minuto.

NOTA: A la columna solo le caben 350 ml de solucién. Si se tiene un volumen
mayor sera necesario pasar el DNA en varias centrifugadas.

7.- Centrifugar 1 minuto a 12000 rpm y descartar lavado.

8.- Lavar con 700 ml de Membrane Wash Solution (revisar que se le afiadio
etanol).

9.- Centrifugar 1 minuto y descartar el lavado.

10.- Lavar con 500 ml de Membrane Wash Solution.

11.- Centrifugar 5 minutos y descartar lavado.

12.- Volver a poner la columna en el tubo colector y centrifugar 1 minuto mas en
seco.

13.- Transferir la columna a un tubo de 1.5 ml limpio.
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14.- Anadir 25-50 ml de agua libre de nucleasas e incubar 1 minuto.
15.- Centrifugar 1 minuto y almacenar a -20°C.
NOTA: Los pasos 14 y 15 pueden realizarse 2 veces, agregando el agua en dos

tiempos antes de almacenar a -20°C.

D) Ligacion

Al producto de purificacion de PCR se le agrega la siguiente mezcla maestra:
Con pGEMT Easy Vector

Mezcla para ligacién

Reactivo 1x
Buffer 2x ligation 10 ml
PGEMT Easy vector 1ml
DNA purificado 8 mi
DNA Ligasa (T4) 1ml
Volumen total 20 ml

1.- Incubar por 2 horas a temperatura ambiente 6 toda la noche a 4°C.

2.- Almacenar a -20°C.

E) Transformacién

1.- Preparar cajas de Petri LB-Amp (dejar secar aproximadamente 30 minutos).
2.- Agregar a las cajas X-gal, IPTG.
Se prepara en el momento: -- X-gal 16 ml (50 mg/ml)
-- dimetil formamida 24 ml
40 ml Total — en cada caja
- 1IPTG 7 ml
3.- Sacar bacterias de -80°C, ponerlas directo en hielo y dejar que se

descongelen.
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4.- Mezclar: Vector + Inserto Vector: Ligacion 5 ml + 50 ml bacterias (ya estan en
alicuota)

5.- Incubar en hielo por 30 minutos.

6.- Choque térmico a 37°C por 20 segundos.

7.- Regresar al hielo por 2 minutos.

8.- Incubar en 1.5 ml de SOC (en campana), primero se agregan 750 ml a tubo
falcon y los restantes 750 ml al tubo eppendorf con las bacterias. Después
transferir todo al tubo falcon.

9.- Incubar a 37°C (bafio maria) con agitacion por 1 hora.

10.- Transferir todo a tubos eppendorf.

11.- Centrifugar a maxima (8000 rpm) por 5 minutos a temperatura ambiente.

12.- Descartar sobrenadante y resuspender el pellet en el residual.

13.- Inocular en cajas de LB-Amp — 10 pl caja en una caja y restante (mas de 10
pl) en otra caja

14.- Incubar toda la noche a 37°C.

F) Levantamiento de colonias

1.- Preparar LB fresco en la campana (matraz).
2.- Preparar 1 ml LB — 2.4 ampicilina
Agregar 10 ml LB - 2.4 ml ampicilina
26 ml LB — 62.4 ml ampicilina
3.- Distribuir en 13 tubos falcon, 2 ml de LB-Ampicilina por tubo (el nimero de
tubos corresponde al niumero de colonias que se levanten).
4.- Levantar las colonias mas aisladas con un palillo de madera y colocar una por
tubo.

5.- Incubar a 37°C con agitaciéon a 240 rpm toda la noche con bafio maria.

G) Minipreps (tratamiento alcalino para obtener plasmido)
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1.- Transferir 1.5 ml de cultivo bacteriano a un tubo eppendorf.
2.- Centrifugar 1 minuto a méaxima a 12,000 rpm y eliminar sobrenadante
totalmente.
3.- Agregar 100 pl de cell resuspention solution y resuspender el pellet:
Preparacion: 50 mM tris-HCL pH 8.0
10 mM EDTA pH 8.0 ---- 2 pyg de RNAsa

Para 1 ml Tris --- 2.5 pl RNAsa

1.2 ml Tris --- 3 yl RNAsa

400 pl Tris --- 1 yl RNAsa
4.- Agregar 100 pl de buffer de lisis (200 mM NaOH y 1% SDS) y mezclar.
NOTA: Tomar ¥ volumen del total 6 preparar, ya que la solucion esta al 400 mM
de NaOH y 2% SDS.
5.- Agregar 120 pl de buffer de neutralizacién (3 M acetato de potasio, pH 5.5 y
mezclar por 3 minutos).
6.- Centrifugar 1 minuto a maxima a 12,000 rpm y transferir el sobrenadante a un
tubo nuevo (se puede formar como nata de sobrenadante, se debe retirar con la
misma punta, cuidando no transferirlo con el sobrenadante al tubo limpio).
7.- Agregar 200pl de isopropanol y mezclar.
8.- Centrifugar 1 minuto a maxima a 12,000 rpm y descartar el sobrenadante.
9.- Agregar 500ul de etanol al 70% y mezclar.
10.- Centrifugar 1 minuto a maxima a 12,000 rpm y descartar el sobrenadante,
volver a centrifugar y eliminar el sobrenadante con punta.
11.- Agregar 25ul de agua estéril y re-suspender el pellet.
12.- Realizar digestidon enzimatica.

NOTA: No es necesario realizar el procedimiento en campana.

H) Digestién

Preparar:
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Mezcla para digestion

Reactivo 1x
Agua 18 Q esteril 7.1
Buffer H 10 x 1
BSA 100 x 0.1
EcoR | 0.8
Volumen total 9ml

1.- Distribuir 9 pl de la mezcla en casa tubo.
2.- Agregar 1 pl de DNA minipreps.
3.- Incubar a 37°C por 2 horas.

4.- Correr el gel de agarosa al 1% (45 minutos).

I) Preparacion de medio LB-AMP

1.- Pesar el medio
Para 500 mi: Medio LB 12.5¢g
Bacto Agar 7.5 g
dH20 450 ml (agua desionizada o destilada)
Utilizando LB agar (Lennok Lbagar) solo pesar 16 g y aforar a 500 ml.
2.- Esterilizar medio LB.
3.- Agregar alicuota de ampicilina al medio esterilizado cuando este tibio.
NOTA: Preparacién alicuota ampicilina, debe estar a la concentracion 25 mg/ml.
Agregar 120 ml Amp (25 mg/ml) en 50 ml LB.
Agregar 1.2 ml Amp (25 mg/ml) en 500 ml LB.
Concentracion final 60 pg/ml.
* Ampicilina nueva esta a concentracion de 100 mg/ml, por lo tanto se debe de
hacer dilucion 1:4 para llevarla a 25 mg/ml.
4.- Vaciar medio LB-Amp en caja de Petri.
5.- Esperar a que solidifique medio en cajas de Petri (15-20 min).
6.- Guardar cajas de Petri con medio LB-Amp en su empague una vez que este

sélido, ponerlas boca abajo.
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7.- Almacenarlas en refrigerador hasta que sean usadas.
NOTA: Se pueden utilizar hasta 3 meses después de preparadas. No exceder de 3
meses en ser utilizadas. Desecharlas una vez que ha pasado este tiempo y no

fueron utilizadas.

J) SINTESIS DE cDNA para RACE

1.- Preparar los siguientes Mix:

3’ RACE Reactivo 5 RACE
2 ul 5x first-strand buffer 2 ul
1l DDT 20 mM 1l
1ul dNTP Mix 10 nM 1l
4 pul Volumen total 4 ul

2.- Por separado preparar la siguiente reaccion:

3’ RACE Reactivo 5’ RACE
2.75 ul H,0 desionizada 1.75 ul
1l CDS Primer A 1l
3ul *RNA 3ul
6.75 ul Volumen total 5.75 ul

*Puede ser de 1.5 pl

3.- Incubar ambas reacciones 72°C por 3 minutos y 42°C por 2 minutos.

4.- Centrifugar para bajar todo.

5.- Agregar 1 yl de SMARTER Il A oligo solo a la reaccion de 5° RACE cDNA del
paso 2.

6.- Agregar a cada reaccién del paso 1 lo siguiente:
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Reactivo
4 pl Buffer Mix del paso 1
0.25 pl RNAsa Inhibidor 40 U/ ul
1ul SMART Scribe RT (transcriptasa reversa)
5.25 ul Volumen total

NOTA: El paso anterior se puede realizar mientras transcurren las incubaciones

del paso 3.

7.- Agregar el Master Mix del paso 6 (5.25 ul) al RNA desnaturalizado de los pasos
2y 5 (3 RACE cDNA y 5 RACE cDNA) para un total de 12 pl, mezclar y
centrifugar para bajar todo.

8.- Incubar a 42°C por 90 minutos.

9.- Incubar a 70°C por 10 minutos.

10.- Diluir cDONA 3’ y 5’ en 20 pl de Tricina EDTA.

11.- Muestras pueden ser conservadas a -20°C por 3 meses.

K) PCRRACE 5 -3’

Muestras: 5’ y 3’ RACE cDNA
Polimerasa clontech buffer 2
Primers: Lg-mstn-qgPCR

1.- Preparar Master Mix:

Mezcla para PCR RACE

Reactivo 1x

H,0 grado PCR 10.1
Buffer 10x advantage 1.5
dNTP Mix (10 mM) 0.3
Polimerasa advantage 0.3
Volumen total 12.2

2.- Repartir 12.2 pl en cada tubo.
3.- En tubos con Master Mix agregar:
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Mezclas para 5" RACE

tubo 1 2(+) 3() 4¢()
5’ RACE cDNA 1l 1w 1p -
UPM (10x) 1.5 - 1.5 -
GSP 1R 03 03 - 0.3
GSP2F - 0.3 - 0.3
H.O - 1.2 1 2.2
Mezclas para 3" RACE
tubo 5 6 (+)
3’ RACE cDNA 1ul 1 pl
UPM (10x) 1.5 -
GSP1R - 0.3
GSP2F 0.3 0.3
H20 - 1.2

Condiciones del programa
Desnaturalizacion 95°C 5 minutos
95°C 30 segundos (30 ciclos)

Alineacion 66°C 30 segundos (30 ciclos)
Extensién 68°C 3 minutos (30 ciclos)
Extension final 68°C 10 minutos

Hold 4°C

L) PCR RACE ANIDADO 5’

1.- Diluir 2.5 pl del PCR inicial en 122.5 pl del buffer tricina-EDTA.

2.- Preparar Master Mix:

Mezcla para PCR RACE anidado

Reactivo

1x

H,O grado PCR

Buffer 10x advantage
dNTP Mix (10 nM)
Polimerasa advantage

10.1
1.5
0.3
0.3
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3.- Repartir 12.2 ul en cada tubo.

4.- En los tubos con el Master Mix agregar:

Mezcla para RACE ANIDADO

Reactivo Muestra control negativo
PCR inicial 1l -
Nested primer 1.5 0.3
GSP1R 0.3 0.3
H20 - 2.2

Condiciones del programa

Desnaturalizacion 94°C 30 segundos (25 ciclos)
Alineacion 65°C 30 segundos (25 ciclos)
Extension 68°C 3 minutos (25 ciclos)
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ANEXOS 2

1. Objetivo 2.
1.1 Expresidén génica miostatina
Edad Ct EDAD Ct Edad Ct Edad Ct
10hrs 0 28dpe 2.72E-03 56chico 2.13E-03 70chico 0
10hrs 0 28dpe 4.74E-03 56¢chico 4.85E-03 70chico 2.87E-03
10hrs 1.85E-03 28dpe 4.11E-07 56chico 2.27E-03 70chico 0
10hrs 3.11E-03 28dpe 4.26E-06 56chico 0.0124 70chico 0
10hrs 0 28dpe 0.0102 56chico 0.0133 70med 0
10hrs 0.0101 35dpe 1.38E-04 56med 0.0161 70med 0
14hrs 0 35dpe 6.18E-05 56med 5.96E-03 70med 0
14hrs 0 35dpe 9.02E-05 56med 1.33E-03 70med 0
14hrs 0 35dpe 3.86E-05 56med 0 70med 0
14hrs 0 35dpe 0.0289 56med 7.55E-04 70gde 3.11E-03
14hrs 0 35dpe 1.10E-03 56med 2.61E-04 70gde 6.24E-04
14hrs 7.95E-06 42dpe 0.0165 56gde 3.28E-04 70gde 0
Odpe 0 42dpe 9.25E-03 56gde 3.15E-04 70gde 8.98E-04
Odpe 5.73E-06 42dpe 0.0142 56gde 0 70gde 0
Odpe 4.91E-06 42dpe 1.77E-03 56gde 6.25E-04 70gde 0
Odpe 4.86E-06 42dpe 4.62E-03 56gde 3.56E-03 77chico 0.0219
Odpe 0 42dpe 7.63E-04 56gde 0 77chico 0.0146
Odpe 0 49chico 2.48E-03 63chico 0.0242 77chico 3.70E-03
7dpe 4.86E-04 49chico 2.13E-04 63chico 5.39E-04 77chico 1.30E-03
7dpe 8.92E-05 49chico 1.31E-03 63chico 1.31E-03 77chico 0.0105
7dpe 2.33E-04 49chico 5.24E-04 63chico 0.0199 77chico 4.31E-03
7dpe 3.01E-04 49chico 0.0154 63chico 0 77med 0
7dpe 3.33E-04 49chico 1.47E-03 63chico 7.24E-03 77med 1.14E-03
7dpe 1.67E-04 49med 6.83E-03 63med 0.0122 77med 6.47E-03
14dpe 3.59E-04 49med 7.08E-04 63med 5.99E-03 77med 4.69E-04
1l4dpe 1.33E-06 49med 1.24E-03 63med 3.97E-03 77med 1.62E-03
14dpe 2.14E-04 49med 3.30E-04 63med 1.62E-03 77med 3.84E-04
14dpe 2.23E-07 49med 5.93E-04 63med 3.99E-03 77gde 6.57E-04
14dpe 6.28E-04 49med 2.65E-04 63med 0 77gde 1.17E-03
1l4dpe 1.70E-07 49gde 1.48E-03 63gde 7.57E-03 77gde 1.36E-04
21dpe 1.20E-03 49gde 4.63E-03 63gde 0.0235 77gde 0
21dpe 1.11E-03 49gde 1.22E-03 63gde 0.0253 77gde 8.73E-04
21dpe 5.03E-04 49gde 0 63gde 0 77gde 2.81E-06
21dpe 8.69E-04 49gde 4.80E-03 63gde 0.0651 84chico 0.011
21dpe 4.84E-04 49gde 3.30E-03 70chico 0 84chico 9.99E-04
21dpe 8.77E-04 56chico 9.27E-04 70chico 0 84chico 3.76E-03
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Expresion génica miostatina continuacion

Edad Ct Edad Ct Edad Ct Edad Ct
84chico 6.76E-04 84gde 9.49E-05 91chico 1.51E-03 91gde 6.83E-04
84chico 5.47E-04 84gde 2.14E-03 91chico 7.54E-04 91gde 2.34E-03
84chico 6.50E-04 84gde 1.16E-03 91chico 1.51E-03 91gde 1.26E-03
84med 1.01E-05 84gde 1.14E-03 91med 5.35E-04 91gde 4.95E-03
84med 1.32E-03 84gde 1.21E-03 91med 6.11E-04 91gde 2.16E-05
84med 2.01E-03 84gde 6.29E-04 91med 8.28E-04 91gde 3.95E-04
84med 5.61E-03 91chico 5.23E-03 91med 6.19E-06
84med 8.20E-04 91chico 8.61E-04 91med 4.94E-04
84med 8.22E-04 91chico 4.55E-03 91med 1.15E-03

1.2 ANOVA 1 via 10hrs-42dpe

Fuente de variacion DF SS MS F P
Entre grupos 8 0.0305 0.00381 3.631 <0.05
Residual 44 0.0462 0.00105
Total 52 0.0766

1.3 Comparaciones pareadas método Fisher (LSD) 10hrs-42dpe (Figura 20)

Comparacion Diff of Means P Diff>LSD Comparacion Diff of Ranks Q P<0.05
42dpe vs. 14hpf 0.0798 <0.001 | 35dpe vs. 7dpe 0.0239 0.209 NO
42dpe vs. Odpe 0.0791 <0.001 | 35dpe vs. 21dpe 0.0112 0.554 NO
42dpe vs. 14dpe 0.0701 <0.001 | 35dpe vs. 10hpf 0.00653 0.729 NO
42dpe vs. 7dpe 0.0644 0.001 Sl 10hpf vs. 14hpf 0.0327 0.087 NO
42dpe vs. 21dpe 0.0517 0.008 | 10hpf vs. Odpe 0.0321 0.093 NO
42dpe vs. 10hpf 0.047 0.016 Sl 10hpf vs. 14dpe 0.0231 0.223 NO
42dpe vs. 35dpe 0.0405 0.036 | 10hpf vs. 7dpe 0.0173 0.359 NO
42dpe vs. 28dpe 0.0353 0.079 NO 10hpf vs. 21dpe 0.00463 0.806 NO
28dpe vs. 14hpf 0.0445 0.028 | 21dpe vs. 14hpf 0.0281 0.14 NO
28dpe vs. Odpe 0.0438 0.031 Sl 21dpe vs. Odpe 0.0275 0.149 NO
28dpe vs. 14dpe 0.0348 0.083 NO 21dpe vs. 14dpe 0.0185 0.329 NO
28dpe vs. 7dpe 0.0291 0.146 NO 21dpe vs. 7dpe 0.0127 0.5 NO
28dpe vs. 21dpe 0.0164 0.409 NO 7dpe vs. 14hpf 0.0154 0.414 NO
28dpe vs. 10hpf 0.0117 0.553 NO 7dpe vs. Odpe 0.0147 0.435 NO
28dpe vs. 35dpe 0.0052 0.792 NO 7dpe vs. 14dpe 0.00577 0.759 NO
35dpe vs. 14hpf 0.0393 0.042 Sl 14dpe vs. 14hpf 0.00965 0.609 NO
35dpe vs. Odpe 0.0386 0.045 Sl 14dpe vs. Odpe 0.00898 0.634 NO
35dpe vs. 14dpe 0.0296 0.12 NO Odpe vs. 14hpf 0.000666 0.972 NO
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1.4 ANOVA 1 via 49-91dpe

Fuente de variacion DF SS MS F P
Entre grupos 6 0.0516 0.0086 5.79 <0.05
Residual 117 0.174 0.00149
Total 123 0.225

1.5 Comparaciones pareadas método Fisher (LSD) 49-91dpe (Figura 21)

Comparacion Diff of Means  LSD(alpha=0.050) P Diff >= LSD
63.000 vs. 70.000 0.0756 0.0262 <0.001 Sl
63.000 vs. 91.000 0.0511 0.0258 <0.001 SI
63.000 vs. 84.000 0.0479 0.0258 <0.001 Sl
63.000 vs. 49.000 0.0432 0.0258 0.001 SI
63.000 vs. 56.000 0.0394 0.0258 0.003 Sl
63.000 vs. 77.000 0.039 0.0258 0.003 Sl
77.000 vs. 70.000 0.0366 0.0258 0.006 Sl
77.000 vs. 91.000 0.0121 0.0254 0.348 NO
77.000 vs. 84.000 0.00884 0.0254 0.493 NO
77.000 vs. 49.000 0.00415 0.0254 0.747 NO
77.000 vs. 56.000 0.000362 0.0254 0.978 NO
56.000 vs. 70.000 0.0362 0.0258 0.006 Sl
56.000 vs. 91.000 0.0117 0.0254 0.363 NO
56.000 vs. 84.000 0.00848 0.0254 0.51 NO
56.000 vs. 49.000 0.00378 0.0254 0.769 NO
49.000 vs. 70.000 0.0324 0.0258 0.014 SI
49.000 vs. 91.000 0.00795 0.0254 0.537 NO
49.000 vs. 84.000 0.0047 0.0254 0.715 NO
84.000 vs. 70.000 0.0277 0.0258 0.036 Sl
84.000 vs. 91.000 0.00325 0.0254 0.801 NO
91.000 vs. 70.000 0.0245 0.0258 0.063 NO
1.6 ANOVA 1 via 10hpf-91dpe
Fuente de variacion DF SS MS F P

Entre grupos 15 0.0904 0.00603 441 <0.05

Residual 161 0.22 0.00137

Total 176 0.31
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1.7 Comparaciones pareadas método Fisher (LSD) 10hrs-91dpe (Figura 22)

Comparacion  Diff of Means P Diff>LSD Comparaciéon  Diff of Means P Diff>LSD
63d vs. 14h 0.0848 <0.001 SI 28d vs. 10h 0.0117 0.601 NO
63d vs. 0d 0.0842 <0.001 Sl 28d vs. 91d 0.0108 0.564 NO
63d vs. 70d 0.0756 <0.001 Sl 28d vs. 84d 0.00756 0.686 NO
63d vs. 14d 0.0752 <0.001 Sl 28d vs. 35d 0.0052 0.817 NO
63d vs. 7d 0.0694 <0.001 Sl 28d vs. 49d 0.00286 0.878 NO
63dvs. 21d 0.0567 0.001 Sl 49d vs. 14h 0.0416 0.018 Sl
63d vs. 10h 0.0521 0.003 Sl 49d vs. 0d 0.0409 0.02 NO
63d vs. 91d 0.0512 <0.001 Sl 49d vs. 70d 0.0324 0.01 NO
63d vs. 84d 0.0479 <0.001 Sl 49d vs. 14d 0.032 0.068 NO
63d vs. 35d 0.0456 0.01 Sl 49d vs. 7d 0.0262 0.135 NO
63d vs. 49d 0.0432 <0.001 Sl 49d vs. 21d 0.0135 0.44 NO
63d vs. 28d 0.0404 0.033 Sl 49d vs. 10h 0.00886 0.612 NO
63d vs. 56d 0.0394 0.002 Sl 49d vs. 91d 0.00794 0.52 NO
63dvs. 77d 0.0391 0.002 Sl 49d vs. 84d 0.00469 0.704 NO
63d vs. 42d 0.00505 0.774 NO 49d vs. 35d 0.00234 0.894 NO
42dvs. 14h 0.0798 <0.001 Sl 35d vs. 14h 0.0393 0.068 NO
42d vs. 0d 0.0791 <0.001 Sl 35d vs. 0d 0.0386 0.072 NO
42dvs. 70d 0.0706 <0.001 Sl 35d vs. 70d 0.0301 0.089 NO
42d vs. 14d 0.0701 0.001 Sl 35d vs. 14d 0.0296 0.167 NO
42dvs. 7d 0.0644 0.003 Sl 35d vs. 7d 0.0239 0.265 NO
42d vs. 21d 0.0517 0.017 Sl 35d vs. 21d 0.0112 0.602 NO
42d vs. 10h 0.047 0.029 Sl 35d vs. 10h 0.00653 0.76 NO
42dvs. 91d 0.0461 0.009 Sl 35d vs. 91d 0.00561 0.748 NO
42d vs. 84d 0.0429 0.015 Sl 35d vs. 84d 0.00236 0.893 NO
42d vs. 35d 0.0405 0.06 NO 84d vs. 14h 0.0369 0.036 NO
42d vs. 49d 0.0382 0.03 NO 84d vs. 0d 0.0362 0.039 NO
42d vs. 28d 0.0353 0.117 NO 84d vs. 70d 0.0277 0.028 NO
42d vs. 56d 0.0344 0.05 NO 84d vs. 14d 0.0273 0.12 NO
42dvs. 77d 0.034 0.053 NO 84dvs. 7d 0.0215 0.219 NO
77d vs. 14h 0.0458 0.009 Sl 84dvs. 21d 0.0088 0.614 NO
77d vs. 0d 0.0451 0.011 Sl 84d vs. 10h 0.00417 0.811 NO
77d vs. 70d 0.0366 0.004 Sl 84dvs. 91d 0.00325 0.792 NO
77d vs. 14d 0.0361 0.04 Sl 91d vs. 14h 0.0337 0.055 NO
77dvs. 7d 0.0303 0.083 NO 91dvs. 0d 0.033 0.06 NO
77dvs. 21d 0.0176 0.313 NO 91dvs. 70d 0.0245 0.052 NO
77d vs. 10h 0.013 0.456 NO 91d vs. 14d 0.024 0.17 NO
77d vs. 91d 0.0121 0.328 NO 91dvs. 7d 0.0182 0.297 NO
77d vs. 84d 0.00885 0.474 NO 91d vs. 21d 0.00554 0.751 NO
77d vs. 35d 0.00649 0.71 NO 91d vs. 10h 0.000918 0.958 NO
77d vs. 49d 0.00416 0.736 NO 10h vs. 14h 0.0327 0.127 NO
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77d vs. 28d 0.00129 0.945 NO  10hvs.0d 0.0321 0.135 NO
77d vs. 56d 0.000384 0.975 NO  10hvs. 70d 0.0235 0.182 NO
56d vs. 14h 0.0454 0.01 SI 10h vs. 14d 0.0231 0.281 NO
56d vs. 0d 0.0447 0.011 SI 10hvs. 7d 0.0173 0.418 NO
56d vs. 70d 0.0362 0.004 SI 10h vs. 21d 0.00463 0.829 NO
56d vs. 14d 0.0357 0.042 SI 21d vs. 14h 0.0281 0.19 NO
56d vs. 7d 0.03 0.087 NO  21dvs.0d 0.0275 0.2 NO
56d vs. 21d 0.0173 0.323 NO  21dvs. 70d 0.0189 0.283 NO
56d vs. 10h 0.0126 0.469 NO  21dvs. 14d 0.0185 0.388 NO
56d vs. 91d 0.0117 0.343 NO  21dvs.7d 0.0127 0.552 NO
56d vs. 84d 0.00846 0.493 NO  7dvs. 14h 0.0154 0.471 NO
56d vs. 35d 0.00611 0.726 NO  7dvs.0d 0.0147 0.491 NO
56d vs. 49d 0.00377 0.76 NO  7dvs.70d 0.00622 0.724 NO
56d vs. 28d 0.000908 0.961 NO  7dvs.14d 0.00577 0.787 NO
28d vs. 14h 0.0445 0.049 Sl 14d vs. 14h 0.00965 0.652 NO
28d vs. 0d 0.0438 0.052 NO  14dvs.0d 0.00898 0.674 NO
28d vs. 70d 0.0353 0.062 NO  14dvs. 70d 0.00045 0.98 NO
28d vs. 14d 0.0348 0.122 NO  70dvs. 14h 0.0092 0.601 NO
28d vs. 7d 0.0291 0.196 NO  70dvs.0d 0.00853 0.628 NO
28d vs. 21d 0.0164 0.466 NO  0dvs. 14h 0.000666 0.975 NO
2. Objetivo 3

2.1 Comparaciones pareadas método Dunn 42-91 dpe en Peso

Comparacion Diff of Ranks Q P<0.05
91d vs 49d 171.472 9.981 Sl
91d vs 56d 132.306 7.701 S|
91d vs 63d 119.194 6.938 S|
91d vs 70d 60.25 3.507 S|
91d vs 77d 38.361 2.233 NO
91d vs 84d 6.528 0.38 NO
84d vs 49d 164.944 9.601 S|
84d vs 56d 125.778 7.321 S|
84d vs 63d 112.667 6.558 S|
84d vs 70d 53.722 3.127 NO
84d vs 77d 31.833 1.853 NO
77d vs 49d 133.111 7.748 Sl
77d vs 56d 93.944 5.468 S|
77d vs 63d 80.833 4.705 S
77d vs 70d 21.889 1.274 NO
70d vs 49d 111.222 6.474 Sl
70d vs 56d 72.056 4.194 S|

84



70d vs 63d 58.944 3.431 S|

63d vs 49d 52.278 3.043 S|
63d vs 56d 13.111 0.763 NO
56d vs 49d 39.167 2.28 NO

2.2 Comparaciones pareadas método Dunn 42-91 dpe en Talla

Comparacion Diff of Ranks Q P<0.05
91d vs 49d 174.181 10.138 Sl
91d vs 56d 133.583 7.775 S
91d vs 63d 116.722 6.794 Sl
91d vs 70d 58.569 3.409 S
91d vs 77d 41.556 2.419 NO
91d vs 84d 11.569 0.673 NO
84d vs 49d 162.611 9.465 Sl
84d vs 56d 122.014 7.102 S
84d vs 63d 105.153 6.121 S
84d vs 70d 47 2.736 NO
84d vs 77d 29.986 1.745 NO
77d vs 49d 132.625 7.72 S
77d vs 56d 92.028 5.357 Sl
77d vs 63d 75.167 4.375 Sl
77d vs 70d 17.014 0.99 NO
70d vs 49d 115.611 6.729 S
70d vs 56d 75.014 4.366 S|
70d vs 63d 58.153 3.385 S
63d vs 49d 57.458 3.344 S|
63d vs 56d 16.861 0.981 NO

56d vs 49d 40.597 2.363 NO
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2.3 Crecimiento en talla durante el desarrollo juvenil

2.4 Comparaciones paredas con el método de Fisher (LSD)

Comparacion Difrencia de medias LSD(alpha=0.050) P Diff >= LSD
GPO1 vs. GPO5 0.0354 0.0292 0.018 Sl
GPO1 vs. GPO4 0.0297 0.0236 0.014 Sl
GPO1 vs. GPO6 0.0152 0.0376 0.425 NO
GPO1 vs. GPO2 0.0116 0.022 0.297 NO
GPO1 vs. GPO3 0.000409 0.0241 0.973 NO
GPO3 vs. GPO5 0.035 0.0294 0.02 Sl
GPO3 vs. GPO4 0.0293 0.0238 0.016 Sl
GPO3 vs. GPO6 0.0148 0.0378 0.44 NO
GPO3 vs. GPO2 0.0112 0.0223 0.32 NO
GPO2 vs. GPO5 0.0238 0.0277 0.091 NO
GPO2 vs. GPO4 0.018 0.0217 0.103 NO
GPO2 vs. GPO6 0.00357 0.0365 0.847 NO
GPO6 vs. GPO5 0.0202 0.0412 0.333 NO
GPO6 vs. GPO4 0.0145 0.0375 0.446 NO
GPO4 vs. GPO5 0.00576 0.029 0.694 NO
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2.5 Comparaciones pareadas con el método Fisher LSD (ANOVA 2 vias) Factor edad

Comparacion Diferencia de medias LSD(alpha=0.050) P Diff >= LSD
63.000 vs. 70.000 0.0692 0.0304 <0.001 SI
63.000 vs. 49.000 0.0422 0.0338 0.015 Sl
63.000 vs. 56.000 0.0367 0.0322 0.026 SI
63.000 vs. 91.000 0.0345 0.0298 0.024 SI
63.000 vs. 84.000 0.0308 0.0299 0.044 SI
63.000 vs. 77.000 0.0298 0.0301 0.052 No
77.000 vs. 70.000 0.0394 0.029 0.008 SI
77.000 vs. 49.000 0.0124 0.0325 0.451 No
77.000 vs. 56.000 0.00693 0.0308 0.657 NO
77.000 vs. 91.000 0.00471 0.0284 0.743 NO
77.000 vs. 84.000 0.000966 0.0284 0.946 NO
84.000 vs. 70.000 0.0384 0.0288 0.009 Sl
84.000 vs. 49.000 0.0114 0.0323 0.484 NO
84.000 vs. 56.000 0.00596 0.0306 0.701 NO
84.000 vs. 91.000 0.00375 0.0281 0.792 NO
91.000 vs. 70.000 0.0347 0.0287 0.018 Sl
91.000 vs. 49.000 0.0077 0.0323 0.638 NO
91.000 vs. 56.000 0.00222 0.0306 0.886 NO
56.000 vs. 70.000 0.0325 0.0312 0.041 SI
56.000 vs. 49.000 0.00548 0.0345 0.753 NO
49.000 vs. 70.000 0.027 0.0328 0.106 NO
3. Objetivo 4.

3.1 Comparaciones pareadas por el método de Fisher (LSD) entre érganos all 194dpe

Comparacion Diferencia entre medias LSD(alpha=0.050) P Diff >= LSD
Cerebro vs. Intestino 0.077 0.0317 <0.001 S
Cerebro vs. Higado 0.0756 0.0317 <0.001 Sl
Cerebro vs. Estdmago 0.0715 0.0328 <0.001 Sl
Cerebro vs. Rifidon 0.0709 0.0317 <0.001 Sl
Cerebro vs. Vejiga natatoria 0.0695 0.0317 <0.001 Sl
Cerebro vs. Corazon 0.0651 0.0317 <0.001 Sl
Cerebro vs. Branquia 0.0256 0.0317 0.111 NO
Cerebro vs. Ojo 0.00884 0.0317 0.58 NO
Cerebro vs. Musculo 0.000309 0.0317 0.985 NO
Musculo vs. Intestino 0.0767 0.0317 <0.001 SI
Musculo vs. Higado 0.0753 0.0317 <0.001 Sl
Musculo vs. Estémago 0.0712 0.0328 <0.001 Sl
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Musculo vs. Rifidn

Musculo vs. Vejiga natatoria
Musculo vs. Corazon
Musculo vs. Branquia
Musculo vs. Ojo

Ojo vs. Intestino

Ojo vs. Higado

Ojo vs. Estdmago

Ojo vs. Rifidn

Ojo vs. Vejiga natatoria

Ojo vs. Corazdn

Ojo vs. Branquia

Branquia vs. Intestino
Branquia vs. Higado
Branquia vs. Estémago
Branquia vs. Rifidn

Branquia vs. Vejiga natatoria
Branquia vs. Corazén
Corazdn vs. Intestino
Corazén vs. Higado

Corazon vs. Estdmago
Corazén vs. Rifidn

Corazén vs. Vejiga natatoria
Vejiga natatoria vs. Intestino
Vejiga natatoria vs. Higado
Vejiga natatoria vs. Estdmago
Vejiga natatoria vs. Rifidn
Rifidn vs. Intestino

Rifidn vs. Higado

Rifidn vs. Estdmago
Estdmago vs. Intestino
Estdmago vs. Higado

Higado vs. Intestino

0.0706
0.0692
0.0648
0.0253
0.00853
0.0682
0.0668
0.0626
0.0621
0.0607
0.0563
0.0168
0.0514
0.05
0.0459
0.0453
0.0439
0.0395
0.0119
0.0105
0.00634
0.00579
0.0044
0.00752
0.00606
0.00194
0.00139
0.00612
0.00467

0.000548

0.00558
0.00412
0.00146

0.0317
0.0317
0.0317
0.0317
0.0317
0.0317
0.0317
0.0328
0.0317
0.0317
0.0317
0.0317
0.0317
0.0317
0.0328
0.0317
0.0317
0.0317
0.0317
0.0317
0.0328
0.0317
0.0317
0.0317
0.0317
0.0328
0.0317
0.0317
0.0317
0.0328
0.0328
0.0328
0.0317

<0.001
<0.001
<0.001
0.116
0.593
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.294
0.002
0.002
0.007
0.006
0.007
0.015
0.455
0.512
0.701
0.716
0.782
0.637
0.704
0.906
0.93
0.701
0.77
0.973
0.735
0.803
0.927

Sl
Sl
Sl
NO
NO
Sl
Sl
Sl
Sl
Sl
Sl
NO
Sl
Sl
Sl
Sl
Sl
Sl
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
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ABSTRACT

Myostatin is a member of the TGF- family, and considered a negative regulator of
myocyte proliferation and differentiation. Since its discovery and because of the important
role it performs, it has become a target for biotechnological applications in commercial
species. In this study we present the developmental expression pattern of myostatin in the
spotted rose snapper Lutjanus guttatus under culture conditions. Since L. guttatus is a
commercially important species, the purpose of this study was to lay the foundation for
applying, in the near future, gene silencing strategies to accelerate muscle growth and
improve production. The full coding sequence of myostatin from L. guttatus was isolated
from muscle tissue and sequenced, obtaining 1134 nucleotides which encode a peptide of
377 amino acids. Expression levels were measured in embryonic, larval, and juvenile stages
by gPCR. Myostatin expression was detected in embryonic stages, and maintained at low
levels until 28 days post-hatch, when it showed a significant increase, coinciding with the
onset of metamorphosis. After that, expression was fluctuating, coinciding probably with
periods of rapid and slow muscle growth or individual growth rates. Myostatin expression
was also analyzed by weight with higher levels detected in smaller animals, irrespective of
age. Myostatin is also expressed in other tissues from L. guttatus, presenting higher levels
in brain, eye, and gill, indicating that in fish, myostatin participates in physiological

processes, other than muscle growth.

Keywords: Myostatin, muscle growth, fish aquaculture, Lutjanus guttatus, gene expression
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1. INTRODUCTION

In vertebrates, muscle is the most abundant tissue, contributing between 40 to 50% of the
body weight (Welsch & Sobotta, 2009). Myogenesis starts during embryonic development
and, in fish, fiber number increases mainly during larval and juvenile stages, decreasing in
adulthood (Koumans & Akster, 1995; Rescan et al., 2001; Rescan, 2005). This process is
positively regulated by muscle-specific transcription factors such as Myo-D, Myf-5 (which
are required for stem cells to commit to the myogenic linage), MRF-4, and myogenin
(which regulate the transition of committed stem cells to become multinucleated
myofibers), and negatively regulated by several factors such as tumor necrosis factor-alpha
(TNF-o), ubiquitin ligases like the muscle ring finger 1(MuRF1), muscle atrophy f box o
Atrogin (1IMAFbx), and the growth differentiation factor-8 (GDF-8) also known as
myostatin (Mstn) (Stewart & Rittweger, 2006; Lee, 2010).

Myostatin belongs to the transforming growth factor-beta family (TGF-p) (Lee, 2010;
McPherron et al., 1997) and was initially identified in cattle presenting a double muscled
phenotype; in these animals the Mstn gene contained a deletion encoding a non-functional
protein (Grobet et al, 1997). Also, Mstn-null mice show a substantial increment of muscle
mass, twice as much as their wild type counterparts (McPherron et al., 1997; Lee, 2007).
These experiments identified GDF-8 as a negative regulator of muscle growth, which later
received the name of myostatin (Rodino-Klapac et al., 2009). Further studies in different
species, even in humans, have confirmed the role of Mstn as negative regulator of muscle
growth (Schuelke et al., 2004; Acosta et al., 2005; Clop et al., 2006; Mosher et al., 2007).
The Mstn gene consists of three exons encoding, in humans, a 376 amino acid protein
precursor which contains an N-terminal propeptide, a cleavage site RSRR, and a C-terminal
active peptide (Rodino-Klapac et al., 2009; Lee, 2010). The Mstn transcript has been
sequenced in several fish species such as Oryzias latipes (Sawatari et al., 2010),
Lateolabrax japonicus (Ye et al., 2007), Danio rerio (Xu et al., 2003), Sparus aurata
(Maccatrozzo et al., 2001), Oncorhynchus mykiss (Rescan et al., 2001), and Salmo salar
(Ostbye et al., 2001) among others. In fish, different Mstn isoforms have been documented,
which are expressed in different tissues such as brain, gill, eye, ovary, and intestine
(Roberts & Goetz, 2001; Rodgers et al., 2001; Rescan et al., 2001; Ostbye et al., 2001,
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Garikipati et al., 2006; Helterline et al., 2007; Garikipati et al., 2007), suggesting myostatin
performs functions other than limiting muscle growth (Funkenstein et al., 2009).

The myostatin pathway has been blocked in fresh water fish to obtain a giant phenotype, for
instance, Carpio et al. (2009) generated a recombinant soluble form of the activin receptor
(ActRIIB) N-terminal domain from goldfish (Carassius auratus) which was administered
by intra-peritoneal injections to larvae and juveniles of this and two other species, the
African catfish (Clarias gariepinus) and tilapia (Oreochromis aureus), obtaining a dose-
dependent increase in muscle growth. Also, the myostatin transcript has been silenced by
RNAI. Acosta et al. (2005) administered dsRNA by microinjection to zebrafish embryos
producing hyperplasia and hypertrophy of muscle cells, obtaining fish with an increased
muscle mass. These strategies may be applied to cultured marine fish in order to accelerate
muscle growth and improve production.

The spotted rose snapper (Lutjanus guttatus) is a marine fish cultured in Mexico, it is
commercially important in several Latin American countries, and its demand surpasses
fisheries production (Abdo-de la Parra et al., 2010; Alvarez-Lajonchére et al., 2012). In
order to establish a procedure to silence myostatin to promote muscle growth in L. guttatus,
the transcript and expression patterns during larval and juvenile development should be
characterized; under this context we report the sequence of the full-coding region of the
myostatin transcript of L. guttatus, as well as the expression levels during development and

in different tissues from juvenile fish.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Experimental animals

Fertilized eggs of spotted rose snapper were obtained from a captive broodstock held in the
marine finfish hatchery of the Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo
(CIAD), located in the city of Mazatlan, northwest Mexico. Culture conditions and larval
feeding protocols have been reported elsewhere (Galaviz et al., 2012). Eggs were sampled
at 10 and 14 hours post-fertilization (hpf) (corresponding to segmentation, and appearance
of internal organs and caudal fin, respectively); then from day 0 post-hatch (dph) to 42 dph

samples were collected every seven days with six replicates, each replicate contained from
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2 to 50 larvae depending on size. During juvenile development, muscle tissue was
dissected, collecting 18 samples of muscle (each sample consisted of muscle tissue from
two animals) every seven days, from 49 to 91 dph, when juveniles reached ~20 g. Fish
were measured and weighed as reported in Galaviz et al. (2012). Dissection animals were
placed in ice-chilled water and washed with distilled water beforehand larvae and tissues

were preserved in RNAlater (Ambion, Uniparts, Mexico) and stored at -20°C until use.

2.2 Isolation of the myostatin transcript from muscle

Total RNA was isolated from muscle tissue from juveniles using Trizol Reagent
(Invitrogen, Accesolab, Mexico) following the instructions of the manufacturer. RNA was
digested with DNase | (Promega, Uniparts, Mexico) to eliminate genomic DNA
contamination. Synthesis of cDNA was performed at 42°C using the MMLYV reverse
transcriptase (Promega, Uniparts, Mexico) and random primers. Degenerate primers were
designed from myostatin sequences from other fish species using the PRIMER 3 software
(Rozen & Skaletsky, 2000). All primers were synthesized in Sigma-Aldrich, Mexico.
Primer sets to obtain the 5” and 3’ regions of the Mstn transcript were Fish-Mstn-F1/R1 and
Fish-Mstn-F2/R2 respectively (Table 1).

PCR reactions were performed with GoTag® Flexi polymerase (Promega, Uniparts,
Mexico) under the following conditions: one cycle at 94°C 2 min, 40 cycles at 95°C 1 min,
57°C 1 min, and 72°C 1 min, rendering fragments of ~550 and ~600 bp for the 5’ and 3’
regions respectively. Fragments were gel-purified and ligated into a pGEM-T vector
(Promega, UNIPARTS, Mexico) using T4 ligase according to manufacturer’s protocol.
Transformation was performed with Escherichia coli DH5a competent cells (Invitrogen,
Accesolab, Mexico). Positive clones were sequenced in Macrogen, Inc (South Korea).
Sequences were manually edited using BioEdit and submitted to BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) from NCBI (National Center for Biotechnology Information).
With this strategy, the full coding sequence of the muscle isoform of the myostatin
transcript of Lutjanus guttatus was obtained. In order to know if this isoform was Mstn1l or
Mstn2, a phylogenetic analysis was performed in which Euclidian distances were measured
using the UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages) algorithm,
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coupled to the Jukes Cantor model using the MEGA 4 software. Myostatin sequences to
perform this analysis were obtained from GenBank according to Rodgers et al. (2007) and
Rodgers & Garikipati (2008).

2.3 Real-time PCR

Total RNA was isolated from eggs, larvae, and juveniles as described in section 2.2,
followed by cDNA synthesis. Gene-specific primers were designed for gPCR analysis
(QPCR-Lg-Mstn-F/R, Table 1), amplifying fragments no longer than 200 bp. Two reference
genes were considered for this analysis, 18S rRNA and B-actin, stability of both genes was
evaluated according to Llera-Herrera et al. (2012) and B-actin proved to be the most stable,
therefore we decided to use this gene as internal control; primers for B-actin are shown in
Table 1. Amplification efficiency for both myostatin (0.91) and p-actin (1.05) was
calculated according to Llera-Herrera et al. (2012) based on Bustin et al. (2009). Real-time
PCR analysis was performed in a CFX96 thermal cycler (Bio-Rad, Mexico) using Eva
Green® Supermix 2X (Bio-Rad, Mexico), under the following conditions: 95°C for 30 s;
40 cycles at 95°C 20 s, 60°C 20 s. Gene expression was calculated according to Sifuentes-
Romero et al. (2010) with the comparative CT method from Livak & Schmittgen (2001).

2.3 Statistical analysis

ACT values were converted to their linear form using the 24“T equation (Livak and
Schmittgen, 2001). Gene expression results were square root-transformed in order to reach
normality and variance equality (Meuwissen & Goddard, 2003, Smyth et al., 2002). One
way ANOVA coupled to the Fisher (LSD) test for multiple comparisons was performed
using SigmaPlot v11 in order to find statistical differences in myostatin expression levels
(P<0.05) between age groups. A Kruskal-Wallis one way ANOVA with a Tukey test for
multiple comparisons was carried out to find significant differences (P<0.05) in weight gain
between age groups. Myostatin expression and weight were compared by Pearson’s
correlation. Samples were then divided in weight groups, based on the mean weight value
(6.6 g). One-way ANOVA coupled to the Fisher (LSD) test for multiple comparisons was
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also performed to find significant differences in myostatin expression levels per weight

group, irrespective of age.

2.4 Myostatin expression in non-muscle tissues

Total RNA was isolated from eight fish at 194 dpe, followed by cDNA synthesis as
explained in section 2.2. Myostatin expression was evaluated in heart, eye, brain, stomach,
kidney, swim bladder, gill, liver, intestine, and muscle. gPCR analysis was performed as
explained in section 2.3. One-way ANOVA followed by a Fisher (LSD) test for multiple
comparisons was performed to find statistical significant differences in myostatin gene

expression levels between organs.

3. RESULTS

3.1 Isolation of myostatin from muscle

The full coding region of the muscle myostatin transcript from L. guttatus was obtained,
and consisted of 1134 nucleotides, encoding a 377 amino acid peptide. This sequence was
submitted to GenBank (accession no. JX987064) (Figure 1). The sequence included the
three exons and the proteolytic processing site RXRR, necessary for the activation of the
peptide, and present in all TGF-B family members (Lee, 2010). Phylogenetic analysis
indicated that the isolated transcript was Mstn-1 according to the classification proposed by
Rodgers et al. (2007) and Rodgers & Garikipati (2008) (Figure 2).

3.2 Myostatin expression during development of L. guttatus.

Mstn was detected in embryos at 10 hpf, however this expression was considered to be of
maternal origin. After 10 hpf, expression levels decreased to almost undetected from 14 hpf
to 21 dpe, then, at 28 dpe expression levels increased, maintaining fluctuating levels until
the end of the sampling period at day 91 (Figure 3).

Statistical analysis indicated that day 63 showed significant differences (P<0.05) with all

other days except day 42. This is relevant since this was the age presenting maximum
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expression levels followed by a dramatic drop in gene expression at day 70 (Figure 3), due
probably to a negative feedback in the regulatory pathway.

During juvenile development, no significant differences in weight gain were detected from
days 49 to 56 (P=0.78), 56 to 63 (P=0.99), and 70 to 77 (P=0.40) (Figure 4) coinciding with
significant increments in myostatin expression levels.

The correlation between weight and myostatin expression was low but significant (r=-
0.195, p=0.03, n=124) indicating that smaller animals showed higher expression levels
(Figure 5); when weight groups were separated irrespective of age, organisms weighing
less than the mean weight (6.6 g) showed higher expression levels of myostatin than larger
animals (Figure 6), indicating that myostatin expression was higher in fish with slower
growth rates, which were most of the sampled fish (65%). One-way ANOVA indicated

significant differences between the two groups (P=0.002).

3.4 Myostatin expression in other organs

Myostatin was expressed in all organs analyzed at 194 dph. Higher expression levels were
detected in muscle, brain, eye, and gills, which did not show significant differences with
each other, but did show significant differences with intestine, liver, stomach, kidney, swim
bladder, and heart (P<0.05); these organs were not different from each other (Figure 7).

Myostatin expression in digestive organs was low at this age.

4. DISCUSSION

The myostatin transcript (Mstn-1) from L. guttatus presents the same characteristics
reported for Mstn transcripts from other species, and from other molecules belonging to the
TGF-p family. The active peptide region contains the nine conserved cysteines required for
intramolecular disulfide bond formation (Roberts & Goetz, 2001, Ostbye et al., 2001,
Maccatrozzo et al., 2001; Saunders et al., 2006; Garikipati et al., 2006; Garikipati et al.,
2007; Ye et al., 2007; Sawatari et al., 2010). Additionally, four more cysteines, two
required for latent protein (LAP) monomer formation, and other two required for the union

of the two bioactive terminal regions, are present. While the nine cysteines are present in all
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TGF-p members, the additional four cysteines are only present in myostatin orthologs
(Rodgers et al., 2001). The sequence obtained from L. guttatus muscle corresponds to
Mstn-1, according to the phylogenetic analysis reported by Rodgers & Garikipati (2008).

It has been documented that Mstn expression in fish is detected before blastula stage
because of maternal transfer, then dropping abruptly (Vianello et al., 2003; Helterline et al.,
2007; De Santis et al., 2012) as observed in this study. These results suggest that myostatin
in fish may be involved in muscle development during early stages (Helterline et al., 2007)
and cells rapidly commit to the myogenic pathway; this occurs because fish embryos need
to move rapidly at the time of hatch, in contrast with amniot embryos, in which this process
occurs until somitogenesis (Currie & Ingham, 2001).

Helterline et al. (2007) studied Mstn-1 expression in zebrafish by gPCR, finding higher
levels at 4 hpf, presumably due to maternal transfer, then expression dropped to almost
undetectable levels at gastrulation (7 hpf). After blastula stage, myostatin expression
increases, although this was not detected in L. guttatus, probably due to the rapid
absorption of the viteline sac (about 40 hours post-hatch (hph)). These differences may be
associated to the rapid development of L. guttatus, as reported for Lates calcarifer (De
Santis et al., 2012) which is faster than in zebrafish. Nevertheless, L. calcarifer presented
higher levels of Mstn expression at the time of hatch, decreasing at 3 hph, increasing again
at 30 hph, then decreasing to minimum levels because of the high growth rate observed
during this period (De Santis et al., 2012). Finally, at 21 dph, expression levels increase
(similar to L. guttatus at 28 dph), coinciding to the beginning of metamorphosis (De Santis
et al., 2012, Alvarez-Lajonchére et al., 2012). These results indicate, as suggested by
Rodgers et al. (2001), that myostatin is not constitutively expressed, but expression is
regulated depending on muscle growth and development.

Our data indicate that in L. guttatus Mstn-1 is expressed at low levels during embryonic and
early larval development as described in other fish species (Roberts & Goetz, 2003,
Helterline et al., 2007, De Santis et al., 2012), showing a significant increment at the onset
of metamorphosis (28 dph), then expression fluctuates during juvenile stages coinciding
probably with periods of rapid and slow growth rates or individual growth rates.

The low correlation coefficient between weight and myostatin expression obtained in this

study has been reported by other authors; for instance, correlation between myostatin
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expression and muscle growth was not found after spawning, captivity or fasting (Rescan
2005; Rescan et al., 2001; Vianello et al., 2003; Rodgers et al., 2003), also no correlation
was found in the mouse between muscle atrophy and myostatin over-expression (Carlson et
al., 1999). These results may respond to factors other than myostatin affecting somatic
growth, such as the growth hormone (GH), since the GH-CSE (growth hormone cell
specific element) site has been detected in the promoter region of myostatin from
Salvelinus fontinalis and Ictalurus punctatus, suggesting a relationship between myostatin
and the GH (Roberts & Goetz, 2003). Furthermore, the levels of the active peptide may
produce a negative feedback in the transcription of myostatin, as suggested by an increase
of Mstn expression at 63 dph, followed by an abrupt drop at 70 dph.

When fish were divided by weight groups irrespective of age, Mstn expression was higher
in organisms smaller than 6.6 g (which was the mean weight value). This is interesting
because the fish reach 6.6 g at 70-77 dph, these are late stages of juvenile development, and
between 28 and 70 dph the growth rate is slow. After 7 g, fish grow faster until they reach
20 g, when Mstn expression levels increase again. Therefore, myostatin participates in the
regulation of the growth rate in this species during juvenile development.

It has been speculated that in fish Mstn-1 apparently inhibits muscle hyperplasia but not
hypertrophy, and that Mstn-2 may be needed to inhibit hypertrophy (De Santis et al., 2012).
Roberts & Goetz (2003) reported the existence of different binding sites in promoter
regions from myostatin-1 (NFkB, GRE, ARE) and myostatin-2 (SF-1), suggesting that
myostatin paralogues are differentially regulated to participate in different processes.
Functions of myostatin other than muscle growth should be considered before attempting
gene silencing. It has been reported in Danio rerio that expression of Mstn-1 was high in
brain, muscle, heart, eye, testis, and spleen (Helterline et al., 2007). Also, in Lateolabrax
japonicus, expression was detected in brain, muscle, eye, and, in a lesser extent, in gill,
liver, spleen, and heart (Ye et al., 2007); both studies agree with our finding in L. guttatus
since Mstn was expressed in several organs, especially in brain, muscle, eye, and gill,
therefore multiple organ expression seems to be common among teleost species (Rescan et
al., 2001; Maccatrozzo et al., 2001; Robert & Goetz 2001; Koncabas et al.; 2002; Ye et al.,
2007). The brain is especially interesting, since Mstn expression in this organ seems to be a

common event, and expression levels are high in L. guttatus. Preliminary data of Mstn
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expression in the brain of L. guttatus indicates the presence of a splice variant of Mstn-1, in
which a 75 bp deletion was detected in the first exon (nt 104-178 of the coding sequence);
since both Mstn-1 and the splice variant are expressed in brain, our current results of gene
expression could be the product of a co-amplification of both isoforms, although further
investigation should be performed in order to confirm these observations. A similar
situation has been reported for O. mykiss, in which Mstn-2b presents a 51 bp deletion in the
second exon, and it is not known whether this variant is a pseudogene, or whether it is
functionally active (Garikipati et al., 2007). Further studies are required to understand the

role of different myostatin isoforms in non-muscular tissues of teleost species.

5. CONCLUSION

The full coding region of Mstn-1 was isolated from muscle tissue in L. guttatus. Expression
data indicate that Mstn-1 is expressed at low levels during embryonic and early larval
development, coinciding with the myogenic process. At day 28 after hatch, a significant
increment in gene expression was detected coinciding with the onset of metamorphosis.
From 28 to 91 dph expression levels fluctuate coinciding probably with individual growth
rates or periods of faster / slower growth. Higher expression levels of Mstn-1 were detected
in smaller juvenile fish regardless of age, indicating its participation as negative regulator
of somatic growth. As in other teleost species, myostatin is expressed in several tissues,
presenting higher levels in brain, eye, and gill (besides muscle) of juvenile fish. Further
studies are required to investigate the role of myostatin in tissues other than muscle, as well

as the presence and function of different isoforms.
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Table 1. Primer sequences used to isolate and quantify the myostatin transcript in L. guttatus

Primer name Length Tm 5GC 5’-3" Sequence
Fish-Mstn-F1 24 68.8 29.1 AAT GCA TCT GWC KCA SRT YRT GMT
Fish-Mstn-R1 20 69 55 ATC AGG CGG GAG ATY TGC AG
Fish-Mstn-F2 20 60.5 55 CTG CAR ATC TCC CGC CTG AT
Fish-Mstn-R2 21 54.6 47.6 AGC AYC CRC ARC GGT CYA CYA
gPCR-Lg-Mstn-F 20 65 60 TCC GCT CCC TGA AGA TCG AC
gPCR-Lg-Mstn-R 20 65.1 60 GTC ACG GCC AAG TCG TTT CC
Lg-Bactina-F 18 65.9 66.7 CCA CGC CAT CCT GCG TCT
Lg-Bactina-R 22 65.7 59.09 CTG GAC TTC GAG CAG GAG ATG G
461 F=forward; R= reverse, Tm= melting temperature, %GC = guanine/cytosine percentage, W=A/T,
462 K=G/T, S=C/G, R=A/G, Y=C/T, M=A/C
463
464
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Figure legends

Figure 1. Myostatin full coding sequence from L. guttatus. The sequence contains 1134
nucleotides encoding for a 377 amino acid peptide. The conserved proteolytic

processing site (RARR) and the nine conserved cysteines are underlined.

Figure 2. Phylogenetic tree of myostatin orthologues in fish according to Rodgers et al.
(2007) and Rodgers & Garikipati (2008). Myostatin-1 seems to be more conserved
among fish species than myostatin-2. The sequence obtained from L. guttatus
muscle was myostatin-1 (box). Human and chicken myostatin sequences were used

as outgroups.

Figure 3. Expression of myostatin from 10 hpf (h) to 91 dph. Arrows indicate significant
differences (P<0.05) in gene expression compared to 0 dph. From 10 hpf to 42 dph:
n=6 replicates per day, each one containing between 2 to 50 individuals (eggs or
larvae); from 49 to 91 dph: n=18 replicates per day, each one containing muscle

from two juveniles.

Figure 4. Juvenile growth represented by weight, from 49 to 91 dph (n=18 replicates per
day, each one containing muscle from two juveniles). No significant differences in
weight were detected from 49 to 56 dph (P=0.78), from 56 to 63 dph (P=0.99), and
from 70 to 77 dph (P=0.4), coinciding with significant increases of myostatin

expression.

Figure 5. Pearson’s correlation between myostatin expression and weight. Correlation was
negative but not significant (r= -0.195, p=0.03, n=124) although smaller animals
showed higher expression levels of myostatin.The dashed line indicates the mean
weight (6.6 g).

Figure 6. Expression of myostatin in two weight groups: group 1 was composed of
juveniles weighting below the mean weight value (6.6 g), and group 2 was
composed of juveniles weighting above the mean weight value. Significant

differences were detected between the two groups (P=0.002).
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Figure 7. Expression of myostatin in different organs of L. guttatus at 194 dph (n=8 fish):
He) heart; Ey) eye; Br) brain; St) stomach; Ki) kidney; Sb) swim bladder; Gi) qill;

Li) liver; In) intestine; Mu) muscle. Expression of myostatin in eye, brain, gill and

muscle was not significantly different between each other but was different from all

other organs (P<0.05).
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501 Figure 1l

1 RAUGCAUCUGACGCAGGUUGUGCUGUAUGUUAGCCUGCUCRUUGCUUUGGGUCCAGUAGUU €0
M HL T QVVZL YV SLILILTIATLG?P»VYV

€1 CUGAGUGACCARGAGACGCACCAGCAGCAGCAGCCCUCCGCCAGCAGCCCAGUGGACRCG 120
L S DQETHOQQQQPSASSPVDT

121 GAGCAGUGCGCUACCUGCGAGGUCCGGCAGCAGAUURAARACCAUGCGACURRACGCCAUC 180
EQCATCETVRQQQOQIEKTMPRILINZAZAI

181 AAGUCUCAGAUUCUGAGCRARCUGCGGAUGARAGARGCUCCARACRUCAGCCGAGACAUC 240
K S QI LS KU LIRMIEKEW ADZTPNTIS ST RIDI

241 GUGAAGCAGCUCCUGCCCAARGCGCCGCCGCUGCAGCAGCUUCUCGACCAGUACGACGUG 300
VKOQLILU&PIKAPZPLOQOQLTLDOGQQYTDYV

301 CUGGGAGAUGAUARCAGGGAUGUGGUCRUGGAGGAGGACGAUGAGCAUGCCRUCACGGAG 3€0
L 66D DNRDVVMETEUDUDEU HHA ATITE

3€l ACGRURRUGAUGAUGGCCRCUGGACCCGAGGCCAUCGUCCAGGUGGAUGGGGARCCARGE 420
T IMMMATOGT PE ATIVQVYDGEZPR

421 UGCUGCUUUUUCUCUUUUACUCARRAGUUUCRAAGCCRAUCGCAUAGUCCGAGCGCAGCUC 480
C CFF S FTOQE KT FQANRTIVRERZ AGQL

481 UGGGUGCAUCUGCGCGCGGCGGAGGAGGCGACCACCEGUGUUCCUGCAGAUCUCCCGCCUG 540
W VHLRAAMAETE ADATTVF FILUOQTI SR RLE

541 AUGCCGGUCACAGACGGGAACAGGCACAUACGCAUCCGCUCCCUGAAGAUCGACGUGAAC €00
M PVTDGNRHTIURIRSILIKTIDYVYN

€01 GCCGGGGUCAGCUCUUGGCARAGUAUAGACCUCARRCARGUGUUGAGCGUGUGGCUGCGG €€0
A GV S SWQSIDVI EKAQVILSVHWHILR

€€l CAGCCGGAGACCRACUGGGGCAUCGAGAUUAACGCCUUCGAUUCGAGGGGARACGACUUG 720
Q PETNW®WGTIETINA RATFD ST RGNDL

721 GCCGUGACCUCCGCAGAGCCCGGAGAGGARGGGCUGCARCCCUUCAUGGAGGUGAAGRUC 780
A VTS SAEU PGETEGLOQPTFMETVEI KTI

781 UCRGAGGGCCCCAAGCGUGCRAGGAGAGACUCAGGUCUGGACUGUGACGAGAACUCUCCA 840
S EGPKRARRD SGLDTCDETNS?P

841 GAGUCCCGUUGCUGCCGUUACCCGCUCACAGUGGACUUUGAAGACUUUGGCUGGGACUGG 500
E S RCCRYUPILTVDTFEUDTFGW®WD® W

S01 AUUAUUGCCCCRRAGCGCUACAAGGCCRACUAUUGCUCCGGGGAGUGUGAGUACAUGCAC SE€0
I I APKRYI KANYT CSGETCETYMH

S€l UUGCAAAAGUACCCACACACCCACCUGGUGAACRARGCCAACCCCRGAGGGACCGCUGGC 1020
L Q KYPHTUHLVNIE KA ANUZPRGTZ AG

1021 CCCUGCUGUACCCCCACCAAGAUGUCGCCCAUCAACRUGCUCUACUUUAACCGARRAGAG 1080
PCCTUPTI KMSDPIDNMMLTYTFNR RIKE

1081 CAGAUCRUCUAUGGCRAGRUCCCUUCCAUGGUGGUGGACCGCUGUGGGUGCURR 1134
QI I ¥ EKEIPSENEYDRIECGEC®
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