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РЕЗЮМЕ

Миостатинът е основен растежен фактор, контролиращ формирането на миофибрилите 
през ембрионалното развитие, което определя неговата важна роля за развитието на скелет-
ния мускул. MSTN е определен като кандидат ген, отговорен за двойно замускуления фено-
тип при свине, говеда и овце. Целта на настоящето изследване е да се направи генотипиране 
по миостатиновия (MSTN) ген при свине. Проучването е проведено с 52 ремонтни прасета 
от Дунавска бяла порода. Генотипирани са два участъка от локуса на MSTN ген – GDF8-exon 
3 и GDF8-promoter, чрез метода Полиморфизъм на рестрикционните фрагментни дължини 
(PCR-RFLP анализ) и съответните рестрикционни ензими. DraI и MnlI са използвани за уста-
новяване на генетичния полиморфизъм в GDF8-promoter участъка на гена, а ензимът TaqI за 
GDF8-exon 3. В MSTN/promoter/MnlI и MSTN/exon 3/TaqI региони не е установен генетичен 
полиморфизъм. Всички тествани животни са съответно с ТТ и СС генотип. В MSTN/promoter/
DraI се наблюдава едно хетерозиготно животно с генотип АТ и 51 с генотип ТТ. 
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ABSTRACT

Myostatin (MSTN/GDF8) is a general growth factor that regulates the embryonic process of 
mammalian myofiber formation. This fact determines its major role in the development of skeletal 
muscle. In pigs, cattle and sheep it is assumed that the MSTN gene is “candidate“ gene, responsible 
for the double muscularity phenotype. The aim of this study was to examine genetic variations or 
polymorphism in the locus of myostatin gene in pigs from Danube white breed. DNA was isolated 
from plucked hair of 52 animals from the herd of the Agricultural Institute – Shumen. Genotyping by 
searches locus (GDF8-exon3 и GDF8-promoter) was performed by polymerase chain reaction method 
(PCR method), the analysis of the polymorphism of the restriction fragment lengths (RFLP) and 
three restriction enzymes. MnlI and DraI enzymes were used to determine restriction polymorphism 
in the promoter region of GDF8-promoter and enzymes TaqI for GDF8-exon3. In total 52 pigs were 
analysed for DraI polymorphism in MSTN/promoter; out of them one animal were heterozygote – АТ 
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genotype and 51 were ТТ homozygotes. No restriction polymorphism was detected using MnlI and 
TaqI enzymes in MSTN/promoter and MSTN/exon3 site; all animals were monomorphic for the T 
and C allele respectively.

Key words: myostatin gene, DNA variations, double muscularity phenotype, pigs

Миостатинът (GDF8) е член на фамилията 
Transforming Growth  Factor-β (TGF-β), която 
включва група растежни и диференциращи 
фактори от голямо значение за регулиране 
на ембрионалното развитие и хомеостаза на 
мускулната тъкан при възрастни животни 
(Sonstegard et al., 1998). Установен е в ске-
летната мускулатура при прасета и говеда 
(Arnold et al., 1998), и в мастна тъкан при го-
веда и мишки (McPherron et al., 1997; Ji et al., 
1998). Известно е, че при свинете генът на ми-
остатина – MSTN, е локализиран в хромозо-
ма 15. Съставен е от два интрона и три екзона 
и кодира гликопротеин, който се експресира 
широко в скелетните мускули (Bellinge et 
al., 2005). Промени в структурата и експре-
сията му биха могли да окажат съществено 
влияние върху регулирането на развитието, 
структурата на мускулите и качеството на 
месото (Cieslak et al., 2003). Допуска се връз-
ка между мутации в различни полиморфни 
райони на гена и мускулната хипертрофия 
(Hanset, 1991; Williams, 2008; Rybarczyk et al., 
2010). Според McPherron et al. (1997); Stratil 
and Kopečny (1999) и Cieslak et al. (2003) по 
време на мускулния растеж MSTN инхибира 
белтъчния синтез и деленето на сателитните 
мускулни клетки в зрели клетки. Този факт 
го определя като кандидат-ген, отговорен за 
двойно замускуления фенотип. 

При високопродуктивните породи свине, 
кръстоски и хибриди се наблюдава дисба-
ланс между икономически важни признаци 
като съдържание на постно месо в кланич-
ния труп и качество на месото. С напредъка 
в развитието на молекулярните методи е ус-
тановено, че може да се постигне ефективно 
управление на този процес. 

У нас изследванията, свързани с определя-
не на ДНК полиморфизмите в генома на сви-

нете и връзката им с количествени признаци за 
местна продуктивност, са ограничени. Желяз-
ков и кол. (2001, 2006) и Стоянова (2011) са ана-
лизирали генетичната структура по локуса на 
RYR (рианодин рецепторен ген) при култур-
ни породи. Генетично вариране в миостатино-
вия локус при други животни със стопанско 
значение, като овце и зайци, е установено от 
Bozhilova-Sakova et al. (2016), Bozhilova-Sakova 
et al. (2017), Dimitrova et al. (2016), Dimitrova et 
al. (2017) и Hristova et al. (2017).

Целта на настоящето изследване е да се 
проучи генетичният полиморфизъм в два 
участъка в локуса на миостатиновия ген 
(MSTN) при свине от Дунавска бяла порода.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИ

Проучването е проведено с 52 ремонтни 
прасета (10 мъжки и 42 женски) от Дунавска 
бяла порода, отглеждани в Земеделски ин-
ститут – Шумен. Генотипирани са 8 линии, с 
минимум по 5 животни от линия. Животни-
те са развъждани при традиционни условия 
и хранени със стандартна концентратна сме-
ска за съответната категория. 

Биологичните проби са взети от гърба и 
плешката на животните (50 – 60 косъма) и са 
съхранявани в стерилен контейнер при +4 ○С.

Генотипирането на включените в експери-
мента животни по MSTN/promoter и MSTN/
exon 3 ген е извършено по метода PCR-RFLP. 
Анализът е проведен в лабораторията на Аг-
робиоинститут – София, и включва следните 
стъпки:

1. Изолиране на геномна ДНК. 
Геномната ДНК на включените в из-

следването животни е изолирана от косме-
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на луковица с помощта на комерсиален кит 
Blood-Animal-Plant DNA Preparation Kit (Jena 
Bioscience) по оригиналния протокол на про-
изводителя. Оценката на количеството и ка-
чеството на изолираната ДНК е измерено 
УВ-спектрофотометрично.

2. Полимеразно-верижна реакция (PCR 
ана лиз) на MSTN/promoter и MSTN/exon 3.

За амплифициране на проучваните учас-
тъци в локуса на гена чрез полимеразно-ве-
рижна реакция (PCR) са използвани следни-
те два праймера, които амплифицират раз-
лични участъци от локуса на MSTN гена: 
GDF8-promoter (GenBank accession number 
AJ133580): Forward: 5 “TTT TTG AGG AAA 
AAG ACA TTT CAA 3’; Reverse: 5’ ACA ACT 
TGC CAC ACC AGT GA 3’ и GDF 8 - exon 
3 (GenBank accession numbers AJ237920) 
Forward: 5’ CTG CCT CTC TCT CTC TTC 
TCT GTC CTC 3’; Reverse: 5’ CTT TTT 
ATT GTA TGA TTT GTT TTG ATG 3’. Ре-
акционната смес, с краен обем 15 μl, е при-
готвена чрез кит за амплификация MyTaq 
HS Mix-BIOLINE. Процесът e извършен в 
Mastercycler-Eppendorf. Условията, при които 
е проведена амплификацията, са описани от 
Cieslak et al. (2003).

3. Полиморфизъм на рестрикционните 
фрагментни дължини (PCR-RFLP анализ) на 
RYR1 ген.

Анализът за установяване на полиморфиз-
мите по дължина на фрагментните дължини 
(RFLP) е проведен чрез три рестрикционни 
ендонуклеази: TaqI за GDF8-exon 3; DraI; 
MnlI за GDF8-promoter, като пробите са ин-
кубирани в PCR-апарат на 60 °С – 2 часа с 
ензима TaqI, и в термостат на 37 °С – 4 часа с 
другите два ензима. 

Идентификацията на получените фраг-
менти след PCR амплификацията и след Ре-
стрикционния анализ е извършена чрез елек-
трофореза на 1,8% и съответно на 3 и 3,5% 
агарозен гел, наситен с флуоресцентно баг-
рило RedGel. Получените гелове са наблюда-
вани на трансилюминатор под UV-лъчи. По 
броя и дължината на наблюдаваните фраг-

менти са определени съответните генотипо-
ве на животните. За точното определяне на 
дължината на фрагментите в базови двой-
ки (bp) е използвана ДНК контрола – DNA 
Ladder, 100 bp.

Анализът на данните от генотипирането 
включва изчисляване честотите на алелите 
и съответните генотипове на животните по 
CAST гена чрез програмата GENAlex.

РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ

При всички анализирани животни са по-
лучени PCR продуктите на MSTN и с две-
те избрани праймерни двойки (фигура 1а и 
1b). Фрагментите, амплифицирани в GDF8-
promoter участък от гена, са с дължина 397 
bp, а тези в GDF8-exon 3 участък – съответно 
с дължина 899 bp.

Получените резултати след проведения 
анализ по Полиморфизъм на рестрикцион-
ните фрагментни дължини с избраните ен-
зими – DraI, MnlI и TaqI, са представени на 
фигура 2a, 2b и 2c. Имената на алелите са 
свързани с точковата мутация, която ензи-
мът разпознава и разрязва PCR продуктите 
на фрагменти с определени дължини, съот-
ветно за:

Ензим DraI (GDF8-promoter): • 
- алeл А: 4 фрагмента с дължини 259 + 65 

+ 60 + 13 bp;
- алeл T: 3 фрагмента с дължини 324 + 60 

+ 13 bp;
Ензим MnlI (GDF8-promoter):• 

- алeл C: 3 фрагмента с дължини 186 + 117 
+ 94 bp;

- алeл T: 2 фрагмента с дължини 280 + 117 
bp;

Ензим TaqI (GDF8-exon3):• 
- алeл C: 3 фрагмента с дължини 493 + 378 

+ 28 bp;
- алeл T: 2 фрагмента с дължини 493 + 406 

bp.
Анализът на получените резултати показ-

ва, че в генотипираното стадо по локуса на 
MSTN/promoter/DraI ген се наблюдава едно 
хетерозиготно животно с генотип АТ и 51 
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Фиг. 1а. PCR продуктите след амплификацията на MSTN ген с праймер GDF8-promoter, 
визуализирани на 1,8% агарозен гел, DNA Ladder, 100 bp

Fig. 1a. PCR products of GDF8-promoter gene, after amplification, visualized in 1.8% agarose gel, 
DNA Ladder, 100 bp

Фиг. 1b. PCR продуктите след амплификацията на MSTN ген с праймер GDF8-exon 3, 
визуализирани на 1,8% агарозен гел, DNA Ladder, 100 bp

Fig. 1b. PCR products of MSTN/GDF8-exon 3 gene, after amplification, visualized in 1.8% agarose 
gel, DNA Ladder, 100 bp

Таблица 1. Алелни честоти в GDF8-promoter и GDF8-exon 3 участък от локуса на MSTN ген в 
изследваното стадо Дунавска Бяла порода (n = 52)
Table 1. Allele frequencies in GDF8-promoter and exon-3 polymorphic sites in the studies pigs from the 
Danube White breed (n = 52)

Участък от локуса на ген
Polymorphic sites

MSTN (GDF8)
Promoter/DraI

MSTN (GDF8)
Promoter/MnlI

MSTN (GDF8)
Exon 3/TaqI

Алел
Allele А Т С Т С Т

Честота
Frequencies 0,01 0,99 0 1,00 1,00 0

животни с генотип ТТ. Честотата на алел Т е 
0,99, а на алел А – 0,01 (табл. 1).

Полиморфизмът в MSTN/promoter/DraI 
ре гиона за първи път е описан от Stratil and 
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Фиг. 2a. Резултати от проведения PCR-RFLP анализ на MSTN ген с праймер GDF8-promoter, 
визуализиране на сегментите на 3% агарозен гел, след фрагментиране на пробите с рестрикционна 

ендинуклеаза DraI, DNA Ladder, 100 bp
Fig. 2a. Results of PCR-RFLP analysis of MSTN/GDF8-promoter gene, segment digested with the 

restriction endonuclease DraI, visualized in 3% agarose gel, DNA Ladder, 100 bp

Фиг. 2b. Резултати от проведения PCR-RFLP анализ на MSTN ген с праймер GDF8-promoter, 
визуализиране на сегментите на 3% агарозен гел, след фрагментиране на пробите с рестрикционна 

ендинуклеаза MnlI, DNA Ladder, 100 bp
Fig. 2b. Results of PCR-RFLP analysis of MSTN/GDF8-promoter gene, segment digested with the 

restriction endonuclease MnlI, visualized in 3% agarose gel, DNA Ladder, 100 bp

Фиг. 2c. Резултати от проведения PCR-RFLP анализ на MSTN ген с праймер GDF8-exon 
3, визуализиране на сегментите на 3,5% агарозен гел, след фрагментиране на пробите с 

рестрикционна ендинуклеаза TaqI, DNA Ladder, 100 bp
Fig. 2c. Results of PCR-RFLP analysis of MSTN/GDF8-exon 3 gene segment digested with the restriction 

endonuclease TaqI, visualized in 3.5% agarose gel, DNA Ladder, 100 bp
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Kopečny (1999). Авторите установяват чес-
тоти, сравними с тези, представени в това 
изследване. Всички тествани животни от 
породите Пиетрен, Дюрок и Хемпшир са хо-
мозиготни по Т алела, докато в другите три 
породи – Голяма Бяла, Ландрас и Мейшан, 
честотата на алел А варира от 0,05 – 0,21. За 
сходни резултати съобщават и Cieślak et al. 
(2003), висока честота на алел Т и ниска за А 
алела – 0,03 при свине – кръстоска, Голяма 
Бяла х Пиетрен.

В другите изследвани участъци от локу-
са на MSTN не се наблюдават мутантни але-
ли. За MSTN/promoter/MnlI всички тествани 
животни са хомозиготни по алел Т (генотип 
ТТ), а за MSTN/exon 3/TaqI – по алел С (гено-
тип СС) (табл. 1). 

Проучвайки културни породи като Пие-
трен, Ландрас, Голяма Бяла (ГБ), Йоркшир, 
Хемпшир, Дюрок и кръстоски – Пиетрен х 
ГБ и PIC, Stratil et al. (1999) и Cieślak et al. 
(2003) също не намират мутации в MSTN/
promoter/MnlI участък на локуса, а честота-
та на алел Т е 1,0. Авторите посочват, че все 
още няма яснота относно ефекта на високата 
честота на този алел. 

В цитираните изследвания е напра-
вен анализ и на полиморфизма в локуса на 
MSTN/exon 3 регион на гена, изследван чрез 
TaqI рестрикционен ензим. Въпреки че точ-
ковата С-Т мутация не променя аминоки-
селинната последователност на протеина, 
тя може да повлияе стабилността на тРНК. 
Това води до промяна на ескпресията и се 
отразява върху развитието на мускула. Ус-
тановена е висока честота на С алела във 
всички породи (от 0,58 до 1,0), а честотата 
на алел Т е по-ниска, като само в Пиетрен тя 
е с висока стойност – 0,42. Като интересен 
факт е посочено, че въпреки относително 
сравнимата честота на алелите, честотата на 
хомозиготните животни по Т алела е много 
ниска, докато хетерозиготният генотип се 
среща много по-често. По-висока честота на 
генотип ТТ се среща само при комерсиални-
те линии прасета РIC, които имат хиперпла-
зия – 29% по-висок брой мускулни влакна 

на единица площ, в сравнение с кръстоски 
Голяма бяла х Полски ландрас. 

Други автори (Guimaraes et al., 2007) на-
мират няколко полиморфни участъка в ин-
трона на MSTN, при различните породи 
свине. Stinckens et al. (2008) в промоторния 
участък от гена установяват три мутации – g. 
435G > A; g. 447A > G; g. 879T > A, при 5 фе-
нотипно различни породи – Пиетрен, кръс-
тоски на Голяма бяла х Ландрас, Мейшан и 
диви прасета.

В последните години расте интересът към 
проучване на генетичното вариране в раз-
лични участъци от локуса на миостатиновия 
ген. Наблюдаваните мутации обаче са с мно-
го ниска честота и връзката им с продуктив-
ните качества остава не добре изяснена. Това 
е доказателство, че при свинете MSTN е мно-
го по-консервативен и стабилен, в сравнение 
с други селскостопански животни като гове-
да, овце и коне (Grobet et al., 1998; Bass et al., 
1999; Stratil and Kopečny, 1999; Cieślak et al., 
2003; Dall’Olio et al., 2014).

В предишно проучване (Стойкова-Гри-
горова и кол., 2015) е генотипирано същото 
стадо по локуса на RYR1 ген и са установе-
ни два генотипа – хомозиготен по доминан-
тел алел (N/N), с честота 0,962; хетерозиго-
тен (N/N), с честота 0,037. Наличието на ре-
цесивния (мутантен) алел в Дунавска бяла 
порода се дължи вероятно на участието на 
породите Пиетрен и Ландрас в породообра-
зувателния процес. При тези две породи 
Tăbăran (2000), Russo et al. (2004) и Cieślak 
et al. (2003) съобщават за висока честота на 
мутации както в локуса на RYR1, така и в 
този на MSTN гена.

Формирането на мускулната тъкан и мета-
болитните промени в нея е комплексен про-
цес и се влияе от множество генетични фак-
тори (Sellier, 1998). Някои автори (Williams, 
2008; Rybarczyk et al., 2010) допускат, че му-
тациите в определени кандидат-гени могат 
да модифицират ефекта на главни гени като 
RYR1, свързан с количествени и качествени 
признаци за месна продуктивност при сви-
нете.
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ИЗВОДИ

В генотипираните по локуса на MSTN/
promoter/DraI ген чистопородни свине от Ду-
навска бяла порода е установена честота 0,99 
за алел Т и 0,01 за алел А.

В другите изследвани участъци от локу-
са на MSTN не се наблюдават мутантни але-
ли. За MSTN/promoter/MnlI всички тествани 
животни са хомозиготни по алел Т (генотип 
ТТ), а за MSTN/ exon 3/TaqI – по алел С (ге-
нотип СС). 
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