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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the primary structure of the part of the porcine MYF6
gene by automatic sequencing of the PCR product, the detection of the polymorphisms in the
gained sequence of the MYF6 gene and determination of the appropriate restriction enzymes
for their verification. The total length of the sequenced fragment was 379 bp. Analyzed DNA
was isolated from three individuals of breed Large White. At first the PCR reaction of all
three samples of porcine DNA was carried out, obtained PCR products were subsequently
used for the preparation of sequencing reaction mixes and sequenced using the automated
genetic analyzer ABI PRISM 3100-Avant (Applied Biosystems), which use methods of cycle
sequencing in combination with a fluorescent labelled ddNTP. Five single-nucleotide
polymorphisms were detected in our sequences of the porcine MYF6 gene.
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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo urceni primarni struktury casti praseciho genu MYF6 automatickym
sekvenovanim PCR produktu, detekce polymorfizmt v ziskané sekvenci genu MYF6 a urceni
prislusnych restrikénich enzymt pro jejich ovéfeni. Délka sekvenovaného fragmentu byla 379
bp. Analyzovand DNA pochézela od tii jedincii plemene Bil¢ uslechtilé prase. Nejprve byla
provedena PCR reakce vSech tifi vzorkl praseci DNA, vzniklé PCR produkty byly nasledné
pouzity pro piipravu sekvenacni reakéni smési a sekvenovany pomoci automatického
genetického analyzatoru ABI PRISM 3100-Avant (Applied Biosystems), ktery vyuziva
metody cyklického sekvenovani v kombinaci se znaCenymi koncovymi nukleotidy.
V ziskanych sekvencich praseciho genu MYF6 bylo detekovano 5 jednonukleotidovych
polymorfizmd.
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UvVoD
Gen MYF6 (herkulin, myogenic regulatory factor 4) je zahrnut v procesu myogeneze,

udrzuje svalova vlakna v diferencovaném stavu a navic se podili na regeneraci svall
(Vykoukalova et al., 2005). Lze jej povazovat za kandidatni gen pro kvalitu masa.

Sekvenovanim DNA se rozumi urceni potadi nukleotidl ve specifické molekule DNA.
Na rozdil od sekvenovani proteinii je sekvenovani nukleovych kyselin pomérné¢ novou
metodou — do poloviny 70. let byly analyzovany sekvence pouze velmi kratkych fragmenta
DNA o délce 15-20 bp. Meznikem se stal rok 1977, kdy Frederic Sanger a Walter Gilbert
spolecné s Allanem Maxamem nezavisle na sobé publikovali rozdilné metody sekvenace
DNA (Sanger et al., 1977; Maxam a Gilbert, 1977), které umoznily analyzu mnohem delSich
usekt DNA.

Primarni strukturu vybrané molekuly DNA lze tedy urcit dvéma riznymi metodami
sekvenovani. Pomoci chemické Maxamovy-Gilbertovy metody, jez je zaloZzena na bazoveé
specifické chemické modifikaci a nasledném S$tépeni molekuly DNA v mistech, kde doslo
k modifikaci bazi, nebo pomoci Sangerovy metody ,,ukonceni fetézce* €ili dideoxy-metody
zalozené na terminaci replikace nového fetézce podle matrice zkoumané sekvence
dideoxyribonukleozidtrifosfatem (ddNTP), neboli terminatorem (obrazek 1).

Obrazek 1. Srovnani deoxyribonukleozidtrifosfatu (ANTP) a dideoxyribonukleozidtrifosfatu
(ddNTP). ddNTP postradaji na 3’-uhliku deoxyribézy OH-skupinu a proto k nim DNA
polymeraza nemulze navazat dalSi nukleotid, takze pokud bé&hem syntézy nukleotidového
fetézce dojde k zaClenéni ddNTP, syntéza fetézce se v tomto misté zastavi, fetézec se dale
neprodluzuje.
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Vyuziti Sangerovy metody zcela zastinilo chemickou Maxamovu-Gilbertovu metodu
sekvenovani. Také vétSina automatickych sekvenatorli pracuje na principu modifikované



Sangerovy metody. Materidlem pro automatické sekvenovani jsou fragmenty DNA vznikajici
pii asymetrické PCR. Prvni ¢ast tohoto usporadani PCR probiha standardné se dvémi primery
v jedné reakci. V druhé ¢asti probihd vlastni asymetrickd PCR, kdy je v jedné reakci pouzit
vzdy jen jeden primer (pfimy nebo zpétny). Dochézi tak k amplifikaci jen jednoho ze dvou
fetézc ktzv. linearni amplifikaci. Vreakéni smési jsou spolu s klasickymi
deoxyribonukleozidtrifosfaty (dNTP) pouzity 1 jejich fluorescencné znacené analogy
dideoxyribonukleozidtrifosfaty (ddNTP), které¢ funguji jako koncové inhibitory elongace.
Vysledkem je dle matrice vytvorena smés rizné¢ dlouhych fragmenti DNA zakoncenych
specifickym terminatorem (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP), které jsou nasledné
elektroforeticky za denaturac¢nich podminek dle velikosti rozdéleny v kapilaie automatického
sekvenatoru. Pi pruchodu kapilarou jsou fluorescencni barvy terminatori excitovany laserem
a emitované svétlo o urcité vinové délce (podle typu pouzitého fluorochrému) je zachycovano
tzv. CCD kamerou. Potradi nukleotidil je automaticky odecitdno detektorem a zaznamenavano
v pocitaci. Sekvence je nasledn¢ analyzovana pomoci specidlniho softwaru. Vysledkem
je sekvence dané¢ho templatu.

MATERIAL A METODIKA

Materidlem pro sekvenovani byla prase¢ci DNA izolovana ze 3 jedincti plemene
Bilé uslechtilé prase. Sekvenovany byly PCR produkty fragmentu genu MYF6 vzniklé
asymetrickou PCR, kterd nasledovala po PCR reakci probihajici standardnim zptsobem
se dvémi primery v jedné reakci. Slozeni reak¢ni smési a podminky cyklovani jsou uvedeny
v tabulce 1.

Tabulka 1: Slozeni a podminky standardni PCR reakce pro gen MYF6

MYF6

Primery Piimy: MF6 2A -5 TGC TGC ACC GGC TGG ATC AG 3’

Zpétny: MF6 2B — 5" GCA GGA AAT CCG CAC CCT CAA 3’

2ul DNA, 8ul H,O, 15ul Master mixu sloZzeného z 10,8ul H,O,

Reakéni smés o celkovem | 3 5 ul standardniho pufru Peomplete , 0,511 ANTP, 0,5ul pfimého a
objemu 25ul
zpétného primeru, 0,2ul LA Taq polymerazy

Podminky cyklovani Uvodni denaturace 95°C/2min.; 30 cyklti: 95°C/20s, 62°C/30s,
68°C/50s; zavérecna extenze: 68°C/7min.

Velikost fragmentu 379 bp

Kvalita PCR produkt tzn., zda se béhem standardni PCR reakce amplifikovalo
dostatecné mnozstvi DNA, byla ovéfena elektroforeticky na 3% agar6zovém gelu
vizualizovaném ethidium-bromidem (EtBr). Ziskané PCR produkty byly nasledné piecistény



pomoci MinElute Purification Kitu (20ul kazdého PCR produktu bylo postupné ptecisténo
PB, PE aEB pufry) a opét provedena elektroforetickd kontrola piecistéené DNA na
agarozovém gelu vizualizovaném EtBr. Podrobnéjsi informace uvadi Vykoukalova et
al.(2005). Srovnanim velikosti a intenzity PCR fragmenti s koncentrani fadou DNA
hmotnostniho markeru MBI Gene Ruler 50 bp DNA Ladder byla ur¢ena koncentrace DNA
v precisténych PCR smésich a piipraveno Sest sekvenacnich reakcénich smési o celkovém
objemu 20ul kazda a slozeni: 4ul Reagent Quantity Terminator Ready Reaction Mixu, 2ul
Sequencing Buffer, 0,32ul sekvenacni primer (piimy nebo zpétny), 5,5ng DNA (produkt ze
standardni PCR), do 20ul voda. V termélnim cykleru GeneAmp PCR System 9700 byla
nasledné béhem 25 cyklu pfi teplotach 96°C/10s, 50°C/5s, 60°C/4min, 4°C/c provedena
linearni amplifikace templatu (asymetrickd PCR). Poté byly sekvenacni smési precistény
nejprve kolonou (DyeEx 2.0 Spin Kitem) a nasledné etanolem a amplifikované PCR
fragmenty osekvenovany v automatickém sekvenatoru ABI PRISM 3100-Avant Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Data ze sekvenatoru byla vyhodnocovana pomoci softwaru
DNA Sequencing Analysis Software verze 5.1., ktery je soucasti softwarového vybaveni
sekvenatoru. Pro detekci polymorfizml byly ziskané sekvence porovnany pomoci programu
ClustalW  (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) a pomoci programu Webcutter 2.0

(http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/index.html) byly vyhleddny restrikéni endonukleazy (RE)

vhodné pro ovéfovani a testovani detekovanych polymorfizmii (tabulka 2).

VYSLEDKY A DISKUZE

Podafilo se ndm osekvenovat fragment genu MYF6 o délce 379 bp (sekvence
na obrazku 2) a v ziskané¢ sekvenci identifikovat pét jednonukleotidovych polymorfizmu
(SNP). Jejich pozice a pfislusné restrikéni enzymy jsou uvedeny v tabulce 2. Detekci
polymorfizmti ve stejném fragmentu genu MYF6 se rovnéz zabyvala Vykoukalova et al.
(2005), ktera sekvenovala PCR produkty z DNA tii zvifat dvou odlisnych plemen (dva jedinci
plemene bilé uslechtilé a jeden jedinec plemene duroc) a detekovala ¢tyii SNP: A/C v pozici
128, C/G v pozici 161, A/G v pozici 192 a C/T v pozici 282 ziskané sekvence.

Obrazek 2: Sekvence genu MYF6 o velikosti 379 bp ziskana automatickym sekvenovanim
PCR produktu.
pfimy primer
TGCTGCACCGGCTGGATCAGCAGGACAAAATGCAGGAGCTAGGCGTGGACCCCT
TCAGCTACAGACCCAAGCAAGAGAATGTAAGCCCAGACGCCGCCGGGGCAGGGG
AATGCAAAAGCTGATTAGAA/CGCCTTCCTTGGGGCCTTTACTTCCAGCTGCTCEI/G
TCTTGGTTCCCGTCCCCCTTCCTCGACCCCA/GCCCTCTCCCACT/CCCGCTCCCCCT
CTAATGAACCCCCACTGACCCGTGAACACGGGGTGCCTGCAACAGGCAGGAAAT
CTGTACTTGGCCIT/ICGAGGAACCAGGGGAGACACCCCCCAGCCCCCGGAACGTTG
CTTTTGCCTAATCTGCTGCCTCTCTCTTCCTCCAGCTTGAGGGTGCGGATTTCCTGC
zpétny primer
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Tabulka 2: Detekované polymorfizmy v ziskané sekvenci genu MYF6. Jsou zde uvedeny
jejich pozice v ziskané sekvenci, pfislusny restrikéni enzym se sekvenci restrikéniho mista
a velikost jednotlivych alel po stépeni PCR produktu témito enzymy, r=anebo g,y =c, t.

Polymor-
fizmus

Pozice
polymor-
fizmu

Restrikéni
enzym

Sekvence
restrik¢éni
ho mista

Velikost alel

A/C

128

Hin1l, BsaHI,
Bbill, Acyl,
Hsp921,
Mspl71,

gr/cgyc

Alela C — méa polymorfni RES,
vzniknou fragmenty 91, 36 a 252 bp
Alela A — nema polymorfni RES,
vzniknou fragmenty 91 a 288 bp

Hgal

gacgc

C — ma polymorfni RES, fragmenty 94,
362249 bp

A —nema polymorfni RES, fragmenty
94 a 285 bp

Cvill

rg/cy

C - nema polymorfni RES, fragmenty
11, 27,20, 27,33,23,13, 125,29,49 a
22 bp
A — ma polymorfni RES, fragmenty 11,
27,20,27,33,11, 12, 13, 125, 29, 49,
22 bp

C/G

161

BseRI

gaggag

G — nema polymorni RES, fragment 379
bp
C - ma polymorfni RES, fragmenty 163
a2l6bp

Mnll

ccte

G - nema polymorfni RES, fragmenty
185, 12, 19, 70, 58, 10, 10, 15 bp
C — méa polymorfni RES, fragmenty
163, 22, 12, 19, 70, 58, 10, 10, 15 bp

A/G

192

Acil

ccge

G — ma polymorfni RES, fragmenty 97,
96, 15, 162, 9 bp
A —nema polymorfni RES, fragmenty
97,111,162 a9 bp

Faul

ccege

G —ma RES, fragmenty 193 a 186 bp
A —nemd RES, nestépeny fragment 379
bp

T/C

204

Faul

ccege

T — nema polymorfni RES, fragmenty
193 a 186 bp
C — ma polymorfni RES, fragmenty
193,15a 171 bp




AspS9I, Asul,
Cfr13I, Sau96l

Yance 92, 139 297 bp

51,92 a 236 bp

C — ma polymorfni RES, fragmenty 51,

T — nema polymorfni RES, fragmenty

Bsall, BseDI c/cnngg

37,147, 8,21, 69 bp

97,37,155,21 a 69 bp

C — ma polymorfni RES, fragmenty 97,

T — nema polymorfni RES, fragmenty

T/C 282
AoCI, Bse21l, | cc/tnagg | T —ma polymorfni RES, fragmenty 281
Cwvnl, Bsu36l, a98 bp
Eco811 A —nema polymorfni RES, nestépeny
fragment 379 bp
BstDEI, Ddel c/tnag T — ma polymorfni RES, fragmenty 281
a98 bp
A —nema polymorfni RES, fragment
379 bp
ZAVER

Pomoci metody automatického sekvenovani se ndm podatilo urcit ¢ast sekvence
praseciho genu MYF6 o velikosti 379 bp. Sekvenovany byly PCR produkty z DNA tii zvifat
stejného plemene (bilé uslechtil¢), sekvenovany byly oboustrann¢ pomoci primertt MF6 2A a
MF6 2B. Srovnanim ziskanych sekvenci v programu ClustalW se ndm podafilo detekovat pét
jednonukleotidovych polymorfizmt: A/C v pozici 128, C/G v pozici 161, A/G v pozici 192,
T/C v pozici 204 a T/C v pozici 282 ziskané sekvence. Pomoci programu Webcutter 2.0 byly
nasledn¢ vyhledany piislusné RE, které by se daly pouzit pro ovéfeni téchto polymorfizmu
(tabulka 2). Z tabulky je patrné, Ze pro testovani polymorfizmu A/C v pozici 128 ziskané
sekvence by z vyhledanych restrikénich endonukleaz byla nejvhodnéjsi Hinll (Acyl), pro
polymorfizmus C/G v pozici 161 RE BseRI a pro polymorfizmus T/C v pozici 282 RE
Bse2l1l. Pro zbyvajici dva polymorfizmy se sice podafilo nalézt restrikéni endonukleazy, ale
tyto pro ovéfeni nejsou vhodné, nebot’ po Stépeni PCR produktu by vznikly fragmenty
s malymi rozdily ve velikostech. Ovéfovani polymorfizmi jiz nebylo provadéno.
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