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ABSTRACT

In the present study we deal with detecting SNP in myostatin (MSTN) gene using molecular
genomic methods. MSTN is a negativ regulator of muscle growth. Nine different mutations
were found in that gene. Theese are responsible for double muscling in cattle and the others
spesies. Mutation called G938A was detected in gasconne cattle breed and it is causing
embarrassment during birth. The aim of breeders is to supress appearence of phenotype trait
of double muscling in gasconne sires, mainly.

By mentioned reasons, two different methods were designed. First was based on allele
specific PCR. The results were negative because of unussual sequence near SNP, low
occurence of GC. The second one was sequencing of DNA fragment in which G938A
mutation was found. The primers were designed using on line software Primer 3 (v 0.4.0).
The samples were analysed in ABI PRISM 310 machine with using DNA Sequencing
Analysis Software (ver. 5.1).
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UVoD

Soucasna podoba plemene gasconne byla vytvorena z piavodni populace skotu
chovaného ve francouzskych Pyrenejich. Slechtitelsky program je zaméfen na jednostrannou
masnou uzitkovost v extenzivnich podminkach pfi zachovani vrozené tvrdosti a odolnosti,
svelmi dobfe utvafenymi konCetinami a tvrdymi paznehty, vybornou konverzi Zzivin
z objemnych krmiv a snadnou ovladatelnosti. Cerné sliznice umoziuji vysokou toleranci
zvitat na sluneCni zafeni a zabraiuji pifenosu keratokonjunktivity. Tyto vlastnosti umoziuji
spasani chudé vegetace na strmych svazich hor ve vysoké nadmoiské vysce 1 pfi extrémnich
zménach pocasi. Tim je umoznéna ekonomicky efektivni produkce kvalitniho masa i ve velice
extenzivnich podminkach.

Myostatin (oznacovany jako MSTN, GDF-8 — growth differentiation factor 8) je
vyznamnym genetickym markerem, ktery ptimo ovliviluje mnoZzstvi svaloviny, redukuje podil
intramuskularniho tuku, snizuje mramorovani, zvySuje kiehkost masa, zvySuje vdhu zvifete
pii narozeni a zvySuje procento tézkych porodu (Karim et al., 2000).

Gen myostatinu, ktery se nachédzi na 2. chormozomu u skotu, vystupuje jako negativni
regulator svalového rustu. V diisledku mutace dochézi ke ztraté funkce a tim ke zvaSeni poctu
svalovych bunék (hyperplasie). Mutace tohoto genu je odpovédna za dvojité osvaleni -
double-muscling (Kambadur et al. 1997). Bylo identifikovano celkem 9 mutaci u riznych
plemen skotu (Grobet et al., 1998).

U plemene gasconne a piemnotese byla nalezana mutace, kterd zpisobuje zdménu
guaninu (G) za adenin (A) v pozici 938 bp (G938A) ve tfetim exonu a ma za nasledek
substituci aminokyseliny cytosinu za thyrosin (C313Y). Nahrazeny cystein je velice
vyznamny, protoze je v poradi paty konzervativni cystein z 9 typickych pro zastupce TGF-
beta skupiny. Substituce ma za nasledek zménu konformace a stability vysledného protein
(ztratu funkce) (Grobet et al. 1998, Marchitelli et al. 2003). Jedna se o jednonukleotidovou
(jednobodovou) mutaci ozna¢ovanou jako SNP (single nucleotide polymorphism).

Zpisoby detekce SNP pomoci OLA (oligonucleotide ligation assay) — metoda je
zaloZena na alelové specifické PCR. VyuZivaji se znacené¢ sondy a fragmentacni analyza
(Karim et al., 2000). Dalsi zptsob detekce je fluorescenéni PCR (Fahrenkrug et al., 1999).
Déle je mozno vyuzit alelové specifickou PCR (AS — PCR) (Grobet et al., 199).
Jednobodovou mutaci G938A lze také detekovat pomoci sekvenace daného useku DNA.
Metoda PCR-RFLP nemiize byt pro danou mutaci pouzita, protoze neexistuje restrikéni
enzym s odpovidajicim §tépnym mistem.

U plemene gasconne je snahou Slechtitelti potlacit vyskyt dvojitého osvaleni z ditvodu
puvodniho zaméfeni plemene, které se vyznacuje svoji tvrdosti a rustikalnosti. Pfi manifestaci
dvojitého osvaleni jak u telat tak i matek dochdzi ke znacnym komplikacim béhem porodi,
popiipade k ekonomické ztraté¢ v podobé mrtvé narozenych nebo uhynulych telat.



MATERIAL A METODIKA

Genomova DNA byla izolovana z krve gaskoniskych bykti v odchovnach pomoci kitu
JETQUICK Blood & Cell Culture DNA Spin Kit.

Pro detekci mutace byly zvoleny dvé metody. Primery (Generi Biotech s.r.o.) pro
alelové specifickou PCR (AS — PCR) byly navrzeny pomoci programu Primer3 (v 0.4.0).
Celkem bylo zapotiebi objednat 2 pary primerd (Tab. 1). Sada primerd 1A2A slouzila
k odhaleni mutované alely, resp. 1B2B k detekci ptivodni alely.

Primer Smér Sekvence Twm [°C] G/C
1A Piimy  AGATATAAGGCCAATTACTGCTCTGGAGAATA 68.4 37.5
1B Piimy  AGATATAAGGCCAATTACTGCTCTGGAGAATG 68.8 40.6
2A Zpétny  TGGGTATGAGGATACTTTTGCAAAAATACAAATTCAA 70.0 29.7
2B Zpétny TGGGTATGAGGATACTTTTGCAAAAATACAAATTCAG 70.4 324

Tab. 1 NavrZzené primery pro AS — PCR

Reakce probihala v termocykleru PTC — 200, MJ Research Inc. K celkovému objemu
15 ml master mixu byl pfidan roztok DNA s H,0 (3ml /7 ml) (Tab. 2).

Komponenta Objem [pl] Koncentrace

H,O 9,3

10x PCR Buffer without MgCl, 2,5 50mM
dNTP mix 0,5 30 uM
Ptimy primer 0,5 0,1 mM
Zpétny primer 0,5 0,1 mM
MgCl, 1,5 2,5 mM
Taq polymerasa 0,2 1U
Celkovy objem 15,0

Tab. 2 SloZzeni master mixu

Pro nastaveni optimalni teploty annealingu byla pouzita gradientovd PCR (66°C -

52°C). PCR produkty byly vizualizovany na 4% agarosovém gelu s ptidavkem 5 ml EtBr po
prosviceni UV lampou.

Pro sekvenovani fragmentu, ktery obsahuje danou mutaci, byly pouzity sekvenacni
primery (Generi Biotech s.r.o.). Primery byly navrZzeny pomoci programu Primer3 (v 0.4.0).

Primer Smér Sekvence Tm [°C] G/C
AS1 Piimy TCTCGATGCTGTCGTTACCCTCT 57.1 52.2
GAS2 Piimy GGCTGAACCTCTGGGGTTTGCT 59.1 59.1

Tab. 3 Sekvenacni primery

Reakce probihala v termocykleru PTC — 200, MJ Research Inc. K celkovému objemu
15 ml master mixu byl pfidan roztok DNA s H>0 (3ml / 7 ml) (Tab. 2). PCR produkty byly
vizualizovany na 4% agarosovém gelu s piidavkem 5 ml EtBr po prosviceni UV lampou.

PCR produkty byly analyzovany pomoci automatického fluorescencniho sekvenovani
pomoci piistroje ABI PRISM 310. Data byla vyhodnocena softwarem DNA Sequencing
Analysis Software (ver. 5.1).



VYSLEDKY A DISKUZE

Pii pouziti metody AS — PCR a dvou pard primerd nebyly nikdy ziskdny PCR
produkty. Nedoslo k nasednuti primerti a k namnoZeni ohrani¢eného vymezeného fragmentu
DNA (Obr. 1). Viditelné fragmenty odpovidaly tzv. primerim dimeriim, které¢ se formuji
béhem PCR. Jedné se o sparované primery, jejichz je ptiblizné 50 bp.
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Obr. 1 Vizualizace PCR produkti (AS — PCR)
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kde pomér G/C neodpovidd optimalnim 50%, ale je mnohem mensi (Tab. 1). Dal$im
negativem je poméern¢ vysoka teplota tani (Ty) primert, pii které dochéazi k annelaingu, ktery
je klicovym krokem k uspésné PCR. V ptipad¢ pouziti DMSO, ktera napomaha k nasedani
primera k templatové DNA, by mohlo dojit k vytézku specifického fragmentu DNA. Doposud
nebylo vyzkouseno.

Pti pouziti primert, které byly sestaveny pro sekvenovani, bylo docileno uspésné
amplifikace DNA. PCR produkty byly dlouhé 173 bp.

Obr. 2 Vizualizace PCR produktil po pouZiti primert pro sekvenaci

Uspésnost amplifikace DNA po pouziti druhé sady primeri GAS1 a GAS2 vychazi
z dikladného navrzeni a vybéru vhodné oblasti pro nasednuti ve zminovaném fragmentu
DNA. V prubéhu designu primerti jsme mohli hledat vhodné misto pro primery 100 — 150 bp
down/up stream od SNP. V porovnanim s AS —PCR byla lokalizace primert pevné dana
mistem SNP.



ZAVER

Pomoci metody AS — PCR nebyla nalezna bodova mutace G938A z divodu
negativniho annealingu navrzenych primerti. V oblasti lokalizace SNP, kde bylo nutno
navrhnout primery, se nachazi velmi méalo GC (~30%). Optimalni zastoupeni GC v primerech
je 50% z diivodu vhodné Ty a Ty, kterd by se méla pohybovat v rozmezi 52 — 60°C. Primery
musely obsahovat az 40 bp, aby doslo k zvyseni Ty. Takovéto primery velice Spatné nasedaji
na templatovou DNA v pribéhu PCR. Vyhodou AS — PCR je jeji nizkd finan¢ni ndro¢nost ve
srovnani se sekvenovanim.

Dal$im moZnym krokem pro optimalizaci metody je ptidavek DMSO (10% z
celkového objemu), ktery snizuje citlivost primerti k templatové DNA a tim usnadiiuje jejich
annealing. Nebylo dosud vyzkouseno.

Navrzené primery pro sekvenovani velice dobie nasedaly k templatové DNA. Velikost
PCR produkti odpovidala vymezené oblasti. SNP byla detekovana v pribé¢hu sekvenovani.
Zvolena metoda vyhovuje podminkam laboratofi ustavu morfologie, fyziologie a genetiky
zvitat, proto mize byt ihned implementovéana do praxe za ucelem dalsiho vyzkumu apod.

Oproti AS — PCR je detekce pomoci sekvenovani pomérné drahd, proto bude snahou
metodu optimalizovat.
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