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Asociacni analyza SNP mutaci v prase¢im genu MC4R
S uzitkovymi vlastnostmi prasat

Souhrn

Cilem prace bylo ovéfit vliv jednonukleotidovych polymorfizmt v prase¢im genu
MCA4R na produk¢ni vlastnosti prasat. Prace je proto rozdélena na dvé hlavni ¢asti: literarni
reSer$i @ samotnou asocia¢ni analyzu, V niz byla vyuzita data od zvitat vykrmenych na testa¢ni
stanici.

ReSerSe shrnuje dulezité poznatky o uzitkovosti prasat, kvalité vepfového masa
a aplikaci molekularni genetiky v Zivo¢isné produkci. Posledni jmenovana kapitola je zamétena
na vyuziti genetickych markert a vyzdvihuje jejich roli ve $lechténi prasat. Proto prace
obsahuje i zakladni metody, jez se pii praci S markery pouzivaji. Zvlastni pozornost ma gen
MCA4R, ktery se zapojuje do regulace piijmu potravy, a proto ho mnohé studie zahrnuji mezi
kandidatni geny vykrmnosti a jate¢né hodnoty.

V praktické ¢€asti prace bylo sledovano 49 kancl hybridni linie Bilé otcovské x
(Landrace x Bilé usSlechtil¢). Zvirata byla vykrmena na testacni stanici Katedry specialni
zootechniky a porazena v pramérné zivé hmotnosti 110 kg a véku 148 dni. Nasledné byl
proveden jate¢ny rozbor a byly odebrany vzorky krve, z nichz byla izolovana DNA, a vzorky
tuku pro stanoveni hladiny slozek kanciho pachu (tzn. androstenonu, skatolu a indolu). Za
pouziti metody PCR-RFLP a elektroforézy pak byly stanoveny genotypy dvou vybranych
polymorfizmti v genu MC4R. To umoznilo provést asociacni analyzu mezi genotypy
a vybranymi kvantitativnimi i kvalitativnimi znaky jate¢né hodnoty.

Vliv polymorfizmu Arg236His dale zkouman nebyl, nebot’ se ve sledované populaci
vyskytla jen jedna alela (G). Zato v ptipadé polymorfizmu Asp298Asn se objevilo piiznivé
rozdéleni alel i genotypu.

Genotyp AA podle ptedpokladu vykazal na konci vykrmu prikazné nejvétsi télesnou
hmotnost, s ¢imz korelovala také hmotnost jate¢né upraveného téla a hlavnich masitych ¢asti.
Mozny vliv polymorfizmu na zmasilost (podil libové svaloviny) se v§ak neprojevil a statisticka
analyza nepodpofila ani vztah k latkam zpisobujicim kanéi pach. Lze tedy souhlasit, ze SNP
v genu MC4R mohou mit vliv na produkéni vlastnosti prasat, ovSem toto tvrzeni je nutné

podpofit dal§imi studiemi.

Klic¢ova slova: Polymorfismus, SNP, MCRA4, prase, uzitkové vlastnosti



Association analysis of SNPs in the porcine MC4R gene
with production traits

Summary

The goal of this thesis was to verify the influence of SNPs in porcine MC4R gene on
pig production traits. The thesis is therefore divided into two main parts: a research and an
association analysis, in which data from animals that were fattened up at a test station were
used.

The research summarizes important knowledge of pig production traits, pork quality
and application on molecular genetics in livestock production. The latter chapter focuses on the
use of genetic markers and highlights their role in pig breeding. Thus, it also contains
characterization of basic methods used when working with markers. Attention is paid to MC4R
gene, which is involved in the regulation of feed intake and therefore is included amongst
candidate genes for growth and carcass value.

In the practical part of the thesis 49 boars of a hybrid line Czech Large White x (Czech
Large White x Czech Landrace) were studied. The animals were fed at a test station of the
Department of Animal Husbandry and were slaughtered at an average live weight of 110 kg
and 148 days of age. Subsequently, carcass analysis was performed and blood samples for DNA
isolation and fat samples for boar taint related compounds were collected. Using PCR-RFLP
and electrophoresis, genotypes by two SNPs in MC4R were determined. This enabled to carry
out the association analysis between the genotypes and selected quantitative and qualitative
traits of carcass value.

The effect of the p.Arg236His was not studied further, since only one allele (G) was
present in the studied population. However, in the case of the p.Asp298Asn a favourable
distribution of both alleles and genotypes appeared.

According to the assumptions, the AA genotype showed the highest body weight at the
end of the fattening, which correlated with carcass weight and weight of primal carcass cuts.
However, the reported possible influence of the p.Asp298Asn on leanness was not supported,
nor was the relationship to boar taint compounds. This thesis therefore agrees that the
p.Asp298Asn in the MC4R gene may affect pig production traits, but assertion needs to be
supported by further studies.

Keywords: Polymorphism, SNP, MC4R, pig, production traits
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1 Uvod

Prase patii k nejdiive domestikovanym druhim hospodaiskych zvifat. Jeho hlavnim
vyuzitim je produkce masa, které poskytuje clovéku vysoce hodnotné bilkoviny. Poptavka po
vepfovém mase stale roste, a proto zootechnicka opatieni i V soucasnosti piedstavuji zakladni
predpoklad pro intenzifikaci chovu prasat. Soucasti téchto opatteni jsou znalosti genetiky, jez
pomahaji vyuzit dosud nevyuzity potencidl Vv uzitkovosti zvitat. Pii tom se ¢im dal vice
uplatiuji poznatky z molekularni genetiky. Pozadovanych vysledkt 1ze dosdhnout mimo jiné

pomoci markert.



2 Cil prace

Cilem prace je overit vliv SNP mutaci v prasecim genu MC4R na produkéni a kvalitativni
vlastnosti prasat.
Hypotéza: sledované SNP v genu MC4R u hybridnich populaci prasat ovliviuji ristovou

schopnost a podil libové svaloviny.



3 Prehled literatury

3.1 Uzitkové vlastnosti prasat

V soucasné dob¢ je veprové maso po drubezim tésné¢ druhym nejéastéji zastoupenym
druhem masa ve vyzivé lidi. Jeho celosvétova produkce v roce 2017 €inila asi 118 milionti tun
s pramérnou spotiebou 12,3 kg na obyvatele. Ve statech Evropské unie pak veprové maso stale
vévodilo statistikam produkce (23,6 milionu tun) ispotfeby (32,5 kg na obyvatele), takze
zaujima tém&f polovinu veSkerého masa, které zkonzumuje primérny Evropan. V dalSich
letech by celosvétova produkce stale méla mirné rlist, ovSem v zemich EU-28 se pfedpoklada
stagnace az mirny pokles (OECD-FAOQO, 2016; OECD-FAOQO, 2017).

Stupka a kol. (2013) konstatovali, Ze chov prasat ma v zabezpecovani proteinové bilance
lidi nezastupitelnou tlohu. Cilem chovatel prasat proto je dosazeni odpovidajici uzitkovosti,
pficemz se zohlednuje ekonomika vyroby, preference konzumentl ¢i kvalita a bezpecnost
vyrobkul. Uzitkové vlastnosti prasat se pak déli do dvou hlavnich skupin, a sice na reprodukéni

a produk¢ni.

3.1.1 Reprodukéni uzZitkovost

Reprodukce ma kli¢ovy dopad na efektivitu chovnych systému prasat. Jeji uzitkovost se
obvykle vyjadiuje jako pocet selat vyprodukovanych jednou prasnici za rok, proto slozky
reprodukéni uzitkovosti tvoii pocet selat ve vrhu a pocet vrhli rocné. Za piredpokladu, Ze
naklady na reprodukéni stddo jsou zhruba stejné velké nehledé na to, kolik selat se rocné narodi
jedné prasnici, je pravé pocet narozenych selat zasadni polozkou v piijmech chovu. Chovatelé
piitom stale vice hledi také na kvalitu selat (Whittemore a Kyriazakis, 2006).

Pulkrabek a kol. (2005) uvadéji, ze v Evropé zacina byt produkce selat rentabilni od 20
odstavenych selat na prasnici ro¢né. Podle Stupky a kol. (2009) by cilem v nasich chovech mélo
byt alespoii 25 a vice selat. Podle dat CSU (2018) se tento tidaj v Ceské republice za uplynuly

rok vyS$plhal uz na 27,9 selete, coZz znamena nardst 0 1 sele oproti roku 2016.
3.1.2 Produkéni uzitkovost

3.1.2.1 Vykrmnost

Dalsi neopomenutelny aspekt uZitkovosti prasat predstavuje vykrmnost, kterd vyjadiuje

schopnost vytvaret z piijatych Zivin jate¢né produkty. | tato schopnost mé své dil¢i ukazatele:



pramérny denni ptirtstek, jenz reprezentuje rast, a spotfebu krmiva na 1 kg ptirtstku zivé
hmotnosti (konverzi), ktera reprezentuje efektivnost vykrmu (Pulkrabek a kol., 2005).

Velmi diilezitou charakteristikou prasat je schopnost produkovat béhem relativné kratké
doby velké mnozstvi té€lesné hmoty, z niz rozhodujici je produkce masa. Ta je funkci plodnosti
a ristu (Hovorka, 1983). Rist obvykle chapeme jako pribyvani na velikosti v disledku mnozeni
a zvétsovani bunc¢k (Whittemore a Kyriazakis, 2006).

Stupka a kol. (2009) vykrmnost charakterizuji jako jev, ktery zahrnuje kvalitativni
a kvantitativni proces — tedy vyvin, respektive rist. Kvalitativnim procesem (vyvinem) se
rozumi diferenciace bunék, jejimz dusledkem je zména tkani, potazmo télesné stavby;
kvantitativni proces (rust) pak vede ke zménam hmotnosti a télesnych rozméra.

Vzhledem k témto definicim tedy vykrmnost zavisi na fad€ vnitinich a vnéjsich faktoru.
Vnitini stoji na genetickém zakladu, ktery ovlivituje hranici riistu a vyvinu a zahrnuje pohlavi
a hormonalni ¢innost organismu. Z toho diivodu na néj ptimo navazuje plemenaiska prace. Zato
vnéjsi faktory vykrmnosti spadaji pod oSetfovatelskou ¢innost, nebot’ mezi n¢ patii vyziva,
mikroklima, zptisob chovu, délka vykrmu atp. (Pulkrabek a kol., 2005; Stupka a kol., 2013).

Témito Ciniteli jsou podminény rovnéz hodnoty zminovanych ukazateli vykrmnosti.
Pramérny denni piirtstek ¢i konverzi krmiva je tedy nutno vztahovat mj. k plemeni, pohlavi
a véku (¢1 obdobi, kdy jsou tyto udaje méfeny). Napiiklad podle Svazu chovatelli prasat
v Cechach ana Moravé je chovnym cilem mateiskych plemen v CR piirtistek 1300 g
Vv unifikovaném testu vlastni uzitkovosti (SCHP, 2010). Saintilan akol. (2011) ve svém
vyzkumu u plemene Large White zase ilustrovali, Ze pramérna spotiecba krmiva na 1 kg
prirGstku byva nejvyssi u vepiikt. Kanecci diky svym biologickym piedpokladiim dosahovali

konverze 2,43 kg, prasnicky 2,66 kg a vepiici 2,81 kg.

3.1.2.2 Jate¢na hodnota

Jatecna hodnota vyjadifuje kvantitativni a kvalitativni hodnotu jate¢ného zvifete.
Zpenézovani U nas (v provozech s prumérné 100 porazenymi kusy tydné) v souladu s nafizenim
Rady EU ¢&. 3220/1984 podléhd systému SEUROP, jehoZ snahou je co nejobjektivnéjsi
klasifikace. V mensich podnicich se ke klasifikaci pouziva dvoubodova metoda, ve vétsich se
méfi aparativng, tzn. vpichovymi sondami ¢i ultrazvukem (Stupka a kol., 2009).

Ke kvantitativnim ukazatelim jate¢né hodnoty Pulkrabek a kol. (2005) zatadili:

e jatecnou vytéznost, ktera je podilem jate¢né upraveného téla za tepla z porazkové
hmotnosti (u prasat 72—-84 %);

e podil libového masa, ktery se hodnoti v souladu se systémem SEUROP;



e vysku hibetniho tuku a pomér masitych, tuénych a ménécennych ¢asti.
Mezi kvalitativni ukazatele pak spadd barva masa, Stavnatost, kiehkost, mramorovani,

tloustka svalovych vlaken, vaznost, chut’ a vliiné¢ masa.

3.2 Kyvalita veprového masa

3.2.1 Veprové maso

Maso lze definovat jako pti¢né pruhovanou svalovinu z tél teplokrevnych jate¢nych
zvifat véetné vazivové soucasti svall, povrchového a intramuskularniho tuku, cév, miznich
uzlin, nervu, kosti a v nékterych ptipadech i opafené kize (Steinhauser a kol., 2000). Veptové
maso se ziskava z jatecné upraveného téla (JUT), které predstavuje dvé k sobé nalezici pulky
s hlavou a kuzi, bez $tétin, bez vykroju o¢nich a usnich, bez mozku, michy, jazyka, branice,
brani¢niho pilife, ledvin, plsti, pohlavnich organd, Sparkii, organti dutiny hrudni, btiSni
a panevni vynatych s piirostlym tukem (Pulkrabek a kol., 2005).

Heinz a Hautzinger (2010) uvadéji, ze JUT prasete ma pramérné nasledujici slozeni:
41,1 % vody, 11,2 % bilkovin, 47,0 % tuku a 0,6 % popelovin. Libové vepfové maso pak
obsahuje: 75,1 % vody, 22,8 % bilkovin, 1,2 % tuku a 1,0 % popelovin. Tyto hodnoty jsou
témer stejné jako u dritbeziho nebo libového hovéziho masa.

Kvalita masa je souhrnem nutri¢nich, senzorickych, technologickych a hygienicko-
toxikologickych vlastnosti (Stupka a kol., 2013). Ty jsou odvislé od vnitfnich a vnéjSich
Cinitell. Mezi vnitini patii vlivy genetiky, plemene, pohlavi, stafi a jatecné hmotnosti. Vné;jsi
Cinitelé zahrnuji vyZzivu, teplotu, svétlo, ustdjeni a pohyb. Zvlastni kategorii piedstavuje
technika a technologie porazky (Hovorka a kol., 1983).

Vsechny jmenované ukazatele jsou samostatné¢ obsahlymi tématy, ale jelikoZz na né

pravdépodobné pusobi gen MC4R, objevuji se i Vv této praci.
3.2.2 Technologické a senzorické vlastnosti
3.2.2.1 Barva
Barva byva pro spotiebitele jednim z prvnich znakli kvality masa. Podminuje ji
pfedevS§im obsah a stav hemovych barviv, tedy hemoglobinu a myoglobinu, ale také pH ¢i

hydratacni stav masa. Obvykle je barva vyjadfovana v systému CIE, jenZ posuzuje svétlost (L*)

a barevny odstin (koeficienty a* a b*) (Pipek a Pour, 1998).



3.2.2.2 Vaznost

Vaznost je definovana jako schopnost masa udrzet vodu vlastni a ptidanou pii ptisobeni
urcité sily. Vyjadiuje se jako podil vody vazané (t]. hydrata¢ni + imobilizované) ku celkovému
obsahu vody v mase. K nejvyraznéjSim faktorim, které vaznost ovliviuji, patii pH,
koncentrace soli, obsah n¢kterych iontl, intravitdlni vlivy, pribéh posmrtnych zmén
arozmélnéni masa (Pipek a Pour, 1998). Kratce post-mortem vaznost masa klesa, avsak
V pribéhu zrani se znovu zvysuje, coz je ptipisovano degradaci cytoskeletarnich bilkovin (Li
akol., 2017). Nepfiijatelna vaznost kazdoro¢né plsobi procentim masa ztraty v milionech

dolard (Huff-Lonergan a Lonergan, 2005).

3.2.2.3 pH

Kvalita masa apH — definovaného jako zaporny dekadicky logaritmus aktivity
vodikovych kationtii — jsou provazany v nékolika klicovych ohledech. Jak uz bylo zminéno, pH
souvisi S barvou a vaznosti, a jeho vyvoj je nezbytny pii procesu zrani. V mase a masnych
vyrobcich nabyva pH hodnot od 4,2 do 7,0. Zvlastni hranici jsou hodnoty okolo 5,0, nebot pti
nich se maso dostava do izoelektrického bodu (pI) — pocet kladnych a zapornych naboji na
molekule bilkoviny je shodny. Cim vice se pH bliZi pl, tim méné jsou bilkoviny rozpustné. V pl
je z toho divodu vaznost nejnizsi (Pipek a Pour, 1998).

Vv piipadé vepifového masa je vada PSE (zkratka angl. pale, soft, exudative = bledé, mékke,
vodnaté). Ta vznika, pokud po porazce dochazi Kk piili§ rychlému Stépeni velkého mnozstvi
glykogenu na kyselinu mlé¢nou. Prudky pokles pH na hodnotu 5,8-5,6 (nebo niz$i) pii stale
pomérné vysoké teplot€¢ masa tim zapfiCini Castecnou denaturaci bilkovin. Vaznost proto
zustava pomérné nizka, coz rezultuje v produkt, ktery spotiebitel vnima negativné kvili
vzhledu a ztraté vody b&hem vaieni (Pipek a Pour, 1998; Whittemore a Kyriazakis, 2006).
Samotny vzhled masa je pro vice jak 60 % spotiebitelii viibec nejdilezitéjSim kritériem pri

vybéru vyrobku v obchodé (Lee a Choi, 1999).

3.2.2.4 Kiehkost a mramorovani

Ktehkost 1ze objektivné hodnotit napf. méfenim sily stfithu nebo spotfeby energie pfi
namleti vzorku. Rozhodujici vliv m& mnoZstvi vaziva ve svalu a tloustka svalovych vlaken.

(Hovorka a kol., 1983). Dilezité je rovnéZz mramorovani (marbling), které kromé kiehkosti



dodava masu také Stavnatost achutnost. Rozsah mramorovani se pfipisuje obsahu

intramuskularniho tuku (instramuscular fat — IMF) (Steinhauser a kol., 2000; Liu a kol., 2012).

3.2.2.5 Chut a vliné

Tyto vlastnosti vedle struktury svaloviny a obsahu tuku determinuje obsah extraktivnich
latek. Mezi extraktivni latky se mj. fadi latky aromatické (Hovorka a kol., 1983; Steinhauser
a kol., 2000).

Aktualnim tématem je kanci pach, ktery je mozno €ichové i chutové detekovat v mase
pochazejicim z nékterych kanci. Tento nezddouci zapach, ktery zptisobuje ekonomické ztraty,
je vsoucasnosti pripisovan zvySené koncentraci tfi latek, a to predevsim v tukové tkani:
androstenonu, skatolu a indolu. Androstenon se syntetizuje stejnou biochemickou cestou jako
testosteron ve varlatech, zatimco skatol a indol vznikaji bakterialnim rozkladem aminokyseliny
tryptofanu ve stievé. Jelikoz se tyto latky v nadmérné (tj. senzoricky detekovatelné) mite
ukladaji v tukové tkani kanci, pro produkci masa se vyuzivaji kastrati (Schroyen a kol., 2015).
Pro androstenon je hrani¢ni koncentrace 1,0 ppm, pro skatol 0,25 ppm. Avsak ne kazdy ¢lovék
kan¢i pach vnima. Piedpokladany podil kanecki, jejichz maso je znehodnoceno kancim
pachem, se ve védeckych studiich velmi rizni — n€které uvadéji 5 %, jiné az 30 % (Whittemore
a Kyriazakis, 2006).

Rutinni chirurgicka kastrace je vSak uz tadu let konfrontovana s otazkami welfare.
Evropska komise v roce 2010 vydala deklaraci, prostiednictvim které vyzyvala producenty, aby
chirurgickou kastraci provadéli pouze s anestézii ¢i s analgetiky a aby do 1. ledna 2018 od
chirurgické kastrace upustili uplné¢ (Evropska komise, 2010). Alternativ je nckolik:
imunovakcinace, vykrm kaneCkti do nizSich porazkovych hmotnosti, pouziti pfistroji na
detekci ,,zavadnych® JUT, sexace spermii a Vv neposledni fadé selekce pomoci genetickych
markerd (Tuyttens a kol., 2011). Nicméné celoplo$né pouZzivani anestézie a analgezie, natoz
dalSich zminénych metod, se v mnoha zemich zejména vzhledem ke zvySenym nakladim stale
neprovadi. Na druhou stranu Dansko, gvycarsko, Nizozemsko, Svédsko, Norsko ¢ Némecko

uz kastraci bez anestézie nebo analgezie zakazaly (De Briyne a kol., 2016).



3.3 Molekularni genetika

Kofeny systematického popisu a mapovani genomu Sus scrofa, jehoz karyotyp sestava
z 19 part chromozomu, sahaji do ptelomu 80. a 90. let minulého stoleti, kdy navazaly na
vyzkum Human Genome Organisation (HUGO). Jejim cilem bylo kompletné zmapovat genom
¢loveka. V pripade prasat se prvni mezinarodné koordinovanou snahou stal Pig Gene Mapping
Project (PiGMaP), financovany Evropskou unii. Pivodni ambici tohoto projektu bylo

identifikovani a popsani tzv. genetickych markerti (Rothschild a Ruvinsky, 2011).

3.3.1 Genetické markery

Genetické markery — znamé sekvence DNA, které lze detekovat molekularnimi
analyzami — se zasadily o vyrazny pokrok molekularni genetiky, ktera také umoznila novy
piistup ke $lechténi zvitat. Diive k odhadu plemenné hodnoty, tedy k odhadu genotypu, mohly
slouzit pouze udaje 0 fenotypu (uzitkovost jednice, rodic¢u ¢i potomkit); zato nyni Ize pro selekci
vyuzit plemennou hodnotu zptesnénou 0 nékteré informace z genomu nebo piimo takové
informace. Pravé genetické markery nam umoziuji tyto informace ziskavat. Kromé ptresnosti
nabizeji markery dalsi kliGové vyhody: jsou zjistitelné ve spermatu, prenatalné i postnatalné
v kazdém véku zvitete; vyskytuji se U obou pohlavi nehled¢€ na to, Ze dany znak ¢i vlastnost se
fenotypové U daného pohlavi kvili pohlavnimu dimorfismu projevit nemutze; odhaluji
I heterozygotni genotypy, které se fenotypové neprojevuji (Steinhauser a kol., 2000). Selekce
pomoci markert se ukryva pod zkratkou MAS (z angl. marker assisted selection; Al-Samarai
a Al-Kazaz, 2015).

Pro marker je nezbytné, aby reprezentoval geneticky rozdil mezi organismy (at’ uz
v ramci jednoho druhu, nebo vice druhti), Cili aby vykazoval polymorfizmus (na zaklad¢
dominantni ¢i kodominantni alelické interkace). Markery ¢asto ani nejsou soucasti sledovaného
genu, tudiz se v takovych ptipadech samy 0 sob¢ fenotypove neprojevuji, avsak kvili své pozici
jsou s timto genem (vazebné) spojeny. Genetické markery se déli na tfi hlavni typy:
e Morfologické (viditelné¢) markery se samy fenotypove projevuji jako znaky nebo
vlastnosti.
e Biochemické markery spocivaji v alelické variaci enzymi (izoenzymi), které
rozliSujeme pomoci elektroforézy.
e DNA (molekularni) markery koneéné odhaluji varianty genetické informace,

aproto jsou nejpouzivanéjSim typem. Vychdzeji zriznych typl mutaci



a obvykle se vyskytuji v nekddujicich oblastech. Vyuzivaji se napiiklad pro
sestavovani vazbovych map (Collard a kol., 2005).

Knoll a Vykoukalova (2002) dale tfidi DNA markery podle vyuziti v mapovani genomu,
a to do téchto podtypi:

e markery kédujici exprimované geny (sem patii kandidatni geny pro QTL), které
maji nizkou hladinu polymorfizmu, ale vyznamné se uplatiiuji pti komparativnim
mapovani;

e markery s vysoce variabilni sekvenci DNA, zejména mikrosatelity a minisatelity
(repetitivni sekvence genomu), které tvoti data pro populacni studie a pii ur€ovani
rodiCovstvi;

e jednonukleotidové polymorfizmy (single-nucleotide polymorphism — SNP).

SNP znamena variantu (mutaci) jediného nukleotidu. Postihnout muze jak kodujici, tak
nekodujici sekvenci — formou inzerce, delece ¢i substituce (tranzice ¢i transverze). Valna
vétsina SNP je bialelicka, takze v populaci se objevuji tii genotypy. O SNP se zpravidla mluvi
pouze Vv ptipadé, ze se vSechny varianty vyskytuji alespon s 1% frekvenci. SNP coby markery
piinaseji velké vyhody: jsou bohaté¢ zastoupeny napfi¢ celym genomem; vykazuji vysokou
stabilitu, opakovatelnost a pfesnost; genotypovani s jejich pomoci probiha pomérné rychle;
v piipadé¢ kodominance efektivné odliSuji heterozygoty od homozygotti. Také diky témto

piinosim se SNP po RFLP a SSR staly tfeti generaci mezi markerovymi technologiemi (Yang
a kol., 2013).

332 QTL

Zminéné mapovani genomu (pomoci vazbovych map), v némz hraji markery
nezastupitelnou roli, je pfedpokladem pro identifikaci lokusi kvantitativnich vlastnosti
(quantitative trait loci — QTL). Tyto lokusy, piesnéji jejich polymorfizmy, ovliviiuji
kvantitativni vlastnosti. JelikoZ se mnohé kvantitativni vlastnosti pfimo promitaji do
ekonomiky produkce, takové vlastnosti se oznacuji rovnéz jako lokusy ekonomicky
vyznamnych vlastnosti (economic trait loci — ETL). Znalost QTL pak umoziiuje zkoumani
gend, které mohou byt zodpovédné za urcitou vlastnost — tzv. kandidatnich genil. V zivocisné
produkci se k hledani kandidatnich gent uplatfiuje zejména komparativni mapovani, které
vyuziva poznatkll z genomu jinych zivo¢isnych druhii (Steinhauser a kol., 2000; Collard a kol.,
2005).



U prasat bylo k prosinci minulého roku nalezeno a zvetejnéno 26 076 QTL, ato
v souvislosti s 647 riznymi vlastnostmi. Vice jak polovina téchto QTL pfitom spada mezi QTL

ovliviiyjici produkéni uzitkovost (Animal Genome, 2017).

3.3.3 Kandidatni geny vyuZivané ve Slechténi prasat

3.3.3.1 RYR1

Uz vice jak 25 let se ve Slechténi prasat K hledani kandidatnich genti, které by mohly mit
vliv na dtlezité (produkéni) vlastnosti, vyuziva konzervované syntenie S ostatnimi druhy savcet,
tedy pfedevsim s lidmi. Prvnim piikladem tspéSné aplikace této metody je identifikace genu
ryanodinového receptoru 1 (RYRL1), jenz uz nyni nese oznaceni pfi¢inny gen (Rothschild
a Ruvinsky, 2011).

Tento gen, nazyvany také jako halotanovy gen (HAL) ¢i gen vapnikového kanalu (CRC),
tvofi v membrané sarkoplazmatického retikula kosterniho svalu receptory pro kalcitové kandly,
takze se podili na svalové kontrakci (Ma a kol., 1988). Mutace v pozici 615, kvili niz ptislusny
triplet namisto argininu koduje cystein, je zodpoveédnad za praseci stresovy syndrom (PSS), nebo
jinymi slovy za syndrom maligni hypertermie, ktery ptsobi producentiim vepfového masa
vyrazné ekonomické ztraty (Fujii a kol., 1991).

Polymorfizmus Cys615 je pro RYR1 oznaCovan jako recesivni alela, tedy malé n.
Homozygotné recesivni jedinci (nn) vSak oproti heterozygotim (Nn) nebo dominantnim
homozygotim (NN) vykazuji vét$i zmasilost, coz v minulosti vzhledem k durazu na podil
libové svaloviny vedlo K vyraznému zvySeni frekvence recesivni alely — piedev§im
u supermasnych plemen jako Pietrain nebo Belgicka landrase. Bylo tak potfeba vyslechtit stres-

rezistentni linie (Stupka a kol., 2009).

3.3.3.2 PRKAG3 (RN)

Gen nekatalytické y3 podjednotky adenosinmonofosfitem aktivované proteinkinazy
(PRKAG3) muze mit na kvalitu masa podobny uc¢inek jako RYRL. Protein kédovany timto
genem reguluje proteinkinazu, ktera v odpovédi na stres usmériiuje metabolické drahy v bufice
(NCBI, 2018). Pro PRKAGS3 ¢asto byva jako synonymum pouZzivan nazev Rendement Napole
(RN), ovsem ten v podstaté zahrnuje jen dvé z alel PRKAG3. Dominantni alela (vznikajici
v disledku p.Arg200GIn v PRKAG3) nese zkratku RN~ arecesivni (p.llel199Val) rn*
(Andersson, 2003; Enfilt a kol., 2006; Rothschlid a Ruvinsky, 2011).

Nositelé dominantni alely RN~ produkuji maso svétlejsi barvy a nizsi vaznosti nez jedinci

s recesivni alelou rn™, coz je pravdépodobné disledkem vyssiho ukladani glykogenu do svali
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(Hamilton a kol., 2000). Obsah glykogenu kviili pfitomnosti alely RN~ roste az 0 70 %
(Rothschild a Ruvinsky, 2011).

Studie RN probihaly hlavné u plemene Hampshire, protoze i kdyz maso z téchto zvitat
mélo post mortem obvykly pokles pH, vykazovalo snizenou kvalitu. To védce vedlo k zavéru,
ze nektefi jedinci plemene Hampshire maji extrémni glykoliticky potencidl, a proto se také

v literatuie mluvi 0 tzv. Hampshire efektu (McKeith a kol., 1998).

3.3.3.3 CAST

Calpastatin (CAST) putisobi jako inhibitor proteaz u- a m-calpainu a jeho aktivita patrné
souvisi S kiehkosti a Stavnatosti masa, protoze calpainy béhem posmrtnych zmén Kkatalyzuji
degradaci bilkovin (Rothschlid a Ruvinsky, 2011). Demonstrovali to naptiklad Ciobanu a kol.
(2004), kteti srovnali mj. tfi haplotypy V populaci tfigeneranich kiizenci Berkshire
x Yorkshire, ato podle polymorfizmii Arg249Lys a Ser638Arg. Vzorky nejcastéji
zastoupeného haplotypu 249Lys-638Arg vykazaly nejlepsi vysledky diky asociaci s vys$sim pH,

Nonneman a kol. (2011) v sekvenci CAST nalezli 194 SNP, z nichz ¢tvefice (EU137105;
67853_270 — pozice 48309, 67855230 — pozice 48699, 67855 289 — pozice 48759 a 77013 _98
— pozice 49228) byla rovnéz ve vyznamné asociaci S kiehkosti masa. Pii méfeni sily stiihu tyto

SNP svym vlivem dokonce ptedCily vySe jmenované polymorfizmy.

3.3.3.4 IGF2

Inzulinu podobny ristovy faktor 2 (IGF2) stejné jako IGF1 interaguje S rastovym
hormonem (STH), takZe zasahuje do mnohych aspektt savéiho vyvoje. Vzhledem K vlivu na
myogenezi byl IGF2 intenzivné zkouman i u prasat. Tento gen se exprimuje v zavislosti na
tkani: zatimco v jatrech nebo v mozku jsou funkéni obé alely, v ledvinach a ve svalech se
exprimuje pouze paternalni alela. V tomto smyslu je kladen diraz na SNP ve tfetim intronu
(9.3072G>A), kdy alela A v fad¢ populaci méla vyrazné pozitivni efekt na vlastnosti JUT.
Avsak v ptipadé zastoupeni IMF na vykazal mnohem lepsi vysledky genotyp GG (Oczkowicz
a kol., 2012).

Prvotni studie Z konce minulého tisicileti uvadéji, ze tento lokus vysvétluje 15-30 %
fenotypového rozptylu v mnozstvi Cisté svaloviny a 10-20 % v rozptylu tloustky hibetniho
tuku (Jeon a kol., 1999; Nezer a kol., 1999).
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3.3.35 LEP

Leptin (LEP) je secernovan adipocyty v odpovédi na hmotnostni nebo energetické zmény
V organismu, procez se zapojuje do regulace piijmu zivin ¢i energetického vydeje
prostiednictvim fady ucinkii na neuroendokrinni systém (Barb a kol., 2001). Mediatorem
tohoto proteinu jsou specifické receptory (LEPR). Jak LEP, tak LEPR je proto asociovan
s reprodukénimi i produkénimi ukazateli v chovech prasat (Chen a kol., 2004).

De Oliveira akol. (2006) provedli asocia¢ni analyzu upéti SNP v LEP (sekvence
GenBank U66254; C798T, T2411C, T3266G a T3469C) a doporucili jejich dal$i zkoumani pro
potencialni markerové vyuziti. Silnou asociaci nasli naptiklad mezi p.C798T a poctem strukti

nebo mezi p.T3469C a ristovymi vlastnostmi.

3.3.3.6 CYP2E1

Jaterni cytochrom P450 2E1 (zkr. CYP2E1) je zapojen piedevsim do latkové premény
etanolu a fady nizkomolekularnich xenobiotik. Mezi QTL prasat se objevuje proto, Ze patrné
mize slouzit jako marker pro kan¢i pach. Skatol totiz indukuje expresi tohoto genu a jeho
enzym ma za ukol pravé hladinu skatolu redukovat. AvSak pokud CYP2E1 nefunguje spravne,
neodbourany skatol se uklada v tukové tkani. Zvifata s vysokym obsahem skatolu v tuku navic
mivaji i vy$$i hladiny androstenonu. Androstenon mozna hraje v expresi CYP2E1 takovou
ulohu, Ze pusobi jako antagonista indukce CYP2EL skatolem, proc¢ez se skatolu zase otevira
cesta k akumulaci do tukové tkané. Tudiz je u nékterych zvifat vysoka akumulace skatolu
dusledkem vysoké produkce androstenonu (Doran a kol., 2002).

Zadinova a kol. (2017) hledali vztah mezi SNP (g.2412C>T, ¢.1422C>T, ¢.1423G>A
a ¢.*14G>T) a hladinou skatolu, androstenonu i indolu. Vyznamnou asociaci odhalili pouze

Vv piipadé indolu, vliv na skatol byl méné priikazny a asociaci s androstenonem nepotvrdili.

3.3.4 Molekularné-genetické metody

K tomu, aby Slechtitelé mohli vyuzit genetické markery nebo rovnou genetické mapy,
bylo zapotiebi vyvinout snadno proveditelné molekularné-genetické metody. Tyto metody
slouzi mj. DNA diagnostice, ktera pracuje S bodovymi i repetitivnimi polymorfizmy (Knoll

a Vykoukalova, 2002).

3.3.4.1 lzolace DNA

Nukleové kyseliny lze teoreticky izolovat z jakékoliv tkan€, jejiz buiiky obsahuji jadro.

Pti procesu extrakce se vyskytuji tfi univerzalni kroky: lyza bun¢k, odstranéni proteinti a jinych
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bunéénych zbytkd a zpfistupnéni DNA v roztoku. Klyze se obvykle pouziva pufri
s proteinkinazami ¢i dodecylsiranem sodnym, coz jsou latky, které naruSuji a zpracovavaji
bunécéné a jaderné membrany. K odstranéni nezadoucich bunéénych komponent mize slouzit
srazeni, absorpce DNA do ruznych nosi¢t nebo piidani roztoku s organickou a vodni fazi, takze
proteiny a lipidy se rozpusti v organické fazi a DNA jsou navazany ve vodni. Ve tietim
a poslednim kroku jsou DNA pievedeny do odpovidajiciho pufru (napi. tris-EDTA) nebo do
ionizované vody. Toho Ize docilit pfidanim etanolu nebo isopropanolu, ktery spousti vysrazeni

DNA, a naslednou centrifugaci (Lefferts a Lefferts, 2016).

3.3.4.2 PCR

Pro vétsinu metod v molekularnich analyzach je zapotfebi ziskat jednotliva vlakna
nukleovych kyselin, k ¢emuz slouzi tzv. denaturace a hybridizace, a ¢asto navic také velké
mnozstvi téchto vladken (nebo lépe feceno jejich usekl). Proto se vyvinuti polymerazové
fetézové reakce (polymerase chain reaction — PCR) stalo klicem k objeveni a aplikaci dalSich
technik (Lefferts a Lefferts, 2016).

Amplifikace specifické ¢asti genomu pomoci PCR probiha diky opakujicim se procesim
v cykleru. Tento piistroj dokaze rychle ménit teploty a po 20-40 cyklech tak lze ziskat
i miliardu kopii vybraného tiseku. Zakladnimi procesy PCR jsou:

1. Denaturace DNA, kdy obvykle pii 92-96 °C dochazi K rozpleteni
dvousroubovice.

2. Hybridiazce (annealing) primerd, coz jsou kratké fetézce DNA (20-25
nukleotidl), které diky unikatni komplementarité vymezuji potiebny tisek. Tento
krok probiha pfi teploté 45-65 °C.

3. Elongace (syntéza) fetézci pusobenim termorezistentni DNA-polymerazy
(72 °C). Ta naseda na 3’-OH konce navazanych primert ave sméru 5°—3’
prodluzuje fetézec ptipojovanim novych nukleotidi. Po kazdém cyklu se tak

pocet fragmenti DNA zdvojnasobi (Koc¢arek, 2008).

3.3.4.3 RFLP

Polymorfizmus délky restrikénich fragmentt (restriction fragment length polymorphism
— RFLP) slouzi k identifikaci alel, ato na zaklad¢ piitomnosti nebo absence specifického
restrikéniho mista Vv fetézci. Toto misto rozpozndvaji restrikéni endonukledzy, které pak $tépi
DNA uvniti nebo blizko rozpoznavaci sekvence. Ta miva délku nékolik nukleotidi a je

oboustranné symetricka (v témze sméru je sekvence stejna U obou komplementarnich vlaken).
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Tato metoda je ovSem sama 0 sobé pomérn¢ pracnd, proto se vyuziva jeji modifikace
PCR-RFLP. Vznikaji tak fragmenty DNA, které se lisi svou velikosti. Diky této skute¢nosti je
pak Ize separovat a vizualizovat pomoci elektroforézy (Knoll a Vykoukalova, 2002).

3.3.4.4 Elektroforéza

Elektroforéza je fyzikdIlné-chemickd metoda pro déleni latek v elektrickém poli.
V elektroforézové vané se nachazi pufr a gel s jamkami pro DNA a diky zdroji stejnosmérného
napéti pak DNA migruje smérem kK anodé. Molekuly vétsi velikosti prochazeji gelem pomaleji,
takZze se po uplynuti uréitého cCasu (napf. 15 minut) vytvaieji patrné odstupy mezi
akumulovanymi molekulami se stejnou velikosti. Gel se obvykle pfipravuje z agarézy nebo
polyakrylamidu, ktery ma lepsi homogenitu a vyssi rozliSovaci schopnost.

Aby byly vzniklé shluky molekul viditelné, je pfed samotnou separaci potfeba pouzit jesté
dalsi latky. Kbarveni vzorkl nejcastéji slouzi fluorescencni ethidiumbromid, ktery ma
schopnost se vmezefovat do vlakna DNA, a vysledky pak odhaluje UV-lampa. Existuji ovSem
i dalsi fluorescenéni barviva (GelRed, GelGreen) a dale je mozné znacit molekuly stiibrem

nebo radiokativnymi izotopy (Knoll a Vykoukalova, 2002).
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3.4 MC4R

Gen pro melanokortin 4 receptor (MC4R) koduje tvorbu stejnojmenného proteinu, ktery
patii mezi membranové receptory (NCBI, 2018). Konkrétnéji se fadi Ktzv. receptorim
spojenym S G-proteiny, pro néz je charakteristicky polypeptidovy fetézec prochdzejici
sedmkrat lipidovou dvojvrstvou bunky. V piipadé MC4R plati, ze hormon, jakozto prvni
signalni molekula, v receptoru stimuluje konformacni zménu, ktera predava signal dal aktivaci
adenylatcyklazy. Adenylatcykldza zodpovidéa za syntézu cyklického AMP (cAMP), druhého
buné¢ného posla, jenz vyvolava mj. aktivaci A-kinazy. Ta pak fosforyluje genové regulacni
proteiny, které konec¢né spoustéji transkripci ptislusného genu (Alberts a kol., 1998).

Receptory MC4 se nachazeji v mozku a ziejmé pusobi na energetickou homeostazi
organismu, nebot’ ovliviiuji pfijem potravy. Na zaklad¢ studii zejména na hlodavcich byly
u MCA4R popsany interakce s agonistou alfa-melanocyty stimulujicim hormonem (alfa-MSH)
a antagonistou agouti-related peptidem (AGRP). Zatimco alfa-MSH, derivat POMC, vyvolaval
anorekticky efekt, sekrece AGRP Vv hypotalamu tento ucinek blokovala, a tudiz byl AGRP
spojen hyperfagii (Ollmann a kol., 1997; Barb a kol., 2004). NCBI (2018) navic uvadi interakci
s adrenokortikotropnim hormonem (ACTH).

Zvysena pozornost se na gen MC4R zamétila v 90. letech, ato v ramci molekularné-
genetickych vyzkumu tykajicich se obezity u lidi (Hinney a kol., 2013; Tao, 2010). Farooqi
a kol. (2003) uvadéji, ze nedostateCnost MC4R je nejbéznéjsi monogenni formou obezity.
Poukazali na to ve svém vyzkumu, kdy ve vzorku 500 lidi, ktefi se v détstvi potykali s obezitou,
nasli 29 jedinct (5,8 %) S mutaci ve vybranych 100 alelach genu. Tito jedinci trpéli t€zkou
obezitou, hyperfagii ¢i hyperinzulinémii. Hinney a kol. (2013) taktéz dosli k zavéru, Ze snizena
aktivita MC4R vede k obezité. V té dobé bylo popsano uz 166 mutaci. Siljee a kol. (2018)

shrnuli, Ze mutace v MC4R jsou pfi¢inou 3—5 % piipadii vazné obezity.

3.4.1 Prase¢i MC4R

Vzhledem Kk vyse popsanému vlivu tuénosti na uzitkovost a kvalitu masa prasat se gen
MCA4R zacal podrobné zkoumat také u tohoto Zivoc¢iSného druhu. V prasec¢im genomu se MC4R
nachazi na chromozomu 1 2227 (Kim akol., 2000b). Asocia¢ni analyzy se zpravidla
zamefuji na polymorfizmus Asp298Asn, marginalné na p.Arg236His. Identifikovany ovSem
byly i dalsi jednobodové mutace: ¢.175C>T (Leu59Leu), c.-780C>G, c.-135C>T, ¢.175C>T,
¢.*430A>T (Kim a kol., 2004; Fan a kol., 2009; Fontanesi a kol., 2013).
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3.4.2 Polymorfizmus Asp298Asn

3.4.2.1 Rust, pfijem krmiva, tu¢nost

Missense mutace, kterou zpisobuje zaména adeninu za guanin v pozici ¢.892 (pfislusny
kodon tak misto kyseliny asparagové koduje asparagin, proto p.Asp298Asp, nebo také D298N),
je asociovana predevsim S rustovymi vlastnostmi a piijmem krmiva. Zatimco varianta Asp298
(alela G) vede k normalni signalizaci MC4R na adenylatcyklazu atedy muze stimulovat
akumulaci cCAMP, varianta Asn298 (alela A) je u prasat funk¢né inaktivni — pokud nedojde ke
zméné vazby Sagonistou ¢i zméné v expresi bunéén€ého povrchu. JelikoZ se selekce
u modernich plemen prasat zaméfovala na co nejvyssi rust v podminkach krmeni ad libitum,
tato plemena (napf. Duroc a Hampshire) vykazuji vysokou frekvenci alely A, tedy varianty
Asn298. Naopak v ptipad€ pomalu rostoucich plemen, u nichz takova selekce provadéna nebyla
(napt. Meishan a prase divoké), je kompletné zafixovana alela G (Kim a kol., 2004).

To potvrdili i Ciobanu a kol. (2001), kdyZ se zaméfili na genetické srovnani rumunskych
plemen Mangalica a Bazna. Mangalica je primitivni sddelné pomalu rostouci plemeno, kdezto
plemeno Bazna, které vzniklo kiizenim Mangalice s Berkshire, vykazuje rychlejsi rustovou
schopnost s vétsi zravosti. U 40 testovanych zvifat Mangalica se alela A vyskytovala jen
s frekvenci 0,09, kdezto u 62 zvifat plemene Bazna m¢la tato alela frekvenci 0,45.

Piorkowska a kol. (2010) zase srovnali frekvence u zvifat plemen Pietrain a Duroc,
nebot’ tato plemena se znacné 1isi podilem tuku v JUT. U plemena Pietrain, které se Slechti na
plemene Duroc vykazovala frekvenci 0,69. Tato studie dale potvrdila asociaci alely A se
zvySenym piijmem krmiva, vy$$im piirustkem i vétsi tloustkou hibetniho tuku.

Pro mozné vyuziti MC4R jako markeru tucnosti, pfijmu krmiva ¢i ptirastku kvali
p.Asp298 Asn hovoii rovnéz tyto studie: Houston a kol. (2004); Bruun a kol. (2006); Burgos
a kol. (2006); Jokubka a kol. (2006); Meidtner a kol. (2006); Ovilo a kol. (2006); Van den
Maagdenberg a kol. (2007); Dvoiakova a kol. (2011); Fontanesi a kol. (2013); Kwon a kol.
(2015); Szyndler-Nedza (2016).

Fan a kol. (2009) v§ak upozoriiuji, ze asociace S p.Asp298 Asn nékteré studie nepotvrdily,
coz by mohlo byt disledkem efekti dalSich a dosud neprozkoumanych SNP v MC4R.
Naptiklad Stachowiak a kol. (2005) pfi testu s 679 prasnickami prokazatelnou korelaci mezi

p.Asp298Asn a vysi piijmu krmiva ¢i tloustkou hibetniho a bfiSniho tuku nezaznamenali.
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3.4.2.2 Kanci pach

Dale by tento SNP mohl najit uplatnéni pii selekci na kan¢i pach. Ziejmé s prvni
podobnou studii ptisli Schroyen a kol. (2015), kdyz z 1647 porazenych kanci vybrali 105,
ujejichz tukové tkan¢ provedli senzorické zkousky achromatograficky urcili obsah
androstenonu, skatolu a indolu. Vysledky ukazaly silnou asociaci mezi polymorfizmem
a chutovymi vlastnostmi, av§ak prikazna asociace s obsahem jmenovanych latek nalezena
nebyla. Zavérem tedy bylo konstatovani, ze p.Asp298Asn by v ptipad¢ selekce na kanci pach
mohl pomoci neptimo: ovlivnénim akumulace tuku.

Van den Broeke a kol. (2015b) vsak tuto asociaci nalezli: kanci genotypu AA méli v tuku
vyrazné vyss§i koncentrace androstenonu, skatolu i indolu nez kanci GG, nicméné pii senzorické
analyze se rozdily neprojevily.

Van den Broeke a kol. (2015a) nasledné k podobnym zavéram dosli také pfi sledovani
koncentrace latek v plazmé. Kanci GG vykazali vyrazné niz§i koncentrace skatolu a indolu,
Vv ptipad¢ androstenonu a testosteronu se vliv polymorfizmu neprojevil. Z toho divodu tato
studie ptedstavila hypotézu, ze niz§i pfijem krmiva ukanci GG vede knizs$i produkci
tryptofanu ve stteve, a tudiz Kk nizsi produkci skatolu a indolu. Zaroven se ukazalo, Ze selekce
za pomoci p.Asp298Asn by mohla mit piesah do etologie zvifat, nebot’ u kancu i prasni¢ek

gentoypu GG bylo pozorovano hravéjsi chovani. To vedlo k ¢astéjsim vyskytim koznich 1ézi.

3.4.2.3 Dalsi faktory

Vzhledem k asociaci s ukladanim tuku nékteré studie sleduji i podil IMF u jednotlivych
genotypu. Han a kol. (2007), Schwab a kol. (2009), Van den Maagdenberg a kol. (2007) ¢i Choi
a kol. (2016) naméfili nejvyssi procento IMF u jedinct AA, naopak Piorkowska a kol. (2010)
navzdory svym piedpokladiim nasli nejvice IMF u gentypu GG, ackoliv stejné jako ptedchozi
studie pouzili sval longissimus.

Hong a kol. (2015) p.Asp298Asn pak uvedli mezi SNP, jez mohou mit vliv na slozeni
mastnych kyselin v mase. Alela G byla v korelaci s vy$s§im zastoupenim mononenasycenych
mastnych kyselin (MUFA), které v tukové tkani snizuji bod tani, coz pfispiva k chutnosti
a kiehkosti masa. Ke stejnému vysledku dospéli také Choi a kol. (2016). Jejich data navic
ukazuji, ze vzorky ze zvifat GG mély témét 0 2 % vys$i mnoZstvi nenasycenych mastnych

kyselin (UFA) nez AA.

17



V piipadé pH ¢i barvy (svétlosti) masa se Vv ruznych populacich vyskytovaly velmi
nekonzistentni zavéry (Van den Maagdenberg a kol., 2007; Piorkowska a kol., 2010; Rohrer
a kol., 2012; Choi a kol., 2016).

3.4.3 Polymorfizmus Arg236His

Tento polymorfizmus (zaména adeninu za guanin v pozici ¢.-707) byl dosud zkouman
jen okrajové. Fan a kol. (2009) ho asociovali s primérnym dennim pfirtistkem a tuc¢nosti, kdy
zvitata genotypu GG vykazovala nejrychlejsi rast. Tato studie nadto doporucila dal$i zkoumani
p.Arg236His pro moznou interakci (vazbovou nerovnovahu) s p.Asp298Asn. Roh a kol. (2012)
pak na vzorku 484 prasat nasli vyznamnou asociaci S tucnosti ¢i barvou masa.

Polymorfizmus Arg236His nasli rovnéz Dvotakova a kol. (2011) v populaci ¢eskych
hybridi, avSak protoze se alela A objevila pouze s frekvenci 0,03, asocia¢ni analyza provedena
nebyla. Ze stejného diivodu Fontanesi a kol. (2013) uvedli, Ze pro potvrzeni ¢i vyvraceni vlivu

p.Arg236His budou potieba dalsi, prikaznéjsi studie.
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4 Material a metody

4.1 Zvirata

Do sledovani bylo zahrnuto 49 kanci hybridni linie Bilé otcovské X (Landrace x Bilé
uslechtilé¢). Zvitata byla ustajena v testa¢ni stanici KSZ v Ploskové u Lan. Vyziva zvifat byla
upravena podle norem potieby Zivin (Simeéek a kol., 2000) jednotnou kompletni krmnou smési
(KKS), jejiz vyzivovad hodnota byla kontinudlné¢ ptizptisobovana V zavislosti na véku

a hmotnosti zvifat. VSechna zvifata byla krmena adlibitné.

4.2 Jateény rozbor

Kanci byli porazeni ve 148 dnech véku pii dosazeni primérné zivé hmotnosti 110 kg,
nacez byl proveden kompletni jateCny rozbor (Walstra a Merkus, 1995). Sledovany byly
nasledujici ukazatele:

e Hmotnost pravé jatecné pualky JUT (kg)

e Hmotnost hlavnich masitych ¢asti (HMC), tj. kyty, kotlety, plece a krkovice (kg)

e Podil svaloviny (%) — metodou ZP

e Vyska hibetniho tuku (mm) — primér méfeni nad prvnim hrudnim, poslednim
hrudnim a prvnim bedernim obratlem

e pH 45 minut post mortem — vpichovym pH metrem 330i (WTW) za poslednim
zebrem v musculus longissimus lumborum et thoracis (MLLT)

e Elektricka vodivost (EV) 50 minut post mortem — konduktometrem

4.3 Laboratorni rozbor

4.3.1 Stanoveni hladiny androstenonu, skatolu a indolu

Pro stanoveni hladin sloZek kan¢iho pachu byla pouzita metodika podle Hansena-Mgllera
(1994). 24 hodin post mortem byl mezi prvnim a tietim krénim obratlem odebran vzorek
s tukovou a svalovou tkani, ktery byl nasledné zavakuovan a zmrazen na -80 °C. Androstenon,
skatol a indol byly derivatizovany pomoci dansylhydrazinu v autosampleru Jasco AS 2059 Plus
(Tokio, Japonsko) a pieneseny do kolony Kinetex (Torrance, USA) 5 u C18 100 a (50 x 4,60
mm). Zéznamy byly vyhodnoceny v programu ChromNAV (Tokio, Japonsko)

a kvantifikovany na zaklad¢ reten¢nich ¢asti znamych ze standardi androstenonu a skatolu.
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4.3.2 lzolace DNA

Vzorky DNA byly ziskany z krve odebrané pii porazce. Izolace byla provedena pomoci
izola¢niho kitu Genomic DNA Mini Kit (Blood/Cultured Cell). Po kazdé izolaci byla
pritomnost DNA kontrolovana pomoci elektroforézy na 1% agarozévém gelu. Ziskana DNA

byla uchovéavana pfti -20 °C.

4.3.3 PCR-RFLP

V PCR byly aplikovany primery pro testovani p.Asp298Asn a p.Arg236His, které ve
svych pracich vyuzili Kim a kol. (2000b) a Meidtner a kol. (2006) (Tabulka 1). Celkovy objem
reak¢éni smési pro PCR byl 25 ul s vyuzitim: 15,8 ul H20, 2 ul MgClz, 2,5 ul standartniho
reak¢éniho pufru, 0,5 ul ANTP, 0,5 ul DMSO, 1 ul kazdého z dvojice primerta (A+B pro
pAsp298Asn a C+D pro p.Arg236His) a 1 ul LA polymerazy (Top-Bio). PCR reakce probihala
dle nasledujicich podminek:

95°C 2 min

95°C 30s

55°C 30s 30 cyklu
68°C 30s

68°C 5 min

Pro stépeni, které trvalo zhruba 4 h, byly pouzity polymerazy Taql (65 °C) a Mwol
(37 °0C).

Tabulka 1: Primery a reakéni podminky pro amplifikaci fragmenti MC4R a nasledné

Stépeni restrikénimi enzymy

Délka L
Primer Sekvence (5°-3°) Umisténi fragmentu I(\r/lng'\(/ll)lz ;I;acl) g(’dlouzem Metoda
(bp)

TAC CCT GAC

MCAR-A AT CTT CAT TG Efri'af’)
ATAGCA ACA  £xonl 226 2 5 30 A 226/

MC4R-B GAT GAT CTC G 70+156
TTTG
GGC CAG ACT

MC4R-C CCA CAT TAA RELP
GAG (Mwol)
CAG ACCACA Zont 117 2 5 30 A117/

MC4R-D AAG ACG CCA G 51 +66
AT
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4.3.4 Elektroforéza

Vzorky po $tépeni restrik¢nimi enzymy byly pfeneseny na 1,5% agardzovy gel a pro
jejich pruchod gelem bylo do aparatury pusténo napéti 230 V po dobu 20 minut. Snimky
(Obrazek 1) byly potizeny za pomoci UV lampy (MiniBis Pro).

Obrazek 1: Snimek z UV lampy — 1,5% agar6zovy gel se vzorky p.Asp298Asn v genu
MC4R po elektroforéze

e

=

———

-l

a—

226 bp

- 226 bp
156 bp

-
70 bp

M = DNA zebrik; PCR = kontrolni vzorek po PCR; GG/AA/GA = vzorek po stépeni
4.4 Asociaéni analyza

Asocia¢ni analyza byla provedena pomoci zobecnéného linearniho modelu (GLM)
v programu SAS (Statistical Analysis System, Inst. Verze 9.4, 2012, SAS Institute, Cary, NC,
USA). Tento model zahrnoval genotyp podle MC4R jako pevny efekt. V Tabulce 2 je uveden
prumér (X), smérodatna odchylka (o) a vyznamnost (p-hodnota). Zvolena hladina vyznamnosti
méla hodnotu a = 0,05. Byl hodnocen vliv genotypu na: porazkovou hmotnost, hmotnost pravé

pilky JUT, HMC, vysku hibetniho tuku, pH, elektrickou vodivost a obsah androstenonu,
skatolu a indolu.
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5 Vysledky

Ze 49 zvitat testovanych na p.Asp298Asn bylo 13 genotypu GG, 20 GA a 16 AA, takze
alela G se vyskytovala s frekvenci 0,47 a alela A s frekvenci 0,53. Pomoci GLM byla mezi
genotypy a vybranymi ukazateli provedena asociani analyza, jejiz vysledky znazornuje
Tabulka 2. Naopak u p.Arg236His asocia¢ni analyza vytvofena nebyla, jelikoz se v populaci
vyskytla jen jedna alela (G).

Tabulka 2: Vliv p.Asp298Asn v genu MC4R na vybrané ukazatele uzitkovosti

GG (n = 13) GA (n = 20) AA (n = 16)

Xto Xto Xto

ukazatel p-hodnota

Kvantitativni znaky jateéné hodnoty

pordzkova hm. (kg)  107,48A+ 11,38 108,10°+6,98 114568+742 0,042

prava pulka JUT (kg) 41,40 +4,72 41,38 £2,48 43,70 £2,70 0,079
zmasilost (%) 59,65+ 1,18 59,59 + 1,15 59,70 + 1,23 0,963
hibet. tuk (mm) 18,25 + 2,66 18,02 £2,28 19,22 £1,72 0,259
HMC (kg) 21,487 +£2.42 21,46 + 1,31 22,798+ 1,16 0,037
HMC (% z JUT) 52,46 + 1,37 52,50 + 1,39 52,79 + 1,70 0,793
Kvalitativni znaky jateéné hodnoty
pH45 6,31 +0,34 6,49 + 0,26 6,56 + 0,27 0,071
EV50 3,93 +£0,46 3,73 £ 0,45 3,66 + 0,44 0,252
androstenon (ug/g)t 2,888 £2,522 3,012 £2,975 4,641 + 5,863 0,405
indol (ng/g)* 0,047 £ 0,052 0,057 £ 0,066 0,053 +£ 0,026 0,865
skatol (ng/g)* 0,089 +0,118 0,064 + 0,088 0,064 = 0,058 0,689

n = pocet zvirat; HMC = kyta, plec, krk, kotleta, pH45 = méren 45 min po porazce; EV50
= mérena 50 min. po pordzce; * = stanoveno v tuku; *B = diference mezi tridami (pokud je p-
hodnota < 0,05)

Statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05) byly zjistény u porazkové hmotnosti (Graf 1)
aHMC (Graf 2). V obou téchto ukazatelich se projevily pomérné vyrazné rozdily mezi
genotypem AA a GA ¢i GG, pficemz nejvysSich primérnych hmotnosti dosahli pravé jedinci
AA. K hlading 0,05 se se stejnym trendem blizily rovnéz primérné hmotnosti JUT (Graf 3).

Tloustka hibetniho tuku byla rovnéz nejvyssi u genotypu AA, ato s patrnym odstupem,
avSak v tomto ptipadé uz byly vysledky statistiky neprikazné. Analyza neodhalila ani vliv na

zmasilost a podil HMC z JUT.
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Z kvalitativnich ukazateli se hladiné vyznamnosti pfiblizily pouze hodnoty pHA45.
Porovnani genotypi GG a AA vykazalo dokonce statistickou prukaznost (p < 0,05). Naopak
vysledky méteni EV50 a obsahu latek zptsobujicich kan¢i pach v tukové tkani statisticky

prikazné asociace neodhalily.

Graf 1: Vliv p.Asp298Asn v genu MC4R na porazkovou hmotnost

u GG

genotyp

genotyp
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6 Diskuse

V den porazky méli nejvyssi primérnou zivou hmotnost kanci AA (genotyp podle
p.Asp298Asn), coz odpovida predpokladiim, které plynou z vysledkt jinych studii. Naptiklad
Van den Maagdenberg a kol. (2007), Piorkowska a kol. (2010) ¢i Van den Broeke a kol.
(2015b) demonstrovali odlisnosti v ristové schopnosti tak, Ze porazeli zvitata postupné az po
dosazeni urcité¢ hrani¢ni hmotnosti (tj. nehledé na jejich vék), coz znamenalo, ze u zvirat
genotypu AA byla primérna délka vykrmu nejkratsi.

Analyza hmotnosti pravé poloviny JUT sice projevila méné prukazné rozdily, ale
vzhledem Kk jasné korelaci mezi télesnou hmotnosti a hmotnosti JUT lze tento vysledek
povazovat spiSe za odchylku zpisobenou pomérné malym vzorkem zvifat. Dokresluje to
i skute¢nost, Ze rozdily v praimérnych hmotnostech HMC byly statisticky pritkazné (p < 0,05).
Tato prace tedy podporuje hypotézu, ze p.Asp298Asn plisobi na ristovou schopnost prasat.

Naopak neprtikaznd byla asociace genotypu AA s vétsi tloustkou hibetniho tuku, byt
kanci AA méli oproti GG vrstvu sadla praimérné 0 cca 1 mm vyssi. Je tedy mozné, Ze i tyto
vysledky ovlivnil nizky pocet zvitat, protoze pievazna ¢ast studii — jako Kim a kol. (2000a),
Houston a kol. (2004), Ovilo a kol. (2006) ¢i Fontanesi a kol. (2013) — zdiraziiuje pravé vliv
na vySku hibetniho tuku. Na druhou stranu v nékterych populacich (Stachowiak a kol., 2005)
i navzdory mnohem vét§imu poctu zvirat tento efekt odhalen nebyl.

Autofi diivéjSich studii také zpravidla zminuji, ze alela A plisobi negativné na zmasilost.
Asociaéni analyza v této praci vSak mozny efekt alely A na zmasilost neodhalila.

Z ukazatel kvality masa se statistické vyznamnosti ptiblizil pouze pH. Na prvni pohled
se muze zdat, ze alela A hodnotu pH zvysuje, jenze vysledky jinych praci ukazuji, ze takovy
zavér by byl piinejmensim sporny. Korelace p.Asp298Asn s pH je proto mozna nahodna.

Moznost uplatnéni MC4R jako markeru pro kan¢i pach tato prace nepodpofila. Nicméné
dalsi vyzkum by mohl byt velkym ptinosem, a to s ohledem na dileZitost problematiky a rovnéz
na vysledky Van den Broeke a kol. (2015a a 2015b), kteti dosli k opaénym zavérim mozna
kvali vyuziti vétsiho poctu zvifat odlisné populace, jinych podminek vykrmu ¢i odlisné

metodiky.
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[ Zavér

Tato prace méla za cil otestovat vhodnost vyuziti genu MC4R jako markeru pro uzitkové
vlastnosti prasat, pfedev§im pak s ohledem na rustovou schopnost a zmasilost. Tento gen
zasahuje do regulace pfijmu potravy, a proto by jeho polymorfizmy mohly slouzit ucelim
MAS.

Velké mnozstvi védeckych praci vzniklo na téma p.Asp298Asn, jenz je davan do
souvislosti s ukazateli vykrmnosti a jatecné hodnoty. Mezi genotypy se projevuji zejména
rozdily v ristu, piijmu krmiva a tu¢nosti, ovSsem objevuji se rovnéz studie, které popisuji vlivy
na kvalitu masa. Tytéz ukazatele jsou sledovany také v piipadé p.Arg236His.

Data, ktera slouzila ucelim této prace, umoznila provést asocia¢ni analyzu pouze
u p.Asp298Asn. V piipadé porazkové hmotnosti, hmotnosti pravé pilky JUT a hmotnosti HMC
byly zjistény znacné rozdily mezi genotypem AA a GG ¢i GA. Zato hodnoty zmasilosti takové
rozdily neprojevily. V souladu s vysledky jinych autort lze tedy zavérem doporucit, aby SNP
v MC4R byly nadale zkoumany.
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9 Seznam pouzitych zkratek

CAST - calpastatin

CYP2E1 — cytochrom P450 2E1

ETL — lokusy ekonomicky vyznamnych vlastnosti (economic trait loci)

IGF2 — inzulinu podobny ristovy faktor 2

IMF — intramuskularni tuk (intramuscular fat)

JUT — jate¢n¢ upravené télo

LEP — leptin

MAS — markery asistovana selekce (marker assisted selection)

MC4R — melanokortin 4 receptor

MUFA — mononenasycené mastné kyseliny

p. — polymorfizmus

PCR — polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

PRKAGS3 — nekatalyticka y3 podjednotka adenosinmonofosfatem aktivované proteinkinazy
PSE — bledé, mekkeé, vodnaté maso (pale, soft, exudative)

RFLP — p. délky restrikcnich fragmentl (restriction fragment length polymorphism)
RN — Rendement Napole

RYR1 — ryanodinovy receptor 1 (také HAL, CRC)

SNP — jednonukleotidovy polymorfizmus (single-nucleotide polymorphism)

SSR — kratké tandemové repetice = mikrosatelity (simple sequence repeat)

QTL — lokus kvantitativnich vlastnosti (quantitative trait locus; mn. ¢. loci)
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