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Vztah bodových mutací v genu MSTN a slabosG končeGn u 
selat 

Souhrn 

Bakalářská práce popisuje gen myosta+n, působení jeho SNP mutací u prasat, skotu, 
ovcí, koní, králíků a drůbeže, zejména však u prasat. Zaměřila jsem se především na vliv  na 
užitkové vlastnosA, intramuskulární tuk a v neposlední řadě slabost končeAn. V literární 
rešerši pojednává o nejdůležitějších molekulárně geneAckých metodách a geneAckých 
markerech, které jsou důležité pro studium a pochopení funkce genu myosta+n.  

 V roce 1997 byla poprvé popsána lokalizace genu myosta+n (MSTN) u skotu. Díky této 
lokalizaci byly pomocí experimentů na myších objeveny mutace, které způsobují fenotypy 
DBM (double muscling). Práce shrnuje metody, které idenAfikovali mutace genu MSTN 
způsobující slabost končeAn u selat, vlivy tohoto syndromu na přirozenou selekci v chovu 
prasat. Dále se práce zaměřuje na způsob dědičnosA syndromu slabosA končeAn u selat, kde 
se pomocí několika metod zjisAlo, že syndrom slabosA končeAn je záležitosG recesivní 
dědičnosA, jelikož se nachází pouze u homozygotních jedinců.  

V této práci zmiňuji doposud nejrozšířenější studii tohoto genu, která použila pro svůj 
výzkum několik geneAckých analýz ve vztahu k syndromu slabosA končeAn, podílu svalových 
tkání a velikosG vnitřních orgánů. Dále popisuje možnosA selekce zaměřené na SNP genu 
MSTN a zjištění příčinných kandidátních mutací a typu dědičnosA. Pro rozšíření SNP a jejich 
vlivu v dalších populacích prasat doporučuji provést další podrobné analýzy. 

Klíčová slova: sele, myostaAn, slabost končeAn, geneAcké vady selat 



RelaGonship of SNP’s in MSTN gene and leg weakness 
in piglets 

Summary 

The Bachelor thesis describes the myosta+n gene, the acAon of its SNP mutaAons in 
pigs, ca_le, sheep, horses, rabbits and poultry, but parAcularly in pigs. I focused mainly on 
the effect on uAlity properAes, intramuscular fat and last but not least limb weakness. In the 
literary research, he discusses the most important molecular geneAc methods and geneAc 
markers that are important for studying and understanding the funcAon of the myosta+n 
gene.  

 LocalisaAon of the myosta+n gene (MSTN) in ca_le was first described in 1997. 
Thanks to this localisaAon, mutaAons that cause phenotypes of DBM (double muscling) were 
discovered by experiments in mice. The work summarizes methods that idenAfied mutaAons 
in the MSTN gene causing limb weakness in piglets, effects of this syndrome on natural 
selecAon in pig breeding. Furthermore, the work focuses on the way limb weakness 
syndrome is inherited in piglets, where several methods have found that limb weakness 
syndrome is a ma_er of recessive inheritance as it is only found in homozygous individuals.  

In this thesis, I menAon the most widely studied study of this gene to date, which 
used several geneAc analyses in relaAon to limb weakness syndrome, muscle Assue 
proporAon and internal organ sizes for its research. It also describes the possibiliAes of 
selecAon aimed at the SNP gene MSTN and the idenAficaAon of causal candidate mutaAons 
and type of inheritance. To extend the SNP and their influence in other pig populaAons, I 
recommend further detailed analyses. 

Keywords: piglet, myostaAn, weakness in piglets,  geneAcs piglet’s defect 
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1. Úvod 

Vepřové maso je jedním z nejdůležitějších zdrojů bílkovin ve stravě člověka. Spotřeba 
vepřového masa dosahuje v některých státech až 45 kg a více na osobu za 1 rok. Prasata a 
člověk mají poměrně velkou shodu a homologii ve fyziologii, patologii a genomice, tudíž 
prasata využíváme i jako modely onemocnění. Studie mechanismů růstu a vývoje kosterního 
svalstva u prasat mohou zajisAt lepší kvalitu vepřového masa, vyšší jatečnou výtěžnost a 
zároveň přispět i k biomedicínskému výzkumu.  

MyostaAn (MSTN) je jedním z klíčových faktorů, který reguluje myogenezi. Kosterní 
myogeneze je složitý proces, který zahrnuje proliferaci buněk, migraci, diferenciaci, fúzi za 
vzniku myotubů a nakonec vznik svalových tkání během embryonální fáze, ve které se 
kosterní myogeneze hlavně vyskytuje, dále regeneraci a opravu svalů v postnatálním růstu 
jedince.  

Prenatální vývoj kosterního svalstva přímo ovlivňuje růst svalstva a kvalitu masa v 
postnatální fázi (Li 2019). MSTN negaAvně ovlivňuje ukládání svalové hmoty a nefunkční 
mutace genu MSTN u různých živočišných druhů, které vedly k dramaAcké hypermuskularitě,   
která vzniká svalovou hypertrofií, ale také má vliv na růst vnitřních orgánů. Hypermuskularita, 
u nás známa jako dvojité osvalení, které především sledujeme u skotu (belgické modré), 
ovšem můžeme zpozorovat hypermuskularitu i u lidské populace. Selata se dvěmi kopiemi 
této mutující alely trpí syndromem kulhání a zpravidla nepřežijí do 40 kg živé hmotnosA 
(MaAka, 2020). Slabost nohou je hlavní příčinou kulhání a má velice negaAvní dopad na 
životní podmínky zvířat, hospodářský dopad na produkci masa, která ovlivňuje ekonomickou 
stránku, protože selata s Gmto posAžením většinou nepřežijí. V heterozygotní formě byla 
mutace genu MSTN spojena s významným nárůstem svalové hmoty a snížením tukové tkáně,   
kde intramuskulární tuk patří mezi nejdůležitější parametry určující kvalitu vepřového masa.
(MaAka 2018). 
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2. Cíl práce 

Cílem práce je popsat vztah bodových mutací v genu MSTN a slabosA končeAn u selat.  
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3. Literární rešerše 

Chov prasat hraje důležitou roli v živočišné výrobě, v níž má své nezastupitelné místo. 
Primárním produktem je vepřové maso, které pokrývá potřebu kvalitní živočišné bílkoviny ve 
výživě. V posledních letech se chovatelé zaměřují především na rychlost růstu, ukládání svalů 
a výnosu libové svaloviny masa, což vede ke snížení kvality masa a ukládání tuku. Obsah 
intramuskulárního tuku (IVC - intramuscular fat content) je klíčovým ukazatelem systému 
hodnocení kvality masa. Chovatelé prasat, zejména v Číně se snaží IVC opět navýšit, ačkoli je 
tento znak vysoce dědivý, cesta k navýšení IVC je obGžná (Wang 2019). Na vývoji svaloviny se 
podílí mnoho biologických cest a regulačních faktorů, zejména myostaAn (MSTN), avšak 
mutace genu MSTN není možné zcela odstranit, protože by mohlo dojít k narušení Hardy - 
Weinbergovy rovnováhy.  

3.1. MyostaGn 

MyostaAn (MSTN) je známý jako růstový a diferenciální faktor 8, začleněný mezi 
skupinu TGF-β a působí jako negaAvní regulátor ukládání kosterní svaloviny. MSTN je 
inhibitor proliferace buněk kosterního svalstva, který působí během embryonálního vývoje, 
po narození vede ke konečnému stanovení velikosA kosterního svalstva (Grade, 2019). Zvířata 
s deficitem MSTN vykazují nárůst kosterní svaloviny známé jako “dvojité osvalení” (double 
muscling - DBM), tyto mutace byly popsány u mnoha druhů zvířat včetně psů, ovcí, skotu, 
prasat, ale i u jednoho člověka. MyostaAn je exprimován především v kosterním svalstvu. 
Během evoluce byl gen MSTN vysoce konzervován a zahrnuje tři exony  a dva introny, MSTN 
exponuje kód  pro latentní protein 375 - aminokyseliny AA, který prochází pos_ranslační 
modifikací s cílem stát se akAvní. AkAvace MSTN receptoru inhibuje akAvita Akt 
(proteinkináza B), což je hlavní determinant syntézy svalových proteinů a proliferace buněk. 
Zvětšení velikosA svalových vláken je proces, který se nazývá hypertrofie a je řízen z velké 
čásA akAvitou Akt. Myogenní diferenciace je vysoce organizovaný program, který generuje 
zralé kosterní svalstvo. Svalové prekurzory, které vznikají během embryogeneze se diferencují 
na myoblasty. Účinek MSTN během proliferace a diferenciace myoblastů (obr. č. 1) (Aiello 
2019). 

MyoD je důležitým regulátorem exprese MSTN během myogeneze. Protein 
reAnoblastu (Rb) v nízkém fosforylovaném stavu inhibuje buněčné dělení. AkAvita Rb je 
oslabena v důsledku hyperfosforylace kinázovým účinkem CKD2. AkAvita CKD2 je však 
inhibována p21, který je indukován působením MSTN. MyostaAn akAvuje signalizaci 
Smad2/3, která inhibuje expresi MyoD, jenž je potřebný pro diferenciaci myoblastů. Při 
absenci MSTN není akAvita CDK2 inhibována, přičemž dochází k inakAvaci Rb, což vede ke 
zvýšené proliferaci myoblastů. Současně exprese MyoD již není inhibována signálními 
cestami Smad2/3, což umožní podpořit diferenciaci mimopočetních myoblastů (Aiello 2018). 
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Kromě funkce formování kosterního svalstva ovlivňuje myostaAn také homeostázu 
svalové tkáně po narození. MSTN vyvolává regulační účinky v mnoha dalších tkáních, 
buňkách a je exprimován i ve vnitřních orgánech, proto studie mohou dokázat,  že MSTN 
reguluje i vnitřní orgány ( Luo  2019). 

 

Obrázek č. 1 Schéma účinku během proliferace a diferenciace myoblastů (Aiello 2019). 

3.1.1. MSTN u prasat 

U prasat byli zaGm idenAfikované tři SNP v genu MSTN: T>A, G>A a C>T u promotoru 
intronu 1 a exonu 3. Pouze jedna mutace MSTN (g.383T>A) byla spojena s vyšším průměrným 
přírůstkem v období od 60 do 100 kg, kterou vykazovalo plemeno yorkshire. Polymorfismus 
g.879T>A se objevuje pouze u prasat čínského plemene meishan, tato prasata byla 
generována pomocí technologie nukleázových zinkových prstů ve spojení s přenosem jádra 
somaAckých buněk, toto výsledné potomstvo vykazovalo pozoruhodné genotypy DBM, 
protože normální jedinci plemene meishan mají téměř nulový nárůst svalových vláken. U 
plemene pietrain byl idenAfikován polymorfismus g.447A>G, který je spojen s expresí 
prasečím MSTN a vyskytuje se na vazebném faktoru 3, který zvyšuje myocyty (MEF3) na 
negaAvním vláknu DNA a mutace zaručuje vazebné místo MEF3, což způsobuje svalovou 
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ultimately generates mature skeletal muscle. Highly prolif-

erative muscle precursors that arise during embryogenesis

differentiate into myoblasts. The commitment of the myo-

genic lineage is regulated by muscle regulatory factors

(MRFs), a collective group of helix-loop-helix transcription

factors, namely, MyoD, Myf5, Myogenin and MRF4 (Fig. 1).

Additionally, exit from the cell cycle is a vital step during

myoblast differentiation (Bryson-Richardson & Currie

2008).

Myostatin regulates muscle development at key points

during the process of pre-natal muscle development: muscle

precursor proliferation, myoblast proliferation and differen-

tiation. A study by Amthor et al. (2002) has shown that

ectopic expression (in limb muscle) ofMSTN down-regulates

Pax3, a key marker of proliferating muscle precursors

(Amthor et al. 2002). Additionally, MSTN upregulates p21

expression, which ultimately inhibits proliferation of MyoD-

expressing myoblasts (Thomas et al. 2000). Of relevance to

this review is the relationship between MyoD activity and

the expression of MSTN. MyoD is an important regulator of

MSTN expression during myogenesis. This is demonstrated

by a critical role of E-box motifs that have been identified in

the MSTN promoter region; these motifs are known to be

the binding sites for basic helix-loop-helix transcription

factors (MRFs) (Hu et al. 2013).

The interrelationship between MyoD and MSTN ensures

that promiscuous differentiation mediated by an over-active

MyoD-induced cascade is checked by the up-regulation of

MSTN. Therefore MSTN serves to limit the size of both the

myoblast precursor (Pax3+/MyoD+) and myoblast (Pax3!/

MyoD+) pools. Down-regulating the expression of MSTN

would lead to an expansion of both populations (Amthor

et al. 1999).

Examination of mouse development shows that muscle

mass is determined by the ability of myoblasts to form

fibres, a process that occurs in two phases: primary and

secondary fibre formation. Matsakas et al. (2010) have

shown an increase in the myoblast pool just before

the fibre formation process in myostatin-null mouse

(Mstn!/!) embryos, which supports the development of

extranumerary primary and secondary myofibres. Any

programme that promotes an increase in fibre formation

is called fibre hyperplasia or simply hyperplasia (Amthor

et al. 2002). Therefore, the Mstn!/! mouse displays

hyperplasia as a consequence of developing an increased

number of mono-nucleated muscle cells (Matsakas et al.

2010).

Shortly before birth, muscle in Mstn!/! mice not only

contain extra muscle fibres but also each fibre has under-

gone a small, albeit significant, increase in size (18%).

Figure 1 Myostatin action during myoblast proliferation and differentiation (modified from Langley et al. 2002). Retinoblastoma protein (Rb), in a
low phosphorylated state, inhibits cell division. Rb activity is attenuated due to hyper-phosphorylation by the kinase action of CKD2. However the
activity of CDK2 is inhibited by p21, which is induced by the action of MSTN. MSTN also activates Smad2/3 signalling, which inhibits the expression
of MyoD, which is needed for normal myoblast differentiation. In the absence of MSTN, the activity of CDK2 is not inhibited, which allows it to
inactivate Rb, resulting in increased proliferation of myoblasts. At the same time, the expression ofMyoD is no longer inhibited by Smad2/3 signalling
pathways, allowing it to promote differentiation of the extranumerary myoblasts.

© 2018 Stichting International Foundation for Animal Genetics, 49, 505–519

Aiello et al.506



hypertrofii. Studie dokázali, že přirozeně vyskytující se geneAcké varianty MSTN u prasat 
nemají významnou souvislost se svalovými genotypy (Aiello 2018). 

 

Tabulka č. 1. geneAcké varianty u prasat (Aiello  2018) 

3.1.1.1. MTSN u prasat a JUT 

Vyšší průměrný denní přírůstek, podíl libového masa a nižší obsah tuku jatečně 
upravených těl (JUT) prasat zvyšují prodejní zisky živočišných výrobců (Tu 2014) a patří mezi 
nejdůležitější strategie v chovu prasat (Kang 2017). Integrace molekulárních a kvanAtaAvních 
geneAckých strategií poskytuje účinnou metodu pro zlepšení některých důležitých 
produkčních vlastnosG. Pro zlepšení růstu a parametrů JUT je nutné odhalit více kandidátních 
genů a geneAckých markerů pro použiG v MAS (marker assisted selecAon), aby se zvýšila 
pravděpodobnost těchto parametrů (Tu 2014). 

Zralá forma myostaAnu vzniká štěpením N-terminálního propepAdu v místě 
tetrapepAdu (RSSR). Po dokončení štěpení vstupuje myostaAn s propepAdem do krevního 
oběhu jako latentní komplex. Jakmile se MSTN uvolní z propepAdu, může se vázat na 
extracelulární anAvinový receptor typu IIB (actRIIB). ACTRIIB poté akAvuje fosforylaci Smad2/
Smad3 kinázou 4 ankAvinového receptoru, nebo kinázou 5 akAvinového receptoru. 
Fosforylovaný Smad2/Smad3 se přemísG do jádra, aby působil jako transkripční faktor. 
Nakonec MSNT inhibuje proliferaci a diferenciaci myoblastů (Tu 2014). 

Mnoho studií potvrdilo, že jeden z polymorfismů v oblasA promotéru MSTN je spojen 
s hladinou exprese genu MSTN a hypermuskularitou u plemene pietrain, která byla zjištěna 
až u 20% jedinců. Studie pracovali s různými metodami, mezi něž patří například úprava 
genomu s přenosem jader somaAckých buněk (SCNT), které úspěšně vygenerovala 18 
homozygótních kanců, kteří byli tzv. MSTN-KO (knokautovaný MSTN), což znamená, že k 
transkripci prasečího fetálního fibroblastu (PFF) byl vytvořen a následně použit transkripční 
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synonymous SNP g.4842T>G is associated with an amino

acid change in MSTN and could be responsible for variabil-

ity in body weight. The Bian chicken breed, raised for dual

purposes, is an important Chinese breed and has a

g.234G>A SNP in exon 1 of the MSTN (Zhang et al.

2012a,b). Other Chinese chicken breeds (Jinghai, Youxi and

Arbor Acre) have been shown to have four new variants

(g.326A>G, g.334C>G, g.1346C>T and g.1375G>A),
located in the 50-regulatory region (Zhang et al. 2012a,b).

Further studies on growth traits have shown that the SNPs

in chicken MSTN may affect abdominal fat weight and

percentage, breast muscle weigh and percentage, birth

weight and adult weight (Zhang et al. 2012a,b). Zhiliang

et al. (2004) identified three SNPs in the 50-regulatory

region and two SNPs in the 30-regulatory region and that

these differed in allele frequencies between breeds. They

found that in an F2 generation from a cross of broiler and

silky chickens, homozygous genotypes AA and BB at a locus

in the 50-regulatory region had higher abdominal fat weight

and abdominal fat percentage than did those with the AB

genotype (Zhiliang et al. 2004). The upstream promoter

region of MSTN was analysed in Wenshang Luhua chicken

DNA. Thirteen E-boxes were identified upstream of MSTN,

and the E-box polymorphisms were explored for the first

time (Hu et al. 2013).

Other interesting studies were carried out on ducks to

investigate the association of polymorphisms in MSTN with

slaughter traits, breast muscle weight, breast muscle

percentage, leg muscle weight and leg muscle percentage.

Analysis of the 50-regulatory region of MSTN showed that

polymorphisms (g.753G>A, g.658G>T and g.235G>C) were

associated with breast muscle percentage and abdominal fat

rate (Lu et al. 2011). Furthermore, Xu et al. (2013) studied

polymorphisms in Pekin duck and identified three signifi-

cant variations. The first is a c.129T>C subsitution located

in the open reading frame and revealed an association with

breast muscle thickness. The second SNP (c.708T>C) was

also located in the open reading frame, and the third

(c.952T<C) had significant association with the ‘Fossilia

Ossis Mastodi, or dragon bone’ length. In Gaoyou ducks, a

g.2701G>A substitution in exon 3 of MSTN is correlated

with abdominal fat rate (Liu et al. 2012). In Sansui duck, six

SNPs were identified in the first and the third exons

(g.106G>A, g.120A>G, g.159G>A, g.5368G>A,
g.5389A>C and g.5410G>A) with four loci seemingly

associated with leg muscle weight, leg muscle percentage

and dressing percentage (Zhao et al. 2016).

A summary of the detected genetic variants in poultry is

reported in Table 7.

Myostatin and future implications

According to some investigators, MSTN variants are the

main cause of hypertrophy, with lesser roles played by other

gene variants (Kobol!ak & G!ocza 2002). Inactivation of

MSTN has therefore been proposed as a strategy for

improving muscle growth of food animals and treating

human diseases associated with muscle weakness and

dystrophy (Chen & Lee 2016).

Research, especially on mice, has highlighted the poten-

tial of manipulating MSTN signalling to promote muscle

growth. In null mutants of this species, some muscles are

approximately three times their normal weight. Impressive

as they are, muscle enlargement in large mammals carrying

a null mutation in the same gene, to our knowledge, does

not approach this level of muscle growth. Therefore, it is

important to ascertain the molecular basis underpinning

these different responses with a view of translating these

findings into increased meat production.

One picture that emerges through this review is that

mutations that compromise MSTN function have a conse-

quence during development and give rise to supernumer-

ary muscle fibres (hyperplasia). However, one of the clear

Table 5 Polymorphisms of the myostatin gene in pig.

Breed

Polymorphisms

ReferencePosition Mutation

Belgian Pietrain g.435 G>A Stinckens et al. (2008)
g.447 A>G
g.879 T>A

Chinese Meishan g.879 T>A Qian et al. (2015)
Yorkshire pig g.383 T>A Jiang et al. (2002)

Table 6 Polymorphisms of the myostatin gene in rabbit.

Breed

Polymorphisms

ReferencePosition Mutation

Belgian hare c.108 C>T Fontanesi et al. (2011)
c.713 T>A
c.*194 A>G
c.747+34 C>T

Burgundy fawn c.108 C>T Fontanesi et al. (2011)
c.713 T>A
c.*194 A>G
c.747+34 C>T

Checkered giant c.108 C>T Fontanesi et al. (2011)
c.713 T>A
c.*194 A>G
c.747+34 C>T

Commercial
breeds (not
specified)

g.476 T>C Qiao et al. (2014)

Giant grey c.108 C>T Fontanesi et al. (2011)
c.713 T>A
c.*194 A>G
c.747+34 C>T

Giant Grey c.–125 T>C Sternstein et al. (2014)
c.373+234 T>C

New Zealand
White

c.–125 T>C Sternstein et al. (2014)
c.373+234 T>C

© 2018 Stichting International Foundation for Animal Genetics, 49, 505–519

Aiello et al.514



akAvátorový pár efektové nukleázy (TALEN) zaměřený na exon 1 prasečího genu MSTN. 
Studie získala buněčnou linii, která se skládá z delece 2bp v jedné alele a delece 4bp v druhé 
alele. Při molekulárních testech se zjisAlo, že tato mutace genu MSTN byla funkční a kanci 
vykazovali svalovou hypertrofii a nadměrné přerůstání kosterního svalstva, následkem byl 
duplikovaný fenotyp dvojitého osvalení a kanečci uhynuli do 4 dnů po narození (Kang 2017). 

3.1.1.2. MSTN u prasat a vnitřní orgány 

Zvířata s mutacemi genu MSTN vykazují kromě svalové hypertrofie a redukce tukových 
tkání také morfologické změny vnitřních orgánů. Myosta+n reguluje různé typy tkání buněk a 
u prasat je především exprimován v přední hypofýze. Doposud studie zkoumala srdce, játra, 
slezinu, plíce a jazyk u selat MSTN -/- a MSTN +/- a selaty divokého typu prasat (WT) (Luo 
2019). 

 

         

Tabulka č. 2 sekvencí mutace genu MSTN v jednotlivých typech selat (Luo 2019). 

Metodou SNCT bylo vyprodukováno celkem 23 samců od čtyř prasnic. 13 samců bylo 
MSTN+/- a 10 samců MSTN -/- (viz. tabulka č. 3). Jazyk byl výrazně větší u selat MSTN -/- než 
u selat MSTN +/- a WT ve stáří 2 dnů, avšak velikosA jiných orgánů se tolik nelišily (obrázek č. 
2). HmotnosA se lišily u selat MSTN -/- oproA MSTN+/- a WT. Srdce bylo lehčí u selat MSTN 
-/- než u dvou dalších typů selat, játra u MSTN +/- nejtěžší, u selat MSTN -/- byla játra 
nejlehčí. Hmotnost plic a žaludku byla u selat MSTN -/- lehčí než u WT. Jazyk byl u selat MTSN 
-/- nejtěžší, hmotnost sleziny a ledvin se nijak nelišila (Luo 2019). 
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Table 1. Primer sequences used for real-time PCR

Gene Primer sequence (5′ to 3′) GenBank accession number Amplicon size (bp)

MSTN Forward:GGCTGTGTAATGCATGTATGTGG
Reverse: TTAGGAGCTGTTTCCAGGCG

NM_214435 103

Follistatin Forward:AGTGACAATGCCACCTACGC
Reverse:CCTCGGTGTCTTCTGAAATGG

M19529.1 118

Decorin Forward:ATCACCAAAGTGCGAAAGGC
Reverse:GTCAGCGATGCGGATGTAGG

AF125537 144

ActRIIB Forward:GCATCGCAAGCCTCCCTAT
Reverse:CTGTAGCAGGTTCTCGTGCTTC

NM_001005350.1 256

GAPDH Forward:GCCATCACCATCTTCCAGG
Reverse:TCACGCCCATCACAAACAT

AF017079 190

Figure 1. The mutated MSTN sequences in the cell lines used to generate MSTN−/− and MSTN+/− piglets.

Somatic cell nuclear transfer (SCNT) and embryo transfer
Established MSTN−/− and MSTN+/− porcine fetal fibroblast cell
lines were used for SCNT.5,6 The SCNT was performed as previously
described.17 Briefly, matured oocytes with the first polar body
were cultured in a medium containing 0.4 μg/mL demecolcine
and 0.05 mol L-1 sucrose. Oocytes with visible protrusions were
removed using a beveled pipette in medium supplemented with
5 μg/mL cytochalasin B and 0.4 μg/mL demecolcine, and then a
single MSTN−/− or MSTN+/− donor cell was injected into the periv-
itelline space of each oocyte. After fusion and electrical activation,
oocytes were cultured in medium for 2 days at 38 ∘C in a humid-
ified atmosphere containing 50 mL L−1 CO2. Thereafter, embryos
were surgically transplanted into one or both oviducts of a sow
within 1 day of estrus onset. Pregnancy was diagnosed on day
24–26 (day 0 was the day of SCNT). Cloned piglets were delivered
naturally or following intramuscular injection of prostaglandin
F2 alpha (Ningbo, China) to induce labor on day 114–118 of
gestation.

Characterization and analysis of organs
Five healthy male piglets from each group (MSTN−/−, MSTN+/−,
and WT) were euthanized at 2 days of age and tissues were
collected for experimental purposes. The organs analyzed were
the heart, liver, spleen, lungs, kidneys, and tongue. Body weight,
organ weight, and the ratio of organ weight to body weight were
calculated. The size of each organ was measured with a ruler.

Quantitative real-time PCR
Expression of MSTN-related genes was analyzed by quantitative
real-time PCR. Total RNA was extracted from frozen tissues in liquid
nitrogen using an Eastep® Super Total RNA Extraction Kit (LS1040;
Promega) according to the manufacturer’s instructions. The con-
centration of RNA was measured using a NanoDrop 2000c spec-
trophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA).
RNA purity was evaluated by obtaining a 260/280 nm optical den-
sity ratio of 1.8 to 2.0. Thereafter, cDNA was synthesized using
a PrimeScript™ RT reagent Kit (RR047A; Takara). Real-time PCR

Table 2. Generation of MSTN−/− and MSTN+/− piglets by somatic cell
nuclear transfer

Donor cell Recipient

No. of
embryos

transferred

No. of
piglets

born alive

Birth weight
of piglets

(kg, mean± SEM)

MSTN−/− S1 235 6 0.94 ± 0.07
S2 260 4 1.22 ± 0.25

MSTN+/− S3 206 5 1.16 ± 0.15
S4 258 8 1.55 ± 0.21

was performed on an Agilent Mx3005P system (Stratagene, Wald-
bronn, Germany). Each PCR consisted of 1 μL cDNA, 0.5 μL for-
ward and reverse primers (10 pmol/μL), 10 μL SYBR Premix Ex Taq
(RR420B; Takara), and 8 μL nuclease-free water. The amplification
protocol consisted of an initial denaturation step at 95 ∘C for 1 min,
followed by 40 cycles of denaturation at 95 ∘C for 5 s, annealing
at 60 ∘C for 30 s, and extension at 72 ∘C for 1 min. The primer
sequences are shown in Table 1. Relative gene expression levels
were determined using the 2-ΔΔCT method. GAPDH was used as an
internal control. To assist comparisons, the mean expression level
of each gene was normalized against that in the control group.

Histologic analysis
Organ morphology was examined by hematoxylin–eosin (HE)
staining according to the standard protocol. Paraffin-embedded
sections (4 μm thick) of various organs of MSTN−/−, MSTN+/−,
and WT piglets were prepared. Images were acquired using an
OLYMPUS BX53 microscope.

Western blotting
Total protein was extracted from the heart, liver, spleen, kidneys,
and tongue of MSTN−/− and WT piglets using RIPA buffer. Protein
concentrations were determined using a BCA (bicinchoninic acid)
Protein Assay Kit (23 227; Thermo Fisher Scientific). Equal amounts

J Sci Food Agric 2019; 99: 6788–6795 © 2019 Society of Chemical Industry wileyonlinelibrary.com/jsfa



Tabulka č. 3 počty embryí a počet narozených selat pomocí SCNT (Luo 2019). 

13

6789

Organs of MSTN mutant piglets www.soci.org
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Figure 1. The mutated MSTN sequences in the cell lines used to generate MSTN−/− and MSTN+/− piglets.

Somatic cell nuclear transfer (SCNT) and embryo transfer
Established MSTN−/− and MSTN+/− porcine fetal fibroblast cell
lines were used for SCNT.5,6 The SCNT was performed as previously
described.17 Briefly, matured oocytes with the first polar body
were cultured in a medium containing 0.4 μg/mL demecolcine
and 0.05 mol L-1 sucrose. Oocytes with visible protrusions were
removed using a beveled pipette in medium supplemented with
5 μg/mL cytochalasin B and 0.4 μg/mL demecolcine, and then a
single MSTN−/− or MSTN+/− donor cell was injected into the periv-
itelline space of each oocyte. After fusion and electrical activation,
oocytes were cultured in medium for 2 days at 38 ∘C in a humid-
ified atmosphere containing 50 mL L−1 CO2. Thereafter, embryos
were surgically transplanted into one or both oviducts of a sow
within 1 day of estrus onset. Pregnancy was diagnosed on day
24–26 (day 0 was the day of SCNT). Cloned piglets were delivered
naturally or following intramuscular injection of prostaglandin
F2 alpha (Ningbo, China) to induce labor on day 114–118 of
gestation.

Characterization and analysis of organs
Five healthy male piglets from each group (MSTN−/−, MSTN+/−,
and WT) were euthanized at 2 days of age and tissues were
collected for experimental purposes. The organs analyzed were
the heart, liver, spleen, lungs, kidneys, and tongue. Body weight,
organ weight, and the ratio of organ weight to body weight were
calculated. The size of each organ was measured with a ruler.

Quantitative real-time PCR
Expression of MSTN-related genes was analyzed by quantitative
real-time PCR. Total RNA was extracted from frozen tissues in liquid
nitrogen using an Eastep® Super Total RNA Extraction Kit (LS1040;
Promega) according to the manufacturer’s instructions. The con-
centration of RNA was measured using a NanoDrop 2000c spec-
trophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA).
RNA purity was evaluated by obtaining a 260/280 nm optical den-
sity ratio of 1.8 to 2.0. Thereafter, cDNA was synthesized using
a PrimeScript™ RT reagent Kit (RR047A; Takara). Real-time PCR

Table 2. Generation of MSTN−/− and MSTN+/− piglets by somatic cell
nuclear transfer

Donor cell Recipient

No. of
embryos

transferred

No. of
piglets

born alive

Birth weight
of piglets

(kg, mean± SEM)

MSTN−/− S1 235 6 0.94 ± 0.07
S2 260 4 1.22 ± 0.25

MSTN+/− S3 206 5 1.16 ± 0.15
S4 258 8 1.55 ± 0.21

was performed on an Agilent Mx3005P system (Stratagene, Wald-
bronn, Germany). Each PCR consisted of 1 μL cDNA, 0.5 μL for-
ward and reverse primers (10 pmol/μL), 10 μL SYBR Premix Ex Taq
(RR420B; Takara), and 8 μL nuclease-free water. The amplification
protocol consisted of an initial denaturation step at 95 ∘C for 1 min,
followed by 40 cycles of denaturation at 95 ∘C for 5 s, annealing
at 60 ∘C for 30 s, and extension at 72 ∘C for 1 min. The primer
sequences are shown in Table 1. Relative gene expression levels
were determined using the 2-ΔΔCT method. GAPDH was used as an
internal control. To assist comparisons, the mean expression level
of each gene was normalized against that in the control group.

Histologic analysis
Organ morphology was examined by hematoxylin–eosin (HE)
staining according to the standard protocol. Paraffin-embedded
sections (4 μm thick) of various organs of MSTN−/−, MSTN+/−,
and WT piglets were prepared. Images were acquired using an
OLYMPUS BX53 microscope.

Western blotting
Total protein was extracted from the heart, liver, spleen, kidneys,
and tongue of MSTN−/− and WT piglets using RIPA buffer. Protein
concentrations were determined using a BCA (bicinchoninic acid)
Protein Assay Kit (23 227; Thermo Fisher Scientific). Equal amounts
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Figure 2. Morphology of organs in MSTN−/−, MSTN+/− , and WT piglets. (a) The heart, liver, and tongue of MSTN−/−, MSTN+/−, and WT piglets.
(b) The tongue is larger in MSTN−/− piglets than in WT piglets.

of protein were electrophoresed by 1 g L−1 sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and transferred to
a polyvinylidene difluoride membrane (EMD Immobilon®-P, Mil-
lipore, Merck). The membrane was blocked with 50 g L−1 bovine
serum albumin and incubated with a primary anti-MSTN antibody
(1:2000; SAB1305392; Sigma) overnight at 4 ∘C. After three washes
with tris-buffer saline containing 1 mL L−1 Tween 20, the mem-
brane was incubated with a horseradish peroxidase-conjugated
anti-rabbit secondary antibody (A0208; Beyunt) at room tempera-
ture. Membrane-bound immune complexes were detected using
ECL Western Blotting Substrate (32 209; Thermo Fisher Scientific).
Bands were analyzed using a ChemiDoc™ MP Imaging System and

Image Lab software (Bio-Rad, Shanghai, China). Band intensities
were measured using ImageJ software. Three replicates were
performed.

Statistical analysis
All experiments were repeated at least three times. MSTN−/−,
MSTN+/−, and WT piglets were compared using a one-way analysis
of variance. MSTN−/− and WT piglets were compared using Stu-
dent’s t-test. All data are expressed as the mean± standard error
of the mean (SEM) of three independent experiments. P < 0.05 was
considered significant.
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                  Obrázek č. 2. porovnání orgánů jednotlivých typů selat (Luo, 2019). 

Snížením hmotnosA plic u DBM zvířat může negaAvně ovlivnit respirační funkce a 
zvýšit výskyt respiračních onemocnění. Menší srdce snižuje srdeční činnost a spolu s menšími 
plícemi kapacitu i rezervu kyslíku. Zvířata s DBM vykazují snížené systolické a diastolické 
hodnoty a mají predispozice k alveolární hypoxii a hypoxemii. Při namáhavější akAvitě se 
zvířata rychleji vyčerpají a následkem může být smrt. Menší žaludek a játra mohou ovlivnit 
příjem potravy, protože bylo odhaleno, že zvířata s DBM přijímají výrazně nižší objem krmiva, 
proto je důležité, aby byla zvířatům s DBM poskytována pozornost při krmení a zároveň je 
nutné zajisAt vhodné chovné techniky a způsob chovu (Luo 2019). 

3.2. Dvojité muskulární fenotypy 

      Hypertrofie je zvětšení svalů na hrubé anatomické úrovni, které vykazují příslušníci 
velkých savců. V mnoha případech dochází ke zvětšení svalů výhradně v prenatálním období 
svalovou hyperplazií bez postnatální hypertrofie. Svaly s větší povrchové plochu bývají nejvíce 
zvětšené, hlubší svaly mají tendenci být zmenšeny v porovnání s normálním svalem. Velká 
hospodářská zvířata, zejména skot, mají vysoký výnos pro jatečně upravená těla, což se 
shoduje se sníženou hmotnosG vnitřních orgánů. Tato zvířata jsou náchylná k respiračním 
onemocněním, kulhání, horku a stresu. Hypertrofie také může ovlivnit reprodukci, kde ve 
většině případů dochází ke zGžením porodům, právě kvůli DBM, protože potomci mají větší 
porodní hmotnost.  
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3.2.1. Mutace genu MSTN u skotu 

Svalová hypertrofie u belgického modrého skotu byla poprvé popsána v 80. letech, 
bylo prokázáno, že DBM se dědí jako jeden hlavní autozomální lokus, který je ovlivněn 
několika dalšími lokusy. Ztráta funkce mutace MSTN u belgického modrého skotu se nachází 
na 2. chromozomu, studie také objevily chybnou mutaci v exonu 3. Bylo idenAfikováno 
zhruba 20 různých geneAckých variant. Některé varianty vyvolají svalovou hypertrofii 
inakAvací genu. Variantní alely a neakAvní MSTN souvisí s rychlosG růstu a oblíbenými rysy 
jatečně upravených těl (JUT), tyto polymorfismy se používají ke zvýšení kvality a množství 
masa. Z pohledu produkce masa je to vynikající vlastnost, protože zvířata produkují více 
masa, které je libovější a jemnější, avšak díky sníženému tuku a vyššímu podílu svalové 
hmoty dochází k citlivosA. Problémy spojené s dystokií (problémový porod) jsou často 
pozorované u DBM, protože před narozením se projevuje hyperplazie, která vede k většímu 
počtu telat.  

Homozygotní zvířata s DBM vykazují větší výskyt dystokie, než u zvířat 
heterozygótních. Pro snížení těchto problémů a snížení mortality telat je vhodné zvážit 
křížení homozygotů s heterozygóty. Souhrn geneAckých variant viz. tabulka č. 4. (Aiello 2018) 

3.2.1.1. Plemena skotu s dvojitým osvalením 

Plemeno, u kterého byla hypertrofie analyzována nejrozsáhleji, je plemeno belgické 
modré. Studie odhalily delece 11bp (gen 821 - 831del11) v otevřeném čtecím rámci belgické 
modré MSTN alely, která má na svědomí ztrátu tří aminokyselin (275, 276 a 277) a posun 
recesivní AA 274, který vede k zastavení kodonu po recesivní AA 287. Velikost svalových 
vláken belgického modrého je menší než u ostatních plemen, obsahuje méně kolagenu a 
pojivové tkáně. Obsah tuku v JUT je výrazně nižší než u normálních zvířat, zejména 
intramuskulární tuk (IFC) je ovlivněn fenotypem DBM se silnou redukcí podkožních a 
vnitřních tukových tkání. Výsledky mnoha studí dokázaly, že MSTN se podílí nejen na 
myogenezi, ale také na adipogenezi. Delece a inhibice MSTN vede ke zvýšení svalové hmoty a 
zároveň ke snížení tukové tkáně. Zkřížení belgického modrého s ostatními plemeny, vykazuje 
zjevný účinek i u heterozygótů.  

Stejná mutace byla zjištěna také u španělského plemene skotu asturiana de los valles. 
U plemene piemontese je genotyp BDM dědičné onemocnění spojené se subsAtucí c. 938>A 
ve třeGm exonu. Tato mutace mění funkci MSTN, což narušuje disulfidový most, který je 
nezbytný pro správnou konformaci proteinu. U tohoto plemene je DBM sledováno u více než 
96% populace, ovšem variabilita svalové hmoty je vždy přítomna. Studie dokázaly, že fenotyp 
BDM, částečně resecivní znak, způsobuje velké účinky na konformaci JUT bez negaAvního 
vlivu na otelení ve srovnání se zvířaty bez kopií mutované alely.  

U plemene marchigiana jsou také pozorovány tyto mutace, ovšem ty jsou způsobené v 
exonu 3 g.847G>T v MSTN. V tomto plemeni genotypy MSTN poskytují tři různé fenotypy. 
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Homozygótní jedinci s genotypem G/G vykazují normální genotyp, jedinci s genotypem T/T se 
projevují jako DBM se svým malým tělem a jsou vystavení riziku kostních defektů a vážným 
problémům s přežiGm v důsledku makroglozie, hypoplazie srdce, plic a dalších orgánů. 
Jedinci s heterozygótním genotypem G/T vykazují svalnaté a velké tělo, bez jakékoli výše 
uvedené vady, maso vykazuje lepší kvalitu, proto se využívají v křížení (Aiello 2018). 

Tabulka č. 4 Souhrn dalších geneAckých variant u skotu (Aiello 2018) 
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been identified in the bovine MSTN. Some of these genetic

variants give rise to muscular hypertrophy by inactivation

of the gene (Grobet et al. 1997). Variant alleles and inactive

MSTN have a significant association with growth speed and

favourite carcass traits, so these polymorphisms could be

used in beef cattle to increase the quality and quantity of

meat (Mirhoseini & Zare 2012). From the perspective of

quality meat production, this is an outstanding trait,

because these animals produce not only just more but also

leaner and tenderer meat (Kobol!ak & G!ocza 2002). The

carcass and meat quality traits are superior in these animals

because of a reduction in fat (decreased by 50%), an

increase in muscle mass (by 20%), lower proportions of

bone and also less connective tissue, which contributes to

tenderness (McPherron & Lee 1997; Vincenti et al. 2007).

However, dystocia-related problems are often observed in

double-muscled cattle because hyperplasia occurs before

birth, resulting in larger calves (Deveaux et al. 2001).

Homozygous double-muscled animals manifest more prob-

lems of dystocia than do heterozygotes. Therefore, to

generate homozygous animals and at the same time keep

costs down as well as reduce calf-death probability, it is

worth considering mating heterozygous animals (Bellinge

et al. 2005).

A summary of the detected genetic variants in cattle is

reported in Table 1.

Double-muscled cattle breeds

Belgian Blue

The breed in which this muscular hypertrophy and its

effects have been analysed most extensively is the Belgian

Blue breed, which has been systematically selected for DBM

to the point of fixation in many herds. Research by Grobet

et al. (1997) revealed an 11-bp deletion (g.821–831del11)
in the open reading frame of the Belgian Blue MSTN allele

that results in the loss of three amino acids (275, 276 and

277) and a frameshift after aa 274. The frameshift leads to a

stop codon after aa 287. Work by Wegner et al. (2000)

showed that semitendinosus from Belgian Blue was 1.6

times the weight of normal breeds due solely to an increase

in muscle fibre number. Indeed, muscle fibre size from the

Belgian Blue was actually smaller than in other breeds

(Wegner et al. 2000). Furthermore, these animals have less

collagen and connective tissue than do normal animals. The

carcass fat content in these animals is significantly lower

than in normal cattle, especially intramuscular fat (mar-

bling), which is influenced by the DBM phenotype with a

strong reduction of subcutaneous and internal fat tissues

(Mirhoseini & Zare 2012). The results of many studies in

fact have indicated that MSTN plays key roles in not only

myogenesis but also adipogenesis. MSTN deletion and

inhibition in animals lead mainly to increased muscle mass

and reduced fat mass (Deng et al. 2017). In beef cattle

production, crossing with Belgian Blue cattle shows that

although the gene is recessive and monofactorial, its effect is

apparent, even in heterozygous animals, due to its partial

dominance (Kobol!ak & G!ocza 2002).

The same mutation has also been found in the Asturiana

de los Valles (AV), a Spanish beef cattle breed. MSTN

polymorphisms in the AV breed have been described, and its

diffusion into the breed has been continuous for economic

reasons (Grobet et al. 1997).

Piedmontese

In Piedmontese cattle, the DBM phenotype is an inherited

condition associated with a g.938G>A substituion (in exon

3), which translates to p.Cys313Tyr in a highly conserved

cysteine-knot structural motif region of the protein. This is

in the pre-helix loop, a region known to be important for

ALK4/5 receptor interaction (Cash et al. 2012). The muta-

tion alters the function of MSTN, which disrupts a

disulphide bridge that is essential for the correct confor-

mation of the protein (Kambadur et al. 1997). This breed

has been systematically selected for DBM to the point of

fixation in many herds (>96% homozygous in the

Table 1 Polymorphisms of the myostatin gene in cattle.

Breed

Polymorphisms

ReferencePosition Mutation

Asturiana de
los Valles

c.821 del11 Grobet et al. (1997)

Belgian Blue c.821 del11 McPherron & Lee (1997)
Blonde
d’Aquitaine

c.821 del11 Kambadur et al. (1997)
g.3811 T>G Bouyer et al. (2014)

Charolaise c.610 C>T Kambadur et al. (1997)
Gasconne c.938 G>A Kambadur et al. (1997),

Dunner et al. (2003)
Limousine c.821 del11 Kambadur et al. (1997)

c.610 C>T Cappuccio et al. (1998)
g.433 C>A Sellick et al. (2007)

Maine-Anjou c.419 del-7-ins10 McPherron & Lee (1997)
c.676 G>T Grobet et al. (1997)

Marchigiana g.874 G>T Cappuccio et al. (1998)
Nellore g.76 A>T Grisolia et al. (2009)

g.111 G>T
g.267 A>G
g.374 del16
g.414 C>T
g.420 T>G
g.433 A>T
g.445 A>T
g.527 T>A
g.641 G>A
g.694 G>A
g.840 A>G
g.951 T>G
g.1083 C>T

Parthenoise c.821 del11 Kambadur et al. (1997)
Piedmontese c.938 G>A Kambadur et al. (1997)
Rubia Gallega c.821 del11 Kambadur et al. (1997)
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3.2.2. Mutace genu MSTN u ovcí  

     Gen MSTN se nachází u ovcí na konci dlouhého ramene druhého lokusu 2q32 
druhého chroromozomu. Bylo zjištěno 77 MSTN SNP u různých plemen ovcí a většina SNP se 
nachází v nekódovaných oblastech genu. Výjimkou je delece 1bp v norských bílých ovcích a 
1bp inzerce v ovcích rommey. Souhrn geneAckých variant u ovcí jsou uvedeny v tabulce č. 5 
(Aiello  2018). 

3.2.2.1. Plemena ovcí s dvojitým osvalením 

Texel, toto belgické plemeno vykazuje zvětšení svalových vláken, proto lze říci, že mají 
hypertrofii, avšak analýza genu MSTN neodhalila žádné nukleové rozdíly v oblastech kódování 
mezi DBM a normálními zvířaty. To naznačuje, že geneAcké variace nacházející se mimo 
oblasA kódování hrají důležitější roli v regulaci vývoje svalů, narozdíl od skotu, kde byly 
nalezeny ztráty v rámci kódovacích exonů (Aiello, 2018). KvanAtaAvní analýza pokusů u ovcí 
zjisAla, že u plemene texel se vyskytuje varianta g.6723G>A v 30-UTR, což je nepřeložená 
oblast MSTN na druhém chromozomu, jež má vliv na svalovou hmotu. Vytváří se místo pro 
miR1 a miR206, mikroRNA, které jsou exprimovány v kosterním svalstvu (Aiello 2018). 

Fenotyp DBM u norských bílých ovcí byl popsán jako nadměrný vývoj svalové hmoty, 
zejména na zadních končeAnách. U tohoto plemene byla nalezena stejná mutace jako u ovce 
texel, ale s méně hlubokým účinkem (Aiello  2018). 
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Tabulka č. 5 souhrn geneAckých variant u ovcí (Aiello 2018). 
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coding regions between double-muscled and normally

muscled animals (Kijas et al. 2007). This suggests that

genetic variation located outside the coding regions plays a

more important role in the regulation of muscle develop-

ment, in contrast to cattle, for which MSTN loss-of-function

variants have been found within the three coding exons

(Grobet et al. 1997). Quantitative trait locus analysis in

Texel sheep characterized a variant (g.6723G>A) in the 30-

UTR (untranslated region) of MSTN on chromosome 2 that

has an effect on muscle mass. This creates a target site for

miR1 and miR206, microRNAs that are highly expressed in

skeletal muscle (Kijas et al. 2007). Other genetic variants

have also been found including c.*1232A, g.391G>T and

18 other SNPs: g.2449C>G, g.2379C>T, g.1405A>T,
g.1402G>A, g.1214C>T, g.1129C>T, g.41A>C, g.39T>C,
g.474C>T, g.613T>C, g.616G>A, g.619T>C, g.622T>C,
g.632G>T, g.696C>T, g.3135C>T, g.4036A>C and

g.4044C>T (Kijas et al. 2007).

Norwegian sheep

The DBM phenotype in Norwegian White sheep has been

described as extraordinary over-development of muscles,

particularly on the hindquarters. Investigations have

shown that these animals have not only extremely low

levels of subcutaneous fat but also decreased internal fatty

tissues. The DBM animals have lower bone mass compared

with wild type animals. Sequence analysis revealed a 1-bp

deletion in MSTN (c.960delG) in DBM individuals. The

deletion of this G residue disrupts the reading frame from aa

320 onward and produces a premature stop codon at aa

359 (compared to aa 375 in wild type animals) (Boman &

V!age 2009).

The same MSTN 30-UTR mutation (c.*2360G>A) identi-
fied in Texel sheep was also found in the Norwegian breed

but with a less profound effect (Boman & V!age 2009).

However, a similar phenotype of increased muscle mass and

fat was found in Norwegian Spælsau sheep. The sequencing

of the MSTN coding region revealed a c.120insA insertion

in DBM animals. The insertion of an adenine residue

disrupts the reading frame from aa position 40 onward and

generates a premature stop codon at aa position 49 (Boman

& V!age 2009).

New Zealand sheep

A comprehensive investigation of polymorphisms in MSTN

in a diverse range of NZ sheep breeds (Romney, Coopworth,

Corriedale, Dorper, Perendale, Suffolk, Merino, Dorset

Down, Poll Dorset, Texel and other NZ cross-bred sheep)

was performed using polymerase chain reaction-single

strand conformational polymorphism (PCR-SSCP) analysis

and DNA sequencing. A total of 28 nucleotide substitutions

were identified from nucleotide c.–1199 (in the promoter

region) to c.*1813 in the 30-UTR. Of these, three were

located in the promoter region, three in the 50-UTR, 11 in

intron 1, five in intron 2 and five in the 30-UTR. Ten new

substitutions have been reported: c.–959C>T, c.–784A>G,
c.373+563A>G, c.373+607A>G, c.374–654G>A, c.374–
54T>C, c.748–54T>C, c.*83A>G, c.*455A>G and c.*709C>A
(Han et al. 2013).

Table 2 Polymorphisms on Myostatin gene in sheep.

Breed

Polymorphisms

ReferencePosition Mutation

Texel g.6723 G>A Kijas et al. (2007)
g.391 G>T
g.2449 C>G
g.2379 C>T
g.1405 A>T
g.1402 G>A
g.1214 C>T
g.1129 C>T
g.41 A>C
g.39 T>C
g.474 C>T
g.613 T>C
g.616 G>A
g.619 T>C
g.622 T>C
g.632 G>T
g.696 C>T
g.3135 C>T
g.4036 A>C
g.4044 C>T

Norwegian
White Sheep

c.960 del1 Wang et al. (2016)
c.2360 G>A

New Zealand
Romney

c.101 G>A Kijas et al. (2007),
Wang et al. (2016)c.–959 C>T

c.–784 A>G
c.373+18 A>G
c.373+563 A>G
c.373+607 G>A
c.374–654 T>C
c.374–54 T>C
c.748–54 A>G
c.*83 A>G
c.*455 C>A
c.*709 insA
c.*123A T>G
c.–2449 G>C
c.–2379 T>C

Charollais c.*123A Kijas et al. (2007)
White Suffolk c.*123A Kijas et al. (2007)
Poll Dorset c.*123A Kijas et al. (2007)
Lincoln c.*123A Kijas et al. (2007)
Indian sheep c.539 T>G Pothuraju et al. (2015)

c.821 T>A
Stavropol
Merino

c.373 + 396 T>C Trukhachev et al. (2018)
c.374–362 A>T
c.374–16 delT
c.747 + 185 C>A
c.748–194 C>A
c.782_783 insT
c.940 G>T
c.*310 G>T
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3.2.3. Mutace genu MSTN u koní, králíků a drůbeže 

Mutace genu MSTN byly idenAfikovány u koní se závodním genotypem, který 
ovlivňuje jejich závodní výkonnost a proporce svalových vláken. Bylo sekvenováno celkem 16 
plemen koní  a bylo odhaleno sedm SNP: dva přechody (polymorfismy) v promotorové 
oblasA 646 (GQ183900:g.26T>C), který byl polymorfní u šesA plemen s vyšší frekvencí alely 
g.26C, a 156 (GQ183900:g.156T>C), který byl zjištěn u jedenácA plemen například u plemene 
hafling, nebo norik v homozygotním stavu. Dalších pět SNP bylo idenAfikováno v intronech 
(čtyři byly lokalizované v intronu 1 a jeden v intronu 1). Jeden z polymorfismů na intronu 1 
(g2115A>G) je spojen se schopnosG sprintu u závodních koní, kterým se doposud věnují 
čínské studie a zaGm odhalily 6 různých SNP v MSTN, především zjisAli, že se jedná o 
subsAtuce. Nedávné studie prokázaly, že americké plemeno koně quater horse vykazuje 
inzerci genu MSTN a ovlivňuje proporce svalových vláken (Aiello  2018). 

U králíků byla zkoumána variabilita polymorfismů MSTN na znaky produkce. Byly 
objeveny čtyři SNP pomocí metody sekvenování genomu u 14 plemen s různou konformací a 
svalovou hmotou. Jednalo se o vzácný SNP v exonu 1 (c.108C>T), SNP v exonu 2 (c.713T>A) a 
SNP v 30-UTR (c194A>G). Korelační analýza ukázala, že SNP byl spojen se zvýšením hmotnosA 
jater a JUT (Aiello  2018). 

U drůbeže se gen MSTN podobně jako u savců skládá ze tří exonů (373, 374 bp a 1567 
bp) a dvou intronů. Ukázalo se, že u drůbeže MSTN reguluje nejen vývoj kosterního svalstva, 
ale také se podílí na metabolismu a dispozici tukové tkáně. Čínská studie Ye et al. (2007) 
studovala souvislost MSTN polymorfismů s úmrtnosG, růstem, konverzí krmiva, 
ultrazvukovou hloubkou prsu, procentuální hmotnosG prsu, JUT, defekty nohou a hladinou 
kyslíku v krvi. Výsledek odhalil 14 SNP. Jako hlavní funkce MSTN je regulace růstu kosterního 
svalstva, SNP g.4842T>G je spojen se změnou aminokyseliny v MSTN a mohl by být 
zodpovědný za variability v tělesné hmotnosA. Dále byly zkoumány i kachny, kde tři různé 
SNP výrazně ovlivňovali především tloušťku prsního svalu a svalovou hmotu na nohou (Aiello 
2018). 

3.3. Molekulární genetika 

Nejdynamičtěji rozvíjejícím se vědním oborem o živé přírodě současně je a v nejbližší 
době ještě bude je molekulární biologie. Její propojení s geneAkou přináší kromě mnoha 
nových teoreAckých poznatků také přímé prakAcké aplikace v biotechnologiích, v lidské a 
veterinární medicíně, fytopatologii a ve šlechtění zvířat a rostlin. Molekulární geneAku lze 
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rozdělit na tři navzájem se doplňující oblasA: genové inženýrství, DNA diagnosAka a 
polymorfismus, mapování genomu. Deoxyribonukleová kyselina (DNA) a ribonukleová 
kyselina (RNA) jsou makromolekuly, které obsahují geneAckou informaci. (Hovorková, 2019) 
Nukleové kyseliny jsou nositeli geneAcké informace, ale samy o sobě nejsou schopny 
množení. Základními stavebními kameny jsou mononukleoAdy, složené z cukru pektózy, 
fosfátu a z dusíkatých bází. Nosnou kostrou nukleových kyselin jsou polynukleoAdové 
řetězce, kde se střídají cukry s fosfátem (Hruban & Majzlík, 2002). 

3.3.1. Genetické markery 

GeneAcké markery jsou velice důležité pro analýzu genomu a umožňují zadržování 
dědičných rysů se základními genovými variacemi. Během posledních let se rozvinula 
technologie a zároveň i dvě formy geneAckých marketů: jednoduché sekvenční opakování 
(SSRs - Simple Sequence Repeats) a jednonukleoAdové polymorfismy (SNPs - Single 
NucleoAde Polymorphisms). Jedná se o rychlé a levné idenAfikování v DNA a mohou se široce 
využívat v geneAce. Používají se například k detekci alel spojených s onemocněním, 
mapováním homogenity, sekvenováním genomu nebo k určení geneAcké diverzity populace. 

Velmi poziAvní rozvoj se uplatňuje v chovu hospodářských zvířat a v šlechtění pomocí 
selekce podporované markery (MAS). MAS je metoda závislá na molekulárních markerech a 
umožňuje chovatelům výběr rodičovských genotypů, zároveň odstraňuje vazbovou zátěž a 
výběr vlastnosG, které jsou těžce zjisAtelné z fenotypu. MAS umožňuje chovatelům 
dosáhnout požadovaných cílů určitých vlastnosG, může dojít ke zvýšení či snížení frekvencí 
alel, popřípadě její úplné odstranění (Duran et. al 2009). 

3.3.1.1. Kandidátní geny  

Analogie mezi genomy prasat a jiných savců, především člověka, se využívá už téměř 
20 let k předvídání umístění genů a k rozeznání kandidátních genů pro důležité znaky u 
prasat. První případ, kdy byl tento postup úspěšně použit, byla idenAfikace genu RYR1 na Sus 
Strofa Chromosome 6 (chromozóm SSC6) (Hovorová 2019). 

Kandidátní geny pro gen MSTN u prasat se soustředí především dvěma směry: prvním 
z nich je slabost nohou a druhým směrem je obsah intramuskulárního tuku a svalové tkáně. 
Slabost nohou u selat je hlavní příčinou kulhání, které má zásadní dopad na životní podmínky 
zvířat a dále na hospodářské problémy s produkcí prasat. Studie odhalila vysoký výskyt 
syndromu slabosA nohou u komerčních bílých linií prasat, kde byl použit postup založený na 
výpočtu rozptylů k posouzení geneAckého základu onemocnění. K posouzení geneAckých 
parametrů a způsobu dědičnosA tohoto syndromu byly použity analýzy různých složek. 
Mapování homozygozity bylo použito k idenAfikaci oblasG spojených se syndromem slabosA 
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nohou na SSC15, po kterých bylo použito resekvenování celého genomu posAžených a 
kontrolních zvířat k idenAfikaci kandidátské příčinné mutace, která má za následek předčasné 
zastavení kodonu v exonu 3 prasečího MSTN lokusu. Tato kandidátní mutace v MSTN byla při 
narození v Hardy - Weinbergově rovnováze, ale u zvířat se hmotnosG 110 kg se výrazně 
zkreslila (MaAka 2018). V heterozygótní formě byla mutace MSTN spojena se zvýšením 
svalové hloubky tkání a zároveň snížením obsahu tuku, což vysvětluje 31%, respekAve 18% 
geneAcké variace. MSTN ablace u prasat je spojena s problémy přežiGm a kulháním selat, 
ačkoli je tato mutace škodlivá, protože většina selat nepřežije do 40 kg živé hmotnosA, byla 
zachována kvůli selekci pro zvýšení podílu svaloviny, která se taktéž spojuje s heterozygóty. 
Studie prokázaly, že u prasat nedochází k narušení mutací MSTN navzdory intenzivní sekci pro 
růst svaloviny a jejich poměrně vysoké frekvenci u jiných druhů (MaAka 2019). 

Obsah intramuskulárního tuku (IFC) je klíčovým ukazatelem systému hodnocení kvality 
masa a souvisí s chuG, šťavnatosG, jemnosG a schopnosG udržet vodu masa. Mezi hlavní 
složky IFC patří fosfolipidy a triglyceridy, jejichž zvýšení přispívá ke zvýšení IFC. IFC se může 
zlepšovat dvěma chovatelskými metodami: marker - assisted selecAon (MAS) a genom 
selecAon (GS), avšak metoda GS klade vysoké finanční náklady, které většina chovatelů není 
schopna pokrýt. Tak se metoda MAS stává atrakAvnějším přístupem pro zlepšení IFC. Studie 
odhalily několik (dosud konkrétně 12) kandidátních genů a kauzálních mutací pro IFC, 
například FABP3 (rs1110770079), LIPE (rs328830166), IGF1 (rs322131043), IGF1 
(rs341412920), IGF2 (g.3072G>A), LEP (rs45431504, LEPR (rs45435518), MC4R (rs81219178), 
PHKG1 (rs697732005), RETN (rs327132149), RYR1 (rs344435545), SCD (rs80912566) a UBE3C 
(rs81329544). Fenotypová korelace mezi tloušťkou hřbetního sádla (BF) a IFC je střední a 
poziAvní. Zvýšení IFC je zároveň poziAvní pro BF. Zvýšená BF by mohla vést ke snížení 
procentuálního podílu libového masa, což negaAvně ovlivňuje výtěžnost libového masa. 
Proto je nutné najít SNP, které by mohly zvýšit IFC a naopak nezvyšovat BF (Wang 2019). 

3.3.1.1.1. Nové plemeno prasat suhuai 

Prase suhuai je nové plemeno libového typu, které bylo získáno po 12 letech křížení a 
obsahuje 25% čínských prasat huai a 75% velkých bílých prasat (obrázek 2.). Prasata tohoto 
plemene jsou distribuována ve více než 20 provinciích v Číně a existuje více než 10 000 
prasnic tohoto plemene, které produkují přes 12 000 tun vepřového masa ročně. Podíl 
libového masa v JUT tvoří zhruba 57% a průměrný denní přírůstek je 660 g od 30 do 90 kg. 
Prase huai má vysokou  kvalitu masa a vysokou toleranci píce, také relaAvně vysoký IFV. Velké 
bílé prase  je komerční plemeno, které je známo pro své libové JUT a rychlý růst, avšak 
vykazuje nižší schopnost ukládání tuku. Prase suhuai má vysokou krmnou toleranci od 
prasete huai a vysoký podíl svaloviny v JUT a rychlý růst od prasete large white. IFV je 
ovlivněno mnoha faktory: dědičnost, výživa, welfare a způsob krmení. Vzhledem k vysoké 
dědičnosA IFV se spekuluje, že odchylka IFV u prasat suhuai je způsobena jen geneAckými 
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faktory, proto je prase suhuai vhodným geneAckým materiálem pro idenAfikaci geneAckých 
markerů pro IFV (Wang 2019). 

Obrázek č. 3 proces šlechtění nového plemene prasat suhuai (Wang 2019). 

3.3.1.2. Polymorfismus  

Polymorfismus je definován jako rozdíl v DNA sekvenci mezi jednotlivci, skupinami 
nebo populacemi, které zahrnují SNP (jednonukleové polymorfismy). Opakování sekvence, 
inzerce, delece a rekombinace genů, vznikají následkem náhodných procesů během 
embryogeneze či virové infekce. Změny DNA se označují jako mutace, v případě změn 
polymorfismů hovoříme o variantách. Polymorfismy můžeme rozdělit do tří skupin: 
tandemové, repeAce a bodové polymorfismy. Detekce se provádí pomocí různých 
molekulárně geneAckých metod jako jsou polymerázová řetězová reakce (PCR), restrikční 
délka fragmentů polymorfismů (RFLP), sekvenováním celého genomu (Hovorková 2019). 

3.3.1.3. SNP  

SNP (jednonukleové polymorfismy) jsou nejrozšířenějším zdrojem polymorfismů v 
geneAce. Jedná se o změny v jedné bázi mezi dvěma jedinci v definované oblasA. Dělíme je 
do tří následujících kategorií: bodová mutace pouze mezi purinovými nebo piridinovými 
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Figure 1. The cultivation process of Suhuai pig.

2. Materials and Methods

2.1. Ethics Statement

All experimental animals were raised according to Guidelines for the Care and Use of Laboratory
Animals prepared by the Institutional Animal Welfare and Ethics Committee of Nanjing Agricultural
University, Nanjing, China. All experimental protocols were approved by the Nanjing Agricultural
University Animal Care and Use Committee (Certification No.: SYXK (Su) 2017-0007).

2.2. Animals and Phenotype Measurements

A total of 330 Chinese Suhuai pigs were used in this study, including 247 barrows and 83 females.
Experimental pigs were all raised under standard indoor conditions in Huaiyin breeding farm (Huaian,
China). Since these pigs were not raised at the same time and the same age (219.10 ± 1.10 day), they
could only be slaughtered at the same slaughterhouse in 3 batches in Jinyuan Meat Products Co., Ltd.
(Huaian, China) when these pigs reached market weight (80–90 kg). Age, carcass weight, sex, batch,
and pedigree were recorded in this study. Longissimus Dorsi (LD) muscle samples from the last rib
of the left half of the carcasses were collected and used to determine IFC by the Soxhlet extraction
method [29]. Ear tissues from the end of the right ear were collected and stored in 75% alcohol for
genomic DNA extraction. The BF thicknesses were measured by digital caliper at 3 positions (the
shoulder, the last rib and the last lumbar vertebrae) on the right side of the carcass. After that, ABT
(ABT = the average values of the results obtained at the 3 positions) was calculated.

2.3. Isolation of Genomic DNA and SNPs Genotyping

The genomic DNA was isolated from ear tissue using the standard phenol-chloroform protocol
method [30]. The DNA concentration was measured with a Nanodrop 2000 spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA) and the integrity of the DNA was checked on
1.5% agarose gel with an FR-250 electrophoresis apparatus (Furi Technology Co., Ltd., Shanghai,
China). Only high-quality genomic DNAs from all samples were used for subsequent genotyping.
The polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) method and
the improved multiplex ligation detection reaction (iMLDR) technique [31] were used to analyze the
polymorphisms of 13 SNPs from the 12 candidate genes (Supplementary Table S1). Among these
SNPs, 11 were genotyped through iMLDR in one ligation reaction, including LIPE (rs328830166), IGF1
(rs341412920), IGF1 (rs322131043), IGF2 (g.3072G > A), LEP (rs45431504), LEPR (rs45435518), MC4R
(rs81219178), RETN (rs327132149), RYR1 (rs344435545), SCD (rs80912566) and UBE3C (rs81329544).



bázemi (C/T nebo G/A), transverze, inzerce a delece. SNP jsou stabilní a nemění se z generace 
na generaci, můžou ovlivnit až 22% fenotypové variability (Hovorková 2019). 

3.3.2.. Molekulární genetické metody 

3.2.2.1. Izolace DNA  

Izolovat DNA je teoreAcky možné z jakékoli tkáně, která obsahuje buňky s jádrem.  Ve 
většině případů izolujeme DNA, která je přítomna v nitrobuněčném obsahu. Pokud se ve 
vzorku nachází více druhů buněk je možné buňky separovat, například centrifugací 
(Schmidtová 2012). V praxi se běžně používá krev nebo čerstvé, mražené či jinak izolované 
tkáně. Pro každý vzorek i typ tkáně je postup jasně daný, u všech metod jsou základní kroky v 
procesu izolace DNA, jimiž jsou: lýza buněk, odstranění bílkovin a buněčných zbytků, umístění 
DNA do roztoku (Hovorková 2019). 

3.3.2.2. Gelová elektroforéza  

Tato metoda patří mezi nejúčinnější způsoby separace fragmentů DNA různých 
velikosG. Metoda je založena na pohybu záporně nabitých molekul DNA, jejíž elektrické pole 
směřuje k anodě. Nejčastěji se provádí na nosiči (gelu, který se získává z mořských řas rodu 
Gelidium), který je tvořen systémem polymorfních molekul s póry, jimiž se molekuly DNA 
pohybují různou rychlosG v závislosA na délce (kratší řetězce se pohybují rychleji, než dlouhé 
řetězce) (Schmidtová 2012). Gel se připraví o koncentraci 0,5 - 2 % dle velikosA fragmentů 
DNA. Do jamek se nanese DNA, v jamkách se nachází již pár TAE. Fosfátové řetězce DNA, 
obsahují záporně nabité molekuly, které migrují ke kladně nabité anodě, při čemž dochází k 
oddělení (Hovorová 2019).  

3.3.2.3. Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

Metoda PCR (Polymerase Chain ReacAon) umožňuje velmi rychlé zmnožení určité DNA 
sekvence (genu). Zmnožený DNA segment se v této metodě nevkládá do žádného vektoru ani 
hosAtelské buňky. PCR je bezbuněčný postup, ve kterém se využívá účinek DNA polymerázy, 
která připojuje jednotlivé nukleoAdy na zvolený úsek, který chceme amplifikovat. Začátek 
syntézy řetězce  začíná od primeru, jež je připojen na denaturované vlákno DNA. Délka 
synteAzovaného segmentu je dána druhým průměrem na kompletním vlákně. Metoda PCR 
probíhá ve třech fázích střídáním teploty:  

1. fáze je rozvlnění DNA, denaturace krátkým ohřáGm nad 95 ℃.  
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2. fáze je připojení primářů, krátké snížení teploty na 40 - 50 ℃, průměry se 
vodíkovými můstky napojí na komplementární úseky DNA. 

3. Syntéza komplementárního úseku vymezeného průměry, zvýšení teploty na 70 ℃. 
Po této fázi se postup vrací k 1. fázi. 

Tyto cykly se mohou opakovat, protože PCR směsi jsou v nadbytku, při častějším 
opakování získáme více klonů DNA (Hruban &  Majzlík, 2002).  

3.3.2.4. RFLP 

RestricAon fragment lengt polymorphism - polymorfismus délky restrikčních 
fragmentů je metoda určená k získávání nejčastěji používaných DNA markerům. Pomocí 
restrikčních enzymů, které dokáží rozpoznat sekvence v DNA a katalyzovat endonukleolyAcké 
štěpení, získají se fragmenty definovaných délek, které můžeme zobrazit pomocí 
elektroforézy. Během evoluce došlo ke změnám buď bodovými mutacemi, inzercí nebo 
delecí. Novější metoda je RFLP-PCR, která kombinuje PCR a RFLP, výhodou této metody je 
menší náročnost, možnosA využiG méně koncentrované DNA a lepší určení místa mutace 
(Hovorková 2019).  

3.4. Jedna ze zásadních studií slabosti končetin u prasat 

ProzaGm jediná studie zabývající se touto problemaAkou. Vzhledem k její aktuálnosA a 
jedičnečnosA ji zde věnuji samostatnou kapitolu. 

3.4.1. Zvířata 

Od roku 2007 do roku 2010 bylo shromážděno 19006 selat, během těchto let byl u 
selat zjištěn syndrom slabosA končeAn. V roce 2011 byl odebrán vzorek DNA u dalších 119 
selat a v roce 2012 u 486 selat ze stejné populace, z nichž vykazovalo 384 selat hmotnostní a 
jatečně upravené fenotypy. Slabost nohou je u zvířat byla u vizuálně posouzena jako normální 
nebo ovlivněná (0/1). Vada končeAn je charakterizována Gm, že sele není schopno narovnat 
nohy a stát, nejvíce je patrná u předních nohou, sele není schopno sát mateřské mléko, proto 
tyto problémy u selat většinou končí smrG hladem, nebo zalehnuGm prasnicí. Tam, kde 
výsledek vedl ke špatným životním podmínkám selete, bylo mládě v souladu s eAckým 
prohlášením utraceno. (MaAka 2019). 
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3.4.1.1.Homozygotní mapování recesivní mutace 

Deset posAžených zvířat z různých vrhů a 10 kontrolních vzorků bylo genotypyváno 
pomocí čipu Illumina PorcineSNP60 SNP. Zachovány byly pouze SNP, které byly zmapovány do 
známých pozic na autozomálních chromozomech a nebyly heterozygótní. Zbývalo 38570 
segregačních autozomálních SNP pro použiG v homozygotním mapování. OblasA 
homozygotní byly posuzovány podle sladění s referenční sekvencí Sscrofa 11 (MaAka 2019). 

. 

3.4.1.2. Histologická analýza  

Vzorky bicepsu byly odebrány z jednoho selete MSTN  knockoutovaného homozygotů 
(TT) a jednoho selete heterozygotního (TG) a byly fixovány do 10 % neutrálního formalinu. Po 
24 hodinách fixace byly tkáně zpracovány na para�nových blokách a odebralo se 4 µm čásA a 
byly obarveny hematoxylinem a eosinem. Jeden snímek byl pořízen u obou zvířat v oblasA, 
kde se myofibribly rozdělovaly příčně. Pro analýzu obrazu byly snímky načteny do systému 
FIJI a krev z každého snímku byla odstraněna. Poté následovaly dvě binární funkce pro 
vyplnění otvorů a odvodnění, výsledný vzorek byl měřen pomocí analyzátoru, který analyzuje 
čásAce menší než 5 µm2. Velikost myofibrilů byla porovnávána mezi oběma vzorky pomocí 
Mann - Whitneyho testu k posouzení hypertrofie. Pro pozouzení hyperplazie byl celkový 
počet myofibrilů vyjádřen jako počet myofibrilů na 100 µm2. V tabulce č. 6 jsou výsledky 
porovnání mezi TG a TT.  (MaAka 2019) 
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Tabulka č. 6 porovnání výsledků histologické analýzy (MaAka, 2019). 

3.4.2. Výsledky  

Cílem této studie či pokusu bylo zjisAt způsob dědičnosA syndromu slabosA končeAn, 
kde se mutace genu MSTN nachází a co způsobuje. Dále odhalit kandidátní variantu této 
mutace, rozdíly mezi různými fenotypy.  

Syndrom slabosA končeAn prasat byl idenAfikovaný v komerční linii velkých bílých 
prasat, kde vykazoval střední až vysokou dědivost. Komplexní Bayesova segregační analýza 
odhalila, že se jedná o recesivní dědičnost tohoto syndromu. Mapování homozygozity zjisAlo, 
že segment 8,3 Mbp na chromozomu 15 SSC15 je oblast, která obsahuje příčinnou variantu 
mutace. Obsahuje 55 SNP, které byly homozygotní u posAžených zvířat, avšak mohlo dojít i k 
pochybení u jednoho zvířete, které bylo zdravé a mělo oblast, kde se vyskytuje příčinná 
varianta. Syndrom slabosA nohou není sám o sobě smrtelný, ale v konkrétních podmínkách 
chovu byl vysilující a posAžená zvířata buď byla zalehnuta prasnicí a nebo nedokázala 
přijmout mateřské mléko od prasnice. Funkční kandidátní varianta byla objevena díky 
sekvenování celého genomu, kde se zjisAlo předčasné zastavení kodonu v exonu 3 MTSN,  
které má za následek nahrazení kodonu kyselinou glutamovou stop kordonem v exonu 3 na 
pozici 274 (c.820G>T). Mutace je se nachází v oblasA, která je vysoce konzervovaná a 
předpokládá se, že výsledkem je zkrácení proteinu. Tato varianta (c.820G>T) byla při HWE 
výrazně narušena v období od 40 kg do 110 kg, protože došlo k úhynu homozygotů, kteří byli 
zmutovaní Tato změna je kvanAtaAvním důkazem selekAvního vymizení homozygotních 
genotypů narozdíl (úmrtnost homozygotů byla náhodná s ohledem na genotyp MSTN) od 

Genotype Period of measurement

Birth up to 40Kg At 110Kg

GG 293 259 169

TG 162 126 90

TT 25 1 0

Total 480 386 259

p 0.78 0.83 0.83

q 0.22 0.17 0.17

χ2 0.18 12.51 11.45

α 0.0193 -0.1800 -0.2103
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vymizení v důsledku selekce proA alele samotné.  Knockoutovaný MSTN byl dříve popsán, a 
je spojován se špatným zdravotním stavem a úmrtnosG, což odpovídá pozorování syndromu 
slabosA nohou a neschopnosG vstát a sát současnými studiemi (MaAka, 2019).  

Již více než 20 let se chovatelé zajímají o studie genu MSTN, objevení ztrátové mutace 
MSTN u skotu, která způsobuje svalovou hypertrofii (DBM). U prasat mutace MTSN 
způsobuje zvětšení svalové hmoty a snížení tukové tkáně. Souvislost mutace MSTN C.820G>T 
s užitkovými vlastnosA prasat byla hodnocena na 384 prasatech, která dokončila test užitkové 
výkonnosA, vzhledem k úbytku homozygotně zmutovaných jedinců byl účinek vlivem mutace 
MSTN c.820G>T spojen pouze s heterozygotními a divokými zvířaty. Heterozygotní zvířata 
měla zhruba o 5 mm větší svalovou hloubku tkáně a o 2 mm zmenšenou výšku hřbetního 
sádla ve srovnání s divokými homozygotními zvířaty. Histologická analýza ukázala zvětšení 
myofibrilů u homozygotních selat (TT) oproA heterozygotním selatům, což naznačuje pouze 
hypertrofii. Počet myofibrilů se u homozygoních a divokých typů selat neliší, tudíž hyperplazii 
analýza vylučuje (MaAka, 2019). 

Mutace MSTN jsou v chovech zachovány díky selekci pro zvýšený růst libové svaloviny 
spojený s produkcí masa, zejména u DBM skotu. U prasat byla prokázána spojitost 
polymorfismů v genu MSTN a produkčními znaky. U velkých bílých prasat studie odhalily SNP 
na chromozomu 15 SSC15, kde se vyskytuje příčinná varianta (exon 3). U velkých bílých 
prasat tato selekce prospívala díky kladnému podílu svaloviny a nižšímu obsahu tukových 
tkání, proto je mutace MSTN g.820G>T v linii udržována s mírnou frekvencí i přes její škodlivý 
vliv na úmrtnost selat. Tomuto příkladu se říká tzv. vyrovnávací selekce, která vysvětluje 
udržování škodlivých alel u skotu a prasat, a proč nebyla v posledních deseAleGch hlášena 
žádná mutace genu MTSN (MaAka 2018). 
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4. Závěr 

V této literární rešerši jsem se zabývala genem MSTN, který ovlivňuje spoustu 
vlastnosG, především podíl svalové hmoty. Na svalovinu klade většina chovatelů důraz, díky 
vzrůstající poptávce po libovém mase. MTSN způsobuje syndrom dvojitého osvalení, jenž má 
na svědomí proces hypertrofie, což je zvětšení tkání. Bylo dokázáno, že MSTN nezpůsobuje 
hyperplazii (znásobení počtu buněk). Mutace genu MSTN má i nepříjemné dopady na 
chovatelské i ekonomické stránky chovu, selata se mohou narodit se syndromem slabosA 
svaloviny, který většina selat nepřežije, protože nejsou schopna sát mateřské mléko. Dále 
může dojít k vyčerpání organismu a sele umírá, smrt mu může neúmyslně způsobit i prasnice 
zalehnuGm. Díky výše popsané studii bych mutaci genu MSTN neeliminovala pomocí selekce, 
protože by došlo k narušení Hardy - Weinbergovy rovnováhy, proto je důležité zajisAt i 
náhodné připařování populace. Navíc dosud neznáme případné další vazby s jinými 
mutacemi v MSTN nebo i v jiných genech. MyostaAn ovlivňuje i velikosA vnitřních orgánů, což 
může mít nežádoucí následky. Zvířata mohou trpět vadami srdce, ledvin, jater, a především 
plicními vadami. V těchto podmínkách je důležité zajisAt vhodné krmení a techniku chovu.  O 
myostaAnu toho doposud moc nevíme, proto by se měl nadále tento gen studovat a 
analyzovat, abychom popřípadě mohli v budoucnu vyloučit syndromy slabosA končeAn a 
chovatelské ztráty způsobené genem MSTN a jeho nežádoucími SNP. U ostatních 
hospodářských zvířat nebyl tento gen zkoumán podrobněji, víme pouze jen to, že u zvířat 
způsobuje DBM, u skotu i zGžené porody kvůli větší velikosA telat. Což klade  větší důraz na 
pozornost chovatelů, protože v těchto případech dochází často k císařským řezům. U koní se 
tento gen selektuje na výkonnost, například u anglických plnokrevníků. U amerického 
plemene quater horse byl tento gen zaznamenám jako DMB. Žádná jiná vada u ostatních 
hospodářských zvířat nebyla doposud zaznamenána.  
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