Optimalizace metody PCR pro amplifikaci specifického fragmentu genu  MyoD u prasete
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	Biologické základy masné produktivity u hospodářských zvířat jsou lokalizovány ve svalech, kde je tvorba libového masa pod genetickou kontrolou tkáňově specifických nebo i obecněji účinkujících genů. V centru genetické regulace proliferace myoblastů a jejich diferenciace v myofibrily je skupina svalově specifických genů označovaných MyoD rodina (Te PAS 1994). U obratlovců do této skupiny náleží 4 v současnosti známé geny: MyoD (myf-3), myogenin (myf-4), myf-5 a MRF4 (myf-6, herculin). Tyto geny bývají zahrnovány mezi kandidátní geny pro QTL (kvantitativní znaky).


	V případě znalosti variability by bylo možné sledovat asociace konkrétní alely genu s masnou produktivitou a libovostí masa. Pokud by variabilita uvnitř genu byla spjata s rozdíly v produkci libového masa, mohly by být využity jako molekulárně genetické markery v selekci (MAS-marker assisted selection). Molekulárně genetické markery uvnitř funkčních genů jsou v hybridizačních programech vhodnější než asociované markery (mimo funkční gen). Poznání variability MyoD genů by mohlo též napomoci osvětlení zákonitostí ontogeneze svaloviny.


	Cílem práce bylo rozpracování PCR metodiky pro amplifikaci specifického úseku genu MyoD u prasete. DNA sekvence genu byla získána z databáze EMBL. Kompletní sekvence genu MyoD získaná z databáze měla 2190 bp. Pomocí počítačového programu i manuálním testováním byly vybírány a navrhnuty potenciálně vhodné páry primerů. Prakticky laboratorně testováno bylo 7 primerů (4 přímé a 3 zpětné) o velikostech 22-26 nukleotidů a teplotě tání 54,1-51,6 oC  v 10 kombinacích (teoreticky možných amplifikovaných fragmentech o velikosti 301-1997 bp). 


	Při optimalizačních experimentech bylo tedy testováno 10 kombinací primerů. PCR reakce probíhala v termálním cykleru GeneAmp( PCR System 2400 ve 25 (l reakční směsi (složení  200(M dNTP; 12,5 pmol primerů; 0,75U Tag DNA pol.,     Mg2+ proměnný). Základním proměnou byla anealační teplota v  rozsahu 50-68 oC, dále obsah Mg2+ iontů (0,5 - 4 mM) a obsah DMSO (0-9%). Genomová DNA byla izolována z krve dvěma metodami: izolací pomocí QIAmp( Blood Kit a modifikovanou proteinázovou metodou (Nebola, Dvořák 1994). 


	PCR metoda byla optimalizována pro specifické fragmenty MyoD genu o velikostech 301, 406, 893 a 998 bp s dobrou účinností. Amplifikace větších fragmentů 1977, 1872, 1126 a 1106 bp dávala citelně slabší výtěžek, 1997 a 1892 bp se nepodařilo amplifikovat (obsahují zřejmě nefunkční primer). Fragmenty 301, 406, 893 a 998 bp byly štěpeny restrikční endonukleázou Hinf I. Restrikční spektrum odpovídalo fragmentu MyoD genu podle EMBL sekvence.


	Získané výsledky budou využity pro studium variability genu MyoD metodou PCR-RFLP a PCR-DGGE.


	Práce byla zpracována s podporou grantu GAČR 523/96/0597.
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