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Norint gauti daugiau ir geros kokybés galvijienos ypac svarbus yra miostatino genas, ki-
taip dar vadinamas dvigubo raumeningumo genu. Galvijams yra atrasta de$imt mutacijy
miostatino gene, i§ kuriy $esios nulemia dvigubo raumeningumo fenotipa. Tarp Lietuvoje
auginamy galvijy miostatino geno polimorfizmas iki $iol nebuvo tyrinétas. Istyrus 11
baziy pory (bp) delecijos mutacija 270 Lietuvoje veisiamy galvijy, miostatino geno MSTN1
lokuso laukinis alelis L1 buvo rastas 0,95 dazniu, o mutaves alelis MSTN1 - 0,05 daZniu.
89 % tirty gyvuliy turéjo homozigotinj laukinj L1/L1 genotipg. 11 % tirty gyvuliy turéjo
heterozigotinj L1/MSTNI1 genotipa ir buvo dvigubo raumeningumo alelio nesiotojai.
Gyvuliy, turin¢iy du pakitusius miostatino alelius su genotipu MSTN1/MSTNI, tirtoje
grupéje nerasta. Nustatyta, kad $arolé, limuzinai, simentaliai, angusai, Lietuvos juod-
margiai, Lietuvos Zalieji, Lietuvos juodmargiy misrinai su $arolé ir su limuzinais 100 %
turéjo laukinj, t. y. nepakitusio miostatino geno genotipa L1/L1. Lietuvos juodmargiy su
Belgijos mélynaisiais visi mi$rinai turéjo po vieng pakitusio miostatino geno kopija ir
genotipg L1/MSTNI. Kadangi miostatino geno mutacija MSTN1 Lietuvos juodmargiy
galvijy veisléje nebuvo nustatyta, §j pakitusj alelj misrainai paveldéjo is tévo pusés, t. y. i§
Belgijos mélynyjy veislés buliy. I$tyrus jy fenotipa, buvo nustatyta, kad visi galvijai turéjo
dalinai i$reikstus dvigubo raumeningumo fenotipo pozymius. Istyrus taskine miostatino
geno mutacija lokuse MSTN2, visi gyvuliai rasti vienodi pagal genotipg L2/L2, t.y. turi
dvi laukinio tipo miostatino geno alelio kopijas. Tirtoje galvijy grupéje mutuotas alelis
miostatino geno MSTN2 lokuse nerastas. Dvigubo raumeningumo fenotipo samprata ir
miostatino geno aleliams specifiniy diagnostiniy PGR metody sukirimas sudaro salygas
vykdyti genotipine gyvuliy selekcija galvijy dvigubo raumeningumo geno atzvilgiu pagal
augintojo poreikius.
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JVADAS

Norint gauti daugiau ir geros kokybés galvijienos ypac
svarbus yra miostatino genas, kitaip dar vadinamas dvigu-

Zinoma, kad gyvuliy produktyvumas bei kiti iikiniai pozymiai,
tokie kaip mésingumas, augimo sparta, pieno kiekis, pieno su-
detis ir kiti, yra paveldimi i kartos j karta, o jy formavimasi ir
funkcines savybes lemia genai. Tyrinéjant galvijy genoma is-
aiSkinama vis daugiau atskiry geny, turinciy jtakos galvijie-
nos kiekiui, kokybei ir galvijy sveikatingumui. Molekuliniy
tyrimy pagalba genetinis galvijy jvertinimas yra atliekamas
tiesiogiai tiriant DNR, kurioje yra saugoma visa genetiné in-
formacija apie gyvulio paveldimasias savybes. Tokie tyrimy
metodai leidZia nuodugniai itirti galvijy genotipa, nustatyti,
kurie genetiniai veiksniai turi jtakos galvijy produkcijos kie-
kiui, kokybei, sveikatingumui, genetinei jvairovei bei geneti-
niams veisliy ry$iams (Blott et al., 1998).

bo raumeningumo genu. Miostatinas priklauso p augimo
faktoriaus $eimai ir yra ekspresuojamas skeleto raumenyse
tiek embrioniniu, tiek poembrioniniu laikotarpiais. Esant
funkcijos praradimo mutacijai gyvianai turi daugiau rau-
meny skaiduly, dél to susiformuoja raumeny hiperplazija
(Guimaraes et al., 2007). 1997 m. mokslininkai McPherron
ir Lee, suarde miostatino geng peléje ir iSanalizave fenotipa,
atrado, kad pazeidimas Siame gene sukelia skeleto raumeny
masés padidéjimg. Genas su panasia seka ir funkcija buvo
rastas galvijams, avims, kiauléms, vis¢iukams, $unims, zmo-
néms (McPheron et al., 1997; Cieslak et al., 2003; Schuelke,
2004; Clop et al., 2006). Miostatino genas randamas antroje
chromosomoje 2q32.1 lokuse (Charlier et al., 1995). Taip pat
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buvo nustatyta, kad gene yra jvykusi ne viena, o kelios muta-
cijos. Vienos i$ jy labiau paplitusios vienose gyvany rasyse,
kitos kitose, taip pat jy paplitimas yra skirtingas tarp atski-
ry gyvuliy veisliy (Kambadur et al., 1997; Smith et al., 2000;
Miranda et al., 2002). Galvijams yra atrasta keletas mutacijy
miostatino gene, i§ kuriy Sesios nulemia dvigubo raumenin-
gumo fenotipg (1 lentelé). Tarp Lietuvoje auginamy galvijy
miostatino geno polimorfizmas iki Siol nebuvo tyrinétas.

METODAI IR SALYGOS

Tyrimui buvo atrinkti 270 galvijy, laikomy UAB Silutés veisli-
ninkystéje, UAB PanevéZio veislininkystéje, ZUB Bernatonyse,
ZUB , Atzalynas, tikininky tkiuose. Galvijai priklausé $ioms
veislems - $arolé, limuzinai, simentaliai, angusai, Lietuvos
juodmargiai, Lietuvos Zalieji, Lietuvos juodmargiy mi$rainai
su Belgijos mélynaisiais, su $arolé ir su limuzinais. Kiekvienai
veislei buvo tirta po 30 negiminingy individy. Tyrimai atlikti
Lietuvos veterinarijos akademijoje, K. Janusausko gyviiny ge-
netikos laboratorijoje. DNR buvo i$skirta i$ plauky, naudojant
DTT (1M), Chelex 100, Protenase K (20 mg/ml) reagentus.

Miostatino geno mutacija lokuse MSTN1 (vienuolikos
baziy pory delecija) identifikuota A- PGR (aleliams specifinés
PGR) metodu (Smith et al., 2000). MSTN1 geno variantams
nustatyti PGR reakcijai buvo panaudoti pradmenys: tiesio-
ginis 5-AGGAGAGATTTGGGCTT-3] atvirkstinis 5-TCCA-
GAGCAGTAATTGGCCT-3’ PGR reakcija atlikta, naudojant
reagentus: 50 mM KCL, 10 mM Tris HCL, 0.8 mM dNTP,
3 mM MgCl,, 0,05 v.v. Taq polimerazés (MBI ,,Fermentas®),
1 pmol kiekvieno pradmens, 100 ng tiriamy galvijy DNR.
PGR reakcija vykdoma amplifikatoriuje (AppliedBiosystem;
GeneAmp PCR System 2 700) rezimu: 94 °C 2,5 min., 30 cik-
ly - 94 °C 1 min., 60 °C 1 min., 72 °C 1 min. ir 72 °C 9 min.
PGR produktas elektroforezés budu frakcionuojamas 3 %
agarozés gelyje, esant 120 V, 45 min. Gelis dazomas etidzio
bromidu 15-20 min. ir analizuojamas UV $viesoje (bangos
ilgis 300 nm) Herolab vaizdo dokumentavimo sistema. PGR
produktai — 140 bp laukinio tipo alelis be mutacijos (L1) ir
129 bp mutuotas alelis su delecija (MSTN1).

Miostatino geno mutacija lokuse MSTN2 (vieno nukle-
otido pasikeitimas i§ guanino j adenina) buvo identifikuo-
jama PGR-RFIP metodu - polimerazés grandinés reakcijos
restrikciniy fragmenty ilgio polimorfizmo tyrimo metodu
(Stasio, Rolando, 2005). MSTN2 geno variantams nustatyti
PGR reakcijai buvo panaudoti pradmenys: tiesioginis 5-
CCAATTACTGCTCTGGAGGAT-3] atvirkstinis 5-GGAGA-
CATCTTTGTAGGAGTACAGC-3’ PGR reakcija buvo atlikta,
naudojant reagentus: 0,8 mM dNTP, 2,5 mM MgCl, , 0,01
v.v. Taq polimerazés (MBI ,Fermentas®), 1 pmol kiekvieno
pradmens, 100 ng tiriamy galvijy DNR. PGR reakcija vyk-
doma amplifikatoriuje (AppliedBiosystem; GeneAmp PCR
System 2 700) rezimu: 97 °C 5 min., 35 ciklai - 94 °C 30 s,
60°C30s,72°C30sir 72 °C 5 min. Amplifikuotas PGR pro-
duktas (124 bp dydzio) karpomas panaudojant 10 v.v Bst F5I
restrikcinio fermento (MBI ,,Fermentas®), esant 55 °C, 2 val.
Karpytas PGR produktas elektroforezés badu frakcionuoja-
mas 3 % agarozés gelyje, esant 120 V, 45 min. Gelis dazomas
etidzio bromidu 15-20 min. ir analizuojamas UV $viesoje
(bangos ilgis 300 nm) Herolab vaizdo dokumentavimo sis-
tema. Po karpymo restrikciniu fermentu gauti dviejy dydziy
DNR fragmentai — 100 bp ir 24 bp. Alelis be taskinés muta-
cijos (L2) davé 100 bp ir 24 bp fragmentus, mutuotas alelis
MSTN?2 turéty duoti 124 bp DNR fragmenta.

TYRIMU REZULTATAI IR APTARIMAS

I$tyrus 270 skirtingy veisliy galvijus, siekiant identifikuoti
galvijy miostatino geno mutacija MSTN1 (11 bp delecija,
jvykusia 821 bp vietoje 3 egzone), tirtoje galvijy grupéje buvo
identifikuoti du aleliai L1 - laukinio tipo ir MSTNI - mu-
tuotas alelis. Siekiant identifikuoti galvijy miostatino geno
mutacija MSTN2 (vieno nukleotido pasikeitimg, t. y. G—>A
938-oje baziy poroje 3 egzone), visi gyvuliai rasti vienodi
pagal genotipa L2/L2, t. y. turintys laukinio tipo miostatino
geno alelj dviem kopijomis. MSTN2 genas yra monomor-
fiskas tirtoje galvijy grupéje nepaisant veislés. Nei heterozi-
gotiniy galvijy, mutuoto geno nesiotojy, nei homozigotiniy
galvijy, turinéiy dvi pakitusio geno kopijas, nerasta.

1 lentelé. Galvijy prarastos funkcijos mutacijos miostatino gene (Grobet et al., 1998; Miranda et al., 2002)
Table 1. Cattle myostatin gene mutations with a loss of function (Grobet et al., 1998; Miranda et al., 2002)

Miostatino geno mutacijos tipas
Type of myostatin gene mutation

Polipeptido pokyciai
Polypeptide changes

nt 821 - delecija 11 baziy pory
nt 821 - deletion of 11 base pairs

Polipeptido sutrumpéjimas iki nesubrendusio STOP kodono
Shortening of polypeptide until immature STOP codone

C313Y - G—A pasikeitimas (938)
C313Y-G—A change (938)

Cisteino pakeitimas j tirozing
Change of cistein to tirosine

nt 419 - 7 baziy pory delecija ir 10 baziy pory insercija
nt 419 - deletion of 7 base pairs and insertion of 10 base pairs

Polipeptido sutrumpéjimas iki nesubrendusio STOP kodono
Shortening of polypeptide until immature STOP codone

Q204X - C—>T pasikeitimas (610)
Q204X - C—T change (610)

Polipeptido sutrumpéjimas iki nesubrendusio STOP kodono
Shortening of polypeptide until immature STOP codone

E226X - G—T pasikeitimas (676)
E226X - G—T change (676)

Polipeptido sutrumpéjimas iki nesubrendusio STOP kodono N terminale
Shortening of polypeptide until inmature STOP codone in N terminal

E291X - G—T pasikeitimas (874)
E291X - G—T change (874)

Polipeptido sutrumpéjimas iki nesubrendusio STOP kodono C terminale
Shortening of polypeptide until immature STOP codone in C terminal
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2 lentelé. Galvijy miostatino MSTN1 genotipy ir aleliy dazniai tirtoje
Lietuvoje veisiamy galvijy grupéje

Table 2. Cattle myostatin gene MSTN1 allele and genotype frequencies in
tested cattle population bred in Lithuania

Aleliai Dazniai Genotipai Dazniai
Allele Frequency Genotype Frequency
L1 0,95 L1/L1 0,89
MSTN1 0,05 L1/MSTN1 0,11
MSTN1/MSTN1 0

Miostatino geno laukinio tipo alelis L1 buvo rastas 0,95
dazniu, o mutaves alelis MSTN1 - 0,05 dazniu. 89 % tirty gy-
vuliy turéjo homozigotinj laukinj L1/L1 genotipa, 11 % — he-
terozigotinj L1/MSTN1 genotipg ir buvo dvigubo raume-
ningumo alelio nesiotojai. Gyvuliy, turin¢iy du pakitusius
miostatino alelius su genotipu MSTN1/MSTN]I, tirtoje gru-
péje nenustatéme (2 lentelé).

Nustacius, kad tirtoje galvijy grupéje identifikuoti galvijai
turi dviejy tipy genotipus, t.y. L1/L1 - laukinio tipo genotipa
ir L1/MSTN1 - mutuotg genotipg, buvo atlikta analizé kaip
$ie genotipai paplite atskirose veislése. Nustatyta, kad 100 %
$arole, limuzinai, simentaliai, angusai, Lietuvos juodmargiai,
Lietuvos Zalieji, Lietuvos juodmargiy misriinai su $arolé ir su
limuzinais galvijai turéjo laukinj, t. y. nepakitusio, miostatino
geno genotipg L1/L1, o Lietuvos juodmargiy su Belgijos meé-
lynaisiais visi miSranai turéjo po vieng pakitusio miostatino
geno kopija ir genotipg L1/MSTN1. Kadangi miostatino geno
mutacija (11 bp delecija) Lietuvos juomargiy galvijy veislé¢je
nebuvo nustatyta, §j pakitusj alelj misranai paveldéjo is tévo
pusés, t.v. i$ Belgijos mélynyjy veislés buliy. Istyrus jy feno-
tipa buvo nustatyta, kad visi galvijai turéjo i§ dalies i$reikstus
dvigubo raumeningumo fenotipo poZymius.

Mokslininkai jrodé, kad Belgijos zydryjy galvijy dvigubas
raumeningumas yra nulemtas miostatino geno mutacijos
(Kambadur et al., 1997). Miostatino geno sekos nustatymas
Belgijos mélynujy galvijy veisléje parodé 11 nukleotidy de-
lecijg, kuri sukelia nesubrendusio STOP kodono atsiradima
ir todél sintezuojamas baltymas praranda biologing funkcija
(McPherron et al., 1998). Dviejy geno kopijy su neaktyviu
miostatinu atveju galvijai yra labai raumeningi. Heterozigo-
tiniai galvijai turi i§ dalies iSreik$tus poZymius, bet jautienos
duoda 7 % daugiau nei galvijai, kuriy miostatinas aktyvus.
Galvijy dvigubo raumeningumo fenotipas susijes su padidéju-
sia skeleto raumeny mase. Ji sukelta hiperplazijos (padidéjes
raumeny skaiduly skai¢ius), susietos su nedidele hipertrofija
(padidéjusiu miofibriliy skersmeniu). Galvijai, turintys dvigu-
bus raumenis, turi mazesnius vidaus organus, kaulus, maziau
riebaly, geriau pasisavina pasarus ir juos pavercia liesa mésa.

Galvijams miostatino gene rasta keletas mutacijy, i§ ku-
riy Sesios lemia miostatino funkcijos praradimg ir dviguby
raumeny fenotipo issivystyma (Grobet et al., 1998; Miran-
da et al., 2002). Anglijos mokslininkai i§tyré miostatino geno
mutacijy paplitimg vienuolikoje veisliy ir nustaté, kad F 94 L
mutacija badinga tik limuziny veislei, taskiné nt 414 C-T
mutacija rasta visose tirtose veislése nedideliu dazniu, taciau

buadingesné saler ir galovéjy veisléms, delecija 7-ins 10 nt 419
bei tagkinés mutacijos Q 204 X, E 226 X ir C 313 Y rastos tik
limuziny veisléje, taciau jos nesglygojo dvigubo raumeningu-
mo fenotipo, 11 bp delecija rasta Belgijos mélynyjy ir Piety
Devono galvijy veislése (Smith et al., 2000). Kiti mokslininkai
nustaté, kad miostatino geno 11 bp delecija, lemianti dvigubo
raumeningumo fenotipa, badinga ne tik Belgijos mélynyjy,
bet ir blonde akvitano, limuziny, asturiano ir rubia gallega
veislése (Karim et al., 2000). Masy tyrimai rodo, kad tarp Lie-
tuvoje veisiamy galvijy tik miSranai su Belgijos mélynaisiais
turéjo 11 bp delecijos mutacija.

Dvigubo raumeningumo galvijai turi keletg trakumy sie-
kiant juos pritaikyti Zemés tikyje. Tai sumazéjes pateliy vaisin-
gumas, mazesnis palikuoniy gyvybingumas ir lytinés brandos
vélavimas. Tac¢iau padidéjusi raumeny masé labai kompen-
suoja $iuos trikumus. Faktas, kad neveikli mutacija miostati-
no gene galvijams lemia, jog jie vis tiek yra gyvybingi, vaisingi
ir gamina aukstos kokybés mésg bei turi padidéjusia raumeny
masg, yra naudingas veisimui (McPherron et al., 1998).

Miostatino geno, kaip kiekybiniy pozymiy lokuso (QTL),
atradimas galvijams yra didelis pasiekimas pritaikant geneti-
niy Zymeny panaudojima veisimo tikslams. Zinoma, miosta-
tino genas néra vienintelis, kuris kontroliuoja augima ir sker-
dienos pozymius. Netrukus po mutacijy atradimo miostatino
gene buvo pradéti tyrimai galvijams, turintiems neaktyvy
alelj, norint identifikuoti kitus kiekybiniy pozymiy lokusus,
turinc¢ius jtaka mésiniy galvijy raumeningumui. Buvo jrody-
ta, kad skerdienos sudétis ir mésos kokybés savybés taip pat
yra veikiamos dar vieno nezinomo lokuso, nustatyto keliose
galvijy chromosomose (Switonski, 2002).

Genetiniy Zymeny panaudojimas Zemés tikio gyvuliy se-
lekcijoje atveria naujas galimybes. Genetiniai Zymenys gali
bati naudojami tiek vieno geno, tiek geny grupés lemiamo
pozymio identifikavimui. Genetiniy Zymeny panaudojimo
selekcijoje privalumai, kad $is gyvuliy vertinimo badas yra
patikimas, leidzia jauname am?Ziuje i$aiskinti genus, kontro-
liuojancius selekcing ir technologine auginamy gyvuliy verte,
jvertinti Zemés tGkio gyvuliy genetinj kintamumg ir genetiniy
defekty paplitima bei sudaro galimybe laiku i$vengti nepagei-
daujamy pozymiy pasireiskimo. Genetiniy Zymeny panaudo-
jimas selekcijoje gali labai paspartinti selekcijos procesa, page-
rinti Zemés wkio produkcijos kokybe, sumazinti jos gamybos
savikaing bei padaryti produkcija konkurentabilig rinkoje.

ISVADOS

o I8tyrus 11 baziy pory delecijos mutacija MSTN1, mios-
tatino geno laukinis alelis L1 buvo rastas 0,95 dazniu, o mu-
taves alelis MSTNI - 0,05 dazniu. 89 % tirty gyvuliy turéjo
homozigotinj laukinj L1/L1 genotipg, 11 % — heterozigotinj
L1/MSTNI1 genotipg ir buvo dvigubo raumeningumo alelio
ne$iotojai. Gyvuliy, turin¢iy du pakitusius miostatino alelius
su genotipu MSTN1/MSTN]I, tirtoje grupéje nenustatyta.

o Nustatyta, kad 100 % S$arole, limuzinai, simenta-
liai, angusai, Lietuvos juodmargiai, Lietuvos Zalieji, Lietuvos
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juodmargiy mi$ranai su Sarolé ir su limuzinais galvijai tu-
réjo laukinj, nepakitusio miostatino geno genotipa L1/L1, o
visi Lietuvos juodmargiy su Belgijos mélynaisiais mi$ranai
turéjo po vieng pakitusio miostatino geno kopijg ir genotipa
L1/MSTNI.

o I8tyrus taskine miostatino geno mutacijg MSTN2 (A
pasikeitimas j G) visi gyvuliai rasti vienodi pagal genotipa
L2/L2, t.y. turintys laukinio tipo miostatino geno alelj dviem
kopijomis. Mutuotas alelis nerastas tirtoje galvijy grupéje.
MSTN2 genas yra monomorfi$kas tirtoje galvijy grupéje, ne-
paisant veislés.

o Dvigubo raumeningumo fenotipo supratimas ir
miostatino geno aleliams specifiniy diagnostiniy PGR me-
tody sukdrimas sudaré salygas vykdyti genotipine gyvuliy
selekcija galvijy dvigubo raumeningumo geno atzvilgiu.
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TESTING MYOSTATIN GENE POLYMORPHISM IN
CATTLE BRED IN LITHUANIA

Summary

Myostatin gene, the so-called double-muscle gene, is very important
for getting more and better quality beef meat. In cattle, ten muta-
tions were found in the myostatin gene, six of them resulting in the
double-muscling phenotype. In cattle bred in Lithuania, myostatin
gene polymorphism has never been investigated. After investigat-
ing myostatin gene polymorphism in 270 cattle bred in Lithuania,
MSTNI - 11 bp deletion - a wild type allele (L1) was found with a
0.95 frequency, the allele with mutation (MSTN1) showed a 0.05 fre-
quency, 89% of animals had a homozygote wild L1/L1 genotype. 11%
had heterozygote genotype LI/MSTN1 and were carriers of a dou-
ble-muscling mutation. No cattle with the MSTN1/MSTN1 genotype
were found in the test group. Lithuanian Black and White, Angus,
Lithuanian Red, Limuzin, Simmental, Charolais and crossbred of
Lithuanian Black and White with Charolais and Limuzin cattle had
a 100% wild type L1/L1 genotype. All crossbred Lithuanian Black
and White Belgian Blue cattle had one mutated miostatin gene allele
and the L/MSTNI genotype. As no miostatin gene mutation MSTN1
was found in Lithuanian Black and White cattle breed, it seems that
the crossbred animals inherited the mutated allele from Belgian Blue
bulls. All of the crossbreds with Belgian Blue phenotipically had par-
tially expressed double muscles. Investigation of MSTN2 mutation
has shown that all cattle were equal according to the L2/L2 genotype
and had a wild mysotatin gene allele in two copies. Understanding
the double muscling phenotype and the specific diagnostic PCR tests
for miostatin gene polymorphism identification allows farmers to
perform genotypic selection according to their needs.
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