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ABSTRACT

Porcine MYF-4, MYF-5, GDF-8 and IGF-2 genes play key roles in growth and muscle
development regulation and are considering to be candidate genes. To verify these
polymorphisms, Large White and Landrace breeds of pigs were tested. There were studied
these meat characteristics: weights of neck, loin, shoulder and ham, lean meat content and
back-fat thickness. To compare some meat characteristics between obtained genotypes, it was
used the mixed models procedure of SAS 8.2 including following effects: MYF-4 and IGF-2
genes, breed, sex and year of the slaughter. Significant associations within Landrace breed
were found out.
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ABSTRAKT

Pod kontrolou gent MYF-4, MYF-5, GDF-8 a IGF-2 je regulovan rlst a svalovy vyvoj.
Vsechny tyto geny jsou povazovany za kandidatni. Na ovéfeni polymorfismil téchto gent byla
testovana prasata plemen bilé uSlechtilé a landrase. Byly sledovany tyto znaky masné
produkce: hmotnost krkovice, kotlety, plece a kyty, podil hlavnich masitych casti a vyska
hibetniho tuku. K porovnani znakd masné uzitkovosti mezi genotypy byla pouzita metoda
smiSeného modelu programu SAS verze 8.2 stémito efekty: MYF-4 a IGF-2, plemeno,
pohlavi a rok pordzky. U plemene landrase byly zjiStény vyznamné rozdily.
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UVOoD

Masna uzitkovost je u prasat ovliviitovana mnoha faktory a souvisi s po¢tem svalovych
vlaken tvoficich se béhem embryondlniho vyvoje proliferaci a diferenciaci myoblastu.
Diferenciace a formovani svalovych vldken béhem myogeneze jsou determinovany zejména
genetickymi faktory a do jisté miry také témi faktory prostedi, které jsou schopny ovlivnit
prenatalni myogenezi (Rehfeldt et al., 2000). Pocet svalovych vlaken (myofibril) pfi narozeni
se zda byt urcujici pro maximalni kapacitu libového masa, coz potvrzuji i souc¢asné vyzkumy



naznacujici, ze zvifata s vétSim poctem svalovych vlaken ptimérené velikosti produkuji vice
masa lepsi kvality (Handel a Stickland, 1984, 1988 - cit. Te Pas a Visscher, 1994). Z hlediska
genové determinace plisobi na tvorbu svaloviny tzv. MYOD rodina svalové specifickych
regulacnich faktord, riistoveé regula¢ni faktory podobné inzulinu (/GF-2) a nebo transformacéni
;rustové faktory B (GDF-8). Tyto geny jsou povazovany za kandidatni pro masnou uZzitkovost
z hlediska jejich kliCového vyznamu v diferenciaci myofibril. MYOD rodina zahrnuje ¢tyfi
myogenni faktory: MYF-3, MYF-4, MYF-5 a MYF-6. Gen MYF-3 (myoblasty determinujici
protein 1) plni hlavni funkci ve fizovani fibroblastii v myoblasty (Knoll, 2002). Diferenciace
myoblastli v myofibrily se déje pod kontrolou genu MYF-4 (myogeninu) (Hasty et al., 1993),
u n¢hoz se predpoklada, ze by mohl byt ve vztahu k proménlivosti poétu tvofenych svalovych
vlaken, vedouci k proménlivosti v mnozstvi svali a tudiz i k hmotnosti libového masa
(Soumillion et al., 1997). Te Pas et al. (1999) zjistili asociaci polymorfismu genu MYF-4
u prasat plemene Yorkshire s hmotnosti pfi narozeni, rychlosti ristu, hmotnosti libového masa
ve 200 dnech a s vyskou hibetniho tuku. Pod kontrolou genu MYF-5, jenz se exprimuje
v délicich se myoblastech, prochdzi zarode¢né svalové buniky kontinudlnim mitotickym
délenim. Pro gen MYF-5 statistické analyzy zatim neodhalily Zaddné asociace s hmotnosti pfi
narozeni, rychlosti riistu, hmotnosti jate¢ného téla a vySkou hibetniho tuku. Aktivaci gent
MYF-6 a MYF-4 (myogeninu) je zapocata konec¢na diferenciace myoblasti do svalovych
fibril. Teprve neddvno byl gen MYF-6 zmapovan pomoci radiacniho hybridniho panelu, a to
na chromozomu 5 (Rohrer, 2003), pficemz v intronu 1 byly zjiStény celkem tfi
jednonukleotidové polymorfismy (Vykoukalova et al., 2003). Gen myostatinu (GDF-8) je
clenem TGF-B superrodiny a je nezbytny pro svalovy rast a vyvoj. Plusobi jako negativni
regulator mnozstvi kosterni svaloviny tim, Ze blokuje funkci myogeninu a zamezuje tak
tvorbé dalSich svalovych myofibril v embryondlnim stadiu. Stratil et al. (1999) zjistili v
oblasti promotoru mutaci T—A, ktera byla v asociaci s hmotnosti pfi narozeni u
yorkshirskych prasat. Yang et al. (2002) dosli k z&véru, ze tato mutace muze byt
molekularnim markerem QTL pro procento libového masa. /GF-2 (inzulinu podobny rlstovy
faktor 2) se povazuje za kandidatni gen pro masnou uzitkovost a plodnost. Jedna se o rist
stimulujici peptidy, které jsou strukturnimi homology inzulinu, majici i obdobnou biologickou
funkci. Jeho role spociva v regulaci proliferace a diferenciace myoblastt (Florini ef al., 1986,
1991; Magri et al., 1994 — cit. Gerrard et al., 1998). U tohoto genu se standardné testuje
mutace v intronu 7. Mnoh¢é vysledky vyzkumu naznacuji také moznou asociaci s ukazateli
jatecného téla (obsahem libového masa) a s konverzi krmiva.

Piedmétem této prace bylo studium detekce polymorfismi gent MYF-4, MYF-35,
GDF-8 a IGF-2, urCeni frekvenci jednotlivych genotypt a alel v souboru sledovanych zvitat a
vyhodnoceni vztahl zjiSténych polymorfismti k vybranym znaklim masné produkce prasat
plemen bilé uslechtilé, landrase a durok.

METODIKA A MATERIAL

Prasec¢i genomova DNA byla izolovana z krve oSettené EDTA a uchovana pti -20°C.
Pomoci technologie PCR-RFLP byla DNA amplifikovana a nasStépena. Podminky cyklovani



jsou uvedeny v Tab.1. K syntéze novych fetézcti byly pouzity primery navrzené Te Pasem et
al. (MYF-4, 1996), Stratilem a Cepicou (MYF-5, 1999), Stratilem a Kopeénym (GDF-8, 1999)
a Knollem et al. (IGF-2, 2000). Kvalita PCR produkti o¢ekavanych délek byla ovéiena na
1,4 % agarézovém gelu. Stépeni 10 ul kazdého produktu bylo provedeno pouZitim
restrikénich endonukleaz Mspl, Hpall, Dral a Bcnl a bylo ovéteno na 2 - 3 % agar6zovém
gelu. Statisticka analyza byla provedena pomoci GLM modelu SAS/STAT, verze 8.02. Do
modelové rovnice byly zahrnuty nasledujici efekty:
Yijkimn = W + MYF4; + IGF-2 i+ plemy + pohl; + rokm + €ijkimn

Tab. 1 Podminky PCR

Lokus Velikost produktu  Uvodni Denaturace  Annealing Elongace Zaverecna
(bp) denaturace elongace
MYF-4 353 95°C/4min  95°C/Imin  60°C/Imin 72°C/60s  72°C/5min
MYF-5 1200 95°C/2min  94°C/Imin  58°C/Imin 72°C/90s  72°C/10min
DGF-8 1027 95°C/2min  95°C/30s 52°C/30s  72°C/90s  72°C/7min
IGF-2 1600 95°C/2min  95°C/30s 70°C/30s  72°C/90s  72°C/7min
VYSLEDKY A DISKUZE
MYF-4

Byl ziskan usek ocekavané délky 353 bp. Alela A obsahovala polymorfni §t€pné misto
a byla naStépena do dvou fragmentl o délkach 219 a 134 bp, zatimco alela B zlstala
nestépend o délce 353 bp (Obr.1). Frekvence genotypt a alel jsou ukazany v Tab.1.

MYF-5

Amplifikovany fragment délky 1200 bp byl nastépen do 1000 a 190 bp (alela A) a
550, 450 a 190 bp (alela B) (Obr.2). Frekvence genotypt a alel jsou ukazany v Tab.1.

GDF-8

Amplikon o délce 1027 bp byl $tépen na fragmenty 422 bp (alela T) a 358 bp (alela A)
(Obr.3). Frekvence genotyptl a alel jsou ukazany v Tab.2.

IGF-2

PCR produkt v délce 1600 bp byl nastépen na fragmenty 900 bp (alela A) a 800 a 100
bp (alela B) (Obr.4). Frekvence genotypti a alel jsou ukdzany v Tab.2.



Obr. 2 Stépeni MYF-5 enzymem Hpall

Obr.1 Stépeni MYF-4 enzymem Mspl
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Obr. 4 Stépeni IGF-2 enzymem Bcnl

Obr. 3 Stépeni GDF-8 enzymem Dral
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Tab.1 Frekvence genotypt u plemene bilé uSlechtilé
Pocet  Genotyp Cetnost Pocet

Pocet  Genotyp
Cetnost zvitat IGF-2 zvitat

(Z}‘;III’(I):B,; Cetnost E\(/)iéfzi (]};;(1)2’; Cetnost zvitat GDF-8
AA 38,5 55 AA - - T 95,1 58 AA 7,8 9
AB 49 70 AB 4,0 2 T4 3,3 2 AB 15,5 18
BB 12,6 18 BB 96,0 51 AA 1,6 1 BR 76,7 89
Tab.2 Frekvence genotypl u plemene landrase
Pocet  Genotyp Cotnost Pocet

Pocet Genotyp
Cetnost Zvifat IGF-2 zvitat

ey Comost JEC Gner Comest R ODRg
AA 56,8 25 AA - - T 100 19 AA 53 2
AB 36,4 16 AB 1 4.6 TA - - AB 26,3 10
BB 6.8 3 BB 21 95,5 AA - - BB 68,4 26




Tab.3 Primérné hodnoty v jednotlivych genotypech u vybranych ukazatelti masné produkce
u pl. bilé uslechtilé

MYF-4 IGF-2

A4 AB BB AA AB BB
prim. vyska hib. tuku (mm) 13,49 12,67 12,92 13,28 12,54 13,25
krkovice (kg) 3,89 3,88 3,87 3,90 3,89 3,86
kotleta (kg) 4,70 4,64 4,53 4,45 4,72 4,70
plec (kg) 4,30 424 421 422 4,32 421
kyta (kg) 8,45 8,51 8,52 8,43 8,55 8,49
HMC (%) 53,14 53,75 54,63 53,02 54,83 53,67

Tab.4 Priamérné hodnoty v jednotlivych genotypech u vybranych ukazatelti masné produkce
u pl. landrase

MYF-4 IGF-2

A4 AB BB A4 AB BB
prim. vySka hfb. Tuku 10,67 14,754 14,92 13,99 1327 13,12
(mm)
krkovice (kg) 3,69 3,55 3,47 3,22 3,73 3,77°
kotleta (kg) 4,91 485 4,61 4,75 4,86 4,76
plec (kg) 4,17 3,99 3,92 4,01 4,01 4,07
kyta (kg) 8,63 8,27 8,15 8,37 8,46 8,22
HMC (%) 55,53 53,34® 55,45 54,00 55,29 55,02

AP=<0,01,%P= <005

Geny MYF-5 a GDF-8 nebyly zahrnuty do statistické analyzy ze dvou davodu:
komer¢ni plemena byla v genu MYF-5 monomorfni pro alelu B a u GDF-8 nebyly pro maly
pocet jedincii detekovany vSechny genotypy.

U plemene bilé uslechtilé nebyly zjistény zadné signifikantni rozdily. V genu MYF-4
vykazoval genotyp 44 nejvyssi hodnoty u hmotnosti krkovice, kotlety a plece. Genotyp BB
potom u hm. kyty a v podilu hlavnich masitych ¢asti. V genu /GF-2 vykazoval genotyp 44
nejvyssi hodnoty u primérné vysky hibetniho tuku a hm. krkovice a genotyp 4B mél nejvyssi
hodnoty u hm. kotlety, plece, kyty a v podilu hlavnich masitych ¢asti.



V genu MYF-4 byl u plemene landrase zjistén vysoce prukazny rozdil u primérné
vysky hibetniho tuku a prikazny rozdil u podilu hlavnich masitych c¢asti. Genotyp A4
vykazoval nejvyssi hodnoty u hm. krkovice, kotlety, plece a kyty a v podilu hlavnich
masitych Casti, zatimco genotyp BB mél nejvyssi hodnotu pouze u vysky hibetniho tuku.
V genu IGF-2 byl zjistén prukazny rozdil u hm. krkovice, ktera byla nejvyssi v genotypu BB.
Genotyp A4 mél nejvyssi hodnotu u primérné vysky hibetniho tuku, zatimco hm. kotlety,
kyty a podil hlavnich masitych ¢asti byly nejvyssi v genotypu 4B.

U plemene Large White zjistili Cieslak et al. (2000) frekvence 4 0,4, B 0,6 pro gen
MYF-4. Cieslak et al. (2000) testovali celkem 229 zvitat riznych plemen (Pietrain, Zlotnicka
Spotted, Polska landrase, [Pi x ZS], Polsky LW, [LW x Pi]). Pozorovali asociace u hmotnosti
kyty, kotlety, pilky jatecného téla, plochy zadového svalu a podilu hlavnich masitych ¢asti a
u vSech téchto ukazateli zjistili statisticky vyznamné rozdily. Nejvetsi hmotnost masa u kyty
byla u zvifat s genotypem 4B (podle Cieslak et al. AC), u kotlety A4 (CC) au HMC 44 (CC).

Soumillion et al. (1997) testovali Mspl polymorfismus celkem u 7 plemen (Meishan,
Pietrain, Duroc, Hampshire, Great Yorkshire, Holandské landrase a divoké prase) a zjistili
nulovy vyskyt alely 4 u plemene Meishan. Plemeno Great Yorkshire se zase vyznacovalo
vysokou frekvenci alely B. Te Pas et al. (1996, 1999) zjistili signifikantni rozdil mezi
genotypy A4 a BB a popsali prikazné rozdily mezi genotypy MYF-4 a hmotnosti prasat pfi
narozeni, jatecnou hmotnosti, intenzitou rustu a obsahem libového masa ve velké populaci
prasat plemen Yorkshire. Podle Soumillion et al. (1997) mél podil hlavnich masitych casti v
jednotlivych genotypech nasledujici hodnoty: A4 57,26, AB 56,36 a BB 56,74.

Kolatikova et al. (2003) zjistili pro gen IGF-2 u plemene bilé uslechtilé frekvence
genotyptt 44 1,65, AB 33,88 a BB 64,46 a vyznamné rozdily mezi pohlavimi v procentu
libového masa a vysce hibetniho tuku.

ZAVER

U vsech kandidatnich gend pro masnou uzitkovost bylo ovéteno §té€peni restrikénimi
endonukledzami Mspl, Hpall, Dral a Bcenl. Vysledkem bylo zastoupeni vSech tii genotypt,
kazdy s riznymi hodnotami pro vybrané ukazatele masné uzitkovosti. U genu MYF-5 nebyl
detekovan genotyp AA, protoze u téchto dvou a dalSich komerénich plemen byl zjistén
monomorfismus a u genu GDF-8§ nebyly detekovany genotypy 74 a AA u plemene landrase.
Proto nebyly tyto geny zahrnuty do statistické analyzy. U plemene bilé uslechtilé nebyly
zjistény zadné signifikantni rozdily. V genu MYF-4 byl u plemene landrase zjistén vysoce
prikazny rozdil u primémé vysky hibetniho tuku a prikazny rozdil u podilu hlavnich
masitych ¢asti. V genu /GF-2 byl u plemene landrase zjistén prikazny rozdil u hm. krkovice.

Prace byla vypracoviana jako cast vyzkumného zdaméru MSM 432100001 Ministerstva
Skolstvi, mladeze a télovychovy CR, v rdmci Grantové agentury CR jako projekt ¢.

523/03/H076 a jako projekt FRVS & 239/2005.
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