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1 PREHLED O SOUCASNEM STAVU POZNANI

V poslednich letech je vénovana velka pozornost Zivotnim podminkam a prostfedi, ve kterém
hospodaiska zvirata ziji. Upfednostinovany jsou produkty od zvifat chovanych v prostredi
spliujicim pozadavky na welfare zvifat. U kanecki na vykrm se bézné provadi kastrace
kratce po narozeni (do 7. dne), aby se zabranilo vyskytu kan¢iho pachu ve vepfovém mase.
Od roku 2018 doporucuje EU v ¢lenskych statech ukongit chirurgickou kastraci kaneckt bez
pouziti anestezie. Toto opatfeni vzniklo pod tlakem ochranatskych organizaci s cilem zvysit
pohodu a welfare zvifat. Vykrm kaneckti se v porovnani s prasnickami a veptiky jevi jako
vyhodnéjsi, predevSim diky lepsi rastové intenzité, konverzi krmiva a dosazeni vyssi
zmasilosti. To je dano plisobenim androgent (C-19 steroidd), syntetizovanych ve varlatech.
Velkym problémem je ale vyskyt tzv. kan¢iho pachu ve vepfovém mase. Kanci pach je potu a
moci podobny zapach (Lee et al., 2005; Strathe et al., 2013a), zapii¢inény substancemi, které
vznikaji pfedev§im v souvislosti s dosazenim pohlavni dospélosti kanct (Duijvesteijn et al.,
2010; Zamaratskaia et Squires, 2009). Hlavni slozky zodpovédné za vznik kanéiho pachu jsou
androstenon (5a-androst-16-en-3-on), skatol (3-methylindol) (Zamaratskaia et Squires, 2009),
dale také indol (Grindflek et al., 2011). Androstenon je jednim ze samcich pohlavnich
hormont (feromont) a skatol a indol jsou latky vzniklé pifi trdveni. Pokud nedojde k
dostate¢nému zmetabolizovani v jatrech, ukladaji se tyto latky v tukové tkani prasat. Takto

zasazené maso neni vétSinou spotiebiteli dobfe piijimano.

Faktory ovliviiujici vyskyt kan¢iho pachu
Na vyskyt kané¢iho pachu ma vliv fada dulezitych faktort, které mizeme rozd¢lit do dvou
skupin - na faktory vnitini a vnéj$i (Zamaratskaia, 2004).

Vnitini faktory

Geny: V ptfipadé androstenonu se jednd pifedevS§im o geny rodiny CYP ,dale pak o
hydroxysteroid dehydrogenazy a sulfotransferazy. (Robic et al., 2008 Sinclair et al., 2005).
Plemeno: Byly nalezeny rozdilné koncentrace androstenonu a skatolu mezi ¢istokrevnymi
plemeny i mezi hybridnimi kombinacemi (Chen, 2007; Oskam et al., 2010). Primitivn&jsi a
ran¢j$i plemena jako je Meishan maji vyssi koncentrace androstenonu a skatolu v tukové
tkani a plasmé (Whittinghton et al., 2004).

Pohlavi: Kanci maji ve srovnani s vepiiky a prasnickami vyrazné vyssi hladinu, ptedevsim

androstenonu, ale i skatolu a indolu (Hansen et al., 2008).



Vék: Koncentrace androstenonu a skatolu v tukové tkani roste s vékem (Babol et al., 2004;
Zamaratskaia et al., 2004).

Hmotnost: Hladiny androstenonu a skatolu jsou niz$i u zvifat do 70 az 90 kg (Fabrega et al.
2011; Zamaratskaia et al., 2006).

Funkce jater: Jatra prasat jsou schopna zmetabolizovat mnohem vice androstenonu a skatolu
nez kolik ho vyprodukuje télo. Piesto dochazi ke kumulaci ¢asti técho latek do tukové tkané
(Zamaratskaia, 2004).

Vnéjsi faktory

Vyziva: Nékteré dopliiky stravy mohou snizovat hladiny kanciho pachu. Byl prokézan vliv
¢ekanky resp. inulinu na pokles skatolu, bramborového Skrobu, cukrové fepy nebo lupiny
(Hansen et al., 2008; Wesoly et Weiler, 2012).

Systém ustajeni: Cistota kotce a pfitomnost vykaldi ovliviiuje hladinu skatolu a indolu u
kaneckti (Chen, 2007). Hladina androstenonu a skatolu je rovnéz ovlivnéna piitomnosti
prasnicek (Fabrega et al., 2011).

Roc¢ni obdobi a svételny rezim: Hladina androstenonu klesa s nartstajici délkou svételného

dne (Zamaratskaia, 2004).

Eliminace kan¢iho pachu za pomoci metod molekuliarni genetiky

V poslednich letech je vé€novano znacné usili minimalizaci vyskytu obou hlavnich slozek
kanciho pachu (androstenon a skatol) ve vepfovém mase. Jednou z cest je pravé identifikace
chromozomovych oblasti, kandidatnich gent a mutaci (SNP — single nucleotide
polymorphism) asociovanych s hladinami androstenonu a skatolu u komer¢nich populaci
prasat (kaneckil). Redukce kanc¢iho pachu pomoci genetické selekce se jevi jako slibné feSeni,
protoze koncentrace sloZzek kanciho pachu jsou sttedné aZ vysoce dédivé. Heritabilita hladiny
androstenonu se pohybuje v rozmezi 0,25 — 0,87 (Oskam et al., 2010) a heritabilita hladiny
skatolu 0,19 — 0,54 (Robic et al., 2008). Kandidatni geny mohou kédovat dilezité enzymy pro
metabolismus jednotlivych slozek kanciho pachu a pravé polymorfismy v kodujici oblasti
téchto gentli, mohou pisobit na hladiny téchto latek (Squires, 2006).

Geny pro androstenon

Pti syntéze androstenonu hraji kliCcovou roli pfedevSim geny fidici cytochrom P450C17
(CYP17A1), cytochrom b5 (CYB5A) (Davis et Squires, 1999) a luteiniza¢ni hormon, beta
polypeptid (LHB) (Duijvesteijn et al., 2010). Lin et al., (2005a) uvad¢ji, Ze mutace v genu
CYB5 vyznamné ovliviiuje pokles hladiny androstenonu u prasat. Metabolismus androstenonu

je v prvni fazi ovlivnén piedevsim 3SHSD (Andresen, 2006; Duijvesteijn et al., 2010; Chen,
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2007), CYP17A1 a CYP21A2 a ve druhé fazi sulfotransferazami - SULT2AL1, SULT2B1
(Duijvesteijn et al., 2010).
Geny pro skatol

Vysledky dosavadnich studii oznacuji hlavné dva geny CYP rodiny, které maji velice
vyznamny vliv na I. f4zi metabolismu skatolu v jatrech. Jedna se predevsim o CYP2A6 a 0
CYP2E1 (Diaz et Squires, 2000). Wiercinska et al., (2012) uvadé¢ji jako potencialné
vyznamné regulatory metabolismu skatolu krom¢ CYP2E1l také¢ CYP2A19 a CYP2C49.
Vyznamnou roli v II. fazi metabolismu skatolu hraje SULT1A1 (Babol et al., 1998).

Negativni vliv zkoumanych genii na uzitkové vlastnosti prasat

Viiv na ukazatele jatecné hodnoty

Vykrm kaneckt se jevi jako vyhodnéjsi, pfedevsim diky lepsi riistové intenzité, lepsi konverzi
krmiva a dosazeni vys$i zmasilosti diky produkci sam¢ich pohlavnich hormont (Kim et al.,
2013; Lundstrom et Zamaratskaia, 2006). Vyvstava tedy otazka, zda pfi snizené produkci
tohoto hormonu nedochézi nasledné ke zhorSeni vySe uvedenych parametri. At uz je to
vlivem nizké hladiny androstenonu nebo negativnim pusobenim gent. Je zde obava z
mozného snizeni rustové schopnosti prasat v dusledku vyuziti genetické selekce proti
vysokym hladinam androstenonu (Lundstrom et Zamaratskaia, 2006). Borowska et al., (2014)
ve své praci uvadéji SULT1AL jako kandidatni gen pro zmasilost prasat a vyznamny vliv jeho
SNP na tento ukazatel. Rovnéz zminuji i mozny vliv tohoto genu na hladinu skatolu v tukové
tkani prasat.

Viiv na reprodukcéni ukazatele

Hladiny androstenonu a skatolu je mozné snizovat, ale je tfeba vyhnout se poklesu plodnosti
kancu (Strathe et al., 2013a). Strathe et al., (2013b) zmifiuji moznost negativni korelace mezi
slozkami kanc¢iho pachu a ukazateli sam¢i plodnosti (kvalita spermatu a libido). U vétSiny
dosud identifikovanych QTL pro hladinu androstenonu dochazi zaroven k ovlivnéni syntézy
jinych steroidnich a pfedevsim pohlavnich hormoni (Moe et al., 2009, Grindflek et al., 2011).
Zminéni autofi se shoduji v nézoru, Ze je tfeba provést dalsi a podrobnéjsi vyzkumy v této
oblasti, a tim pfesngji potvrdit, které¢ z genti ur€enych k selekci proti kan¢imu pachu ovliviiuji,

a které neovliviiuji ukazatele plodnosti.



2 CILE PRACE A VEDECKE HYPOTEZY HYPOTEZY
2.1 Cile prace

Na zaklad¢ soucasnych publikovanych zjisténi o moznostech eliminace kanciho pachu

s vyuzitim genetickych metod byly stanoveny tyto cile prace:

1. Identifikovat potencialni kandidatni geny ovliviiujici syntézu steroidd a metabolismus
androstenonu a skatolu.

2. Posoudit vliv polymorfismu vybranych kandidatnich gent na hladinu androstenonu, skatolu
a indolu.

3. Posoudit vliv rizné hladiny androstenonu a skatolu na parametry rastu a jate¢né hodnoty.

2.2 Védecké hypotézy

Vzhledem ke stanovenym ciliim byly v ramci diserta¢ni prace formulovany nasledujici
hypotézy:

H1. Syntéza a metabolismus androstenonu, skatolu a indolu jsou mimo jiné ovliviiovany
geny. Geny asociované s hladinami androstenonu, skatolu a indolu se nachézeji na
chromozomech, kde jsou lokalizoany QTL pro dalsi uzitkové vlastnosti prasat.

H2. Vybrané mutace gent, zejména z fad geni rodiny CYP, sulfotransferaz a monooxygenaz,
prikazné ovliviiuji hladinu androstenonu a skatolu v tukové tkéni prasat.

H3. Uroven hladiny androstenonu a skatolu v téle prasat v zavislosti na pohlavi ovliviuje
parametry rustu a jatecné hodnoty.



3 MATERIAL A METODIKA

V pribéhu zpracovani této prace byla u zvifat - kanci vykrmovanych na testacni stanici v
Ploskové u Lan Katedry specialni zootechniky CZU v Praze - sledovédna hladina
androstenonu, skatolu a indolu. Jednalo se o hybridni linie prasat Dx(BUXL) a
CBUx(CBUxCL), b&Zné chované na vykrm a produkci vepfového masa v Ceské republice.
Vzorky tukové tkan¢ pro chemické stanoveni téchto latek byly odebrany pii porazce, stejné
jako krev, kterda byla pouzita pro izolaci DNA a stanoveni genotypti u vybranych SNP
metodou polymerazové fetézové reakce a polymorfismu restrikénich fragmenti DNA (PCR-
RFLP).

Genetickd analyza probihala v laboratofich katedry specialni zootechniky CZU v Praze a
Ustavu Zivo¢isné fyziologie a genetiky AV CR v Lib&chové. Stanoveni hladin androstenonu,
skatolu a indolu, a rovnéz hodnoceni parametrii ristu a jateCné hodnoty probihalo v
laboratotich katedry specidlni zootechniky a v testacni stanici v Ploskové.

Stanoveni hladiny androstenonu, skatolu a indolu bylo provedeno ze vzorku tukové tkané
odebrané do 24 hodin po porazce pomoci kapalinové chromatografie dle metodiky Hansena-
Magllera, (1994) - piistrojem HPLC Jasco fady 2000, Tokio, Japonsko.

Béhem vykrmu byly pravidelné sledovany parametry vykrmnosti a od primérné hmotnosti 60
kg se zaznamenavala vySka a plocha nejdelsiho zadového svalu za tucelem vypoctu
procentualniho podilu masa v JUT, za pouziti ultrazvukového ptistroje ALOKA SSD 500 se
sondou UST 5011U — 3,5 MHz.

Statistické vyhodnoceni ziskanych vysledkl bylo provedeno v programu SAS 9.4.

Na zakladé vysSe stanovenych cili a védeckych hypotéz byla prace rozd€lena do tii
nasledujicich okruhti. Detailni popis metodiky jednotlivych okruhli je podrobné definovan
Vv publikacich uvedenyvh v kapitole 4 vysledky a souhrnna diskuse.

Metodicky okruh I - Identifikace kandidatnich geni a enzymi zapojenych do syntézy a
metabolismu sloZek kanciho pachu

Na zéklad¢ znalosti o metabolismu androstenonu a skatolu byly vytipovany enzymy, které by
mohly ovliviiovat syntézu ¢i metabolismus steroidnich hormoni, pfedev§im androstenonu. A
dale enzymy podilejici se na metobolismu skatolu a indolu, pfipadné enzymy, které by mohly
néjak ovlivnit Cinnost bakterii traviciho traktu a tim vznik téchto dvou latek. Jak bylo

zminéno vySe, c¢innost téchto enzymil je kromé wvnéjSich faktori, naptiklad vyzivy,
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ovlivilovana i1 geneticky. Déle byly vybrany kandidatni geny a jejich SNP mutace, které
mohou plisobit na ¢innost téchto enzymu a tim ovliviiovat hladinu androstenonu, skatolu a

indolu v tuku a svalovin¢ prasat.

Metodicky okruh II - Testace vybranych SNP a jejich vlivu na hladinu androstenonu
skatolu a indolu

Bylo testovano 6 kandidatnich genti, zapojenych do metabolismu androstenonu, skatolu a
indolu, u kterych lze tedy ocekavat vliv na hladinu téchto latek v tukové tkani prasat:

CYP2E1L, CYP17A1, SULT2B1, SULT1A1, CYB5A a MCA4R.

Pro tyto geny byly vyuzity primery zjiz dfive publikovanych praci nebo byly navrzeny
vlastni primery pomoci programu OLIGO6. Primery a podminky PCR reakce jsou uvedeny
v tabulce 1. Vysledky PCR reakce byly kontrolovany na agarézovém gelu (1-2% - podle
velikosti fragmentu). Ziskané PCR fragmenty byly $tépeny piisluSnym restrikénim enzymem
(tabulka 2) a opét separovany v agardzovém gelu (1-3,5%). Na zakladé vysledka stépeni byly

u testovanych zvifat stanoveny genotypy.

Metodicky okruh III - Vliv riizné hladiny sloZek kanc¢iho pachu na uzitkové vlastnosti
prasat

U zvifat byly z pohledu vykrmnosti sledovany v tydennich intervalech nasledujici ukazatele:

e prumérny denni pfiristek v testu (g/den),
e v pribéhu rustu spotieba krmiva a konverze krmiva (kg).

Pro posouzeni jatecné hodnoty bylo sledovano:

e hmotnost jate¢n¢ upraveného téla (JUT) (kg),

e vyska hibetniho tuku (mm) v misté 1,2 a 3,

e podil hlavnich masitych ¢asti (%),

e hmotnost hlavnich masitych ¢asti (kg),

e hmotnost jate¢nych partii (kg),

e podil jateCnych partii (%),

e partie tuk — hmotnost tukového kryti véetné kuze (kg),
e partie maso — hmotnost partie bez tukového kryti (kg),
e podil svaloviny v (%),

e m¢éfeni plochy musculus longissimus lumborum et thoracis (MLLT).



Hodnoceny byly nasledujici jatecné partie (plec, krkovice, pecené, bok, kyta). Podil svaloviny
byl zjistovan pomoci pfistroje Fat-0-Meater (FOM). Jate¢nd disekce byla provedena dle
metodiky Walstry a Merkuse, (1995) 24 hodin po porazce.

4 VYSLEDKY A SOUHRNNA DISKUSE

Vysledkem disertacni prace je soubor 4 védeckych publikaci. Tyto publikace jsou zarazeny

do jednotlivych metodickych okruht.

Okruh I - Identifikace kandidatnich gent a enzymu zapojenych do syntézy a

metabolismu sloZek kanciho pachu

Zadinova, K., Stupka, R., Stratil, A., Citek, J., Vehovsky, K., Urbanova, D. 2016. Boar Taint
- The Effect of Selected Candidate Genes Associated with Androstenone and Skatole Levels -

a Review. Animal Science Papers and Reports. 34 (2), 107-128.

Cilem prace bylo podat uceleny pfehled o moznostech sniZzovani hladin kanc¢iho pachu
pomoci genll a jejich SNP mutaci. Déle pak, na zdkladé poznatkli o vlivu jednotlivych
enzyml na metabolické dréhy téchto slozek, identifikovat potencidlni kandidatni geny
zapojené do syntézy a metabolismu androstenonu a skatolu.

Z dosud publikovanych studii vyplyva, Ze genotypem prasat lze ¢asteCné ovlivnit tvorbu a
ukladani androstenonu, skatolu a indolu v tukové a svalové tkani prasat. Byly ovSem
prokazany rozdily mezi jednotlivymi plemeny a dokonce mezi hybridnimi kombinacemi.
Obecné se uvadi, Ze prasata proslechténych kulturnich plemen ukladaji tyto sloZzky v mensi
mife nez vétSina primitivnich plemen (Squires et al., 1997). U rGznych plemen a linii prasat
existuji geneticky podminéné rozdily v hladinach androstenonu a skatolu. Koeficienty
dédivosti pro hladinu androstenonu se pohybuji v rozmezi od 0,25 do 0,87. Hladiny skatolu
maji hodnoty koeficientd dédivosti v rozmezi 0,19-0,54 (Oskam et al., 2010; Robic et al.,
2008). Znamena to, Ze v populaci prasat se vyskytuji jedinci s rizné vysokym potencialem
pro jednotlivé trovné téchto latek.

Zuvedené prace je ziejmé Ze, hladinu androstenonu a skatolu ovliviluje vétSi pocet gend,
z nichz n¢které pusobi jen na hladinu androstenonu, nékteré jen na hladinu skatolu a indolu, a
Vv piipad¢ nékterych genl se uvaZuje o nepfimém vlivu na vSechny vySe uvedené substance
(Wiercinska et al., 2012). V ptipadé¢ androstenonu patii mezi nejcastéji zminované geny
CYP17A1 (Lin et al., 2005b), CYB5A (Lin et al., 2005a), dale pak sulfotransferazy SULT2A1
(Sinclair et al., 2006) a SULT2B1 (Zamaratskaia et al., 2012) a hydroxysteroid dehydrogenazy
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zvlaste¢ HSD3B1 a HSD17B7 (Doran et al., 2004). Na hladinu skatolu a zaroven indolu pak
pusobi CYP2E1 (Lin et al., 2006; Morlein et al., 2012) a SULT1AL (Lin et al., 2004).

Na zaklad¢ téchto poznatkii Ize fici, Ze selekce proti kan¢imu pachu na zakladé vyskytu
jednotlivych SNP je Castecn€ mozna. Je ale nutné brat v uvahu mozna rizika pro reprodukéni

a uzitkové vlastnosti prasat.

Urbanova, D., Stupka, R., Okrouhla, M., Citek, J., Vehovsky, K., Zadinova, K. 2016.
Nutritional effects on boar taint in entire male pigs: a review. Scientia Agriculturae
Bohemica. 47 (4), 154-163.

Cilem této prace bylo popsat vliv vyzivy prasat, predev§im specificky doplnki na
metabolismus androstenou a skatolu u prasat a na vyslednou hladinu téchto slozek v tukové a
svalové tkani prasat.

Hlavni slozkou, kterou lze tento nezddouci jev u masa nekastrovanych jedinct pomoci vyzivy
eliminovat je skatol. Jelikoz skatol je produkt degradace L-tryptofanu v travicim traktu prasat.
Hlavnim zdrojem tryptofanu je bunécny odpad vystelky tenkého stieva. Proto je cilem tento
odpad co nejvice omezit pravé pomoci vyzivy. Jednim z krmnych doplikd, o kterém se
uvazuje, je bramborovy Skrob. Ten oliviiuje tvorbu kys. mlécéné, ktera ndsledné snizuje
odumirdni sttevnich buniek, a tim 1 mnozstvi bunééného odpadu ve stievech. U zvitat, kterym
byl podavan bramborovy Skrob, doslo k redukci skatolu v tlustém sttevé, krevni plazmé i tuku
(Claus et al., 2003; Losel et al., 2006).

Dal8i mozZnosti jak snizit hladinu sloZek kanciho pachu je prostfednictim vlivu diety na
¢innost cytochroml v souvislosti s expresi cytochromovych genli a néslednou aktivitou
enzymu, které se podileji na metabolismu skatolu a androstenonu. Konkrétn¢ se jedna o
cytochrom P450, a jeho skupinu proteind, které¢ hraji, jakozto enzymy, zasadni roli v

bioaktivaci a detoxikaci organismu od latek xenobiotického ptivodu (Guengerich, 2008).

Okruh Il - Testace vybranych SNP a jejich vlivu na hladinu androstenonu skatolu a

indolu

Zadinova, K., Stupka, R., Stratil, A., Citek, J., Vehovsky, K., Lebedova, N., gprysl, M.,
Okrouhla, M. 2017. Association analysis of SNPs in the porcine CYP2EL gene with skatole,
indole, and androstenone levels in backfat of a crossbred pig population. Meat Science. 131,
68-73.
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Cilem bylo prokézat vliv vybranych SNP mutaci u prasec¢iho genu CYP2E1 na hladinu slozek
kanciho pachu. U zkoumané populace prasat byly testovany znamé mutace v genu CYP2E1
na hladinu skatolu, indolu a také androstenonu. Ackoliv CYP2E1l pulsobi piedevSim na
hladinu skatolu a indolu, tedy metabolismus téchto slozek v jatrech, je nutné zabyvat se i jeho
mezi hladinami androstenonu a skatolu.

U sledované populace prasat hybridni kombinace CBUs x (CLs x CBUD ). Byl zjistén
statisticky prukazny vliv na hladinu indolu u vSech tfi sledovanych mutaci g.2412C>T,
c.1422C>T, ¢.1423G>A. Nebyl sice zaznamenan statisticky prikazny vliv na hladinu skatolu,
nicmén¢ u genotypt sledovanych mutaci byl zaznamenan stejny trend jako v ptipad¢ indolu.
Stejna situace byla i v pfipad¢ androstenonu.

V ptipadé mutace g.2412C>T zvitata s genotypem TT méla nejnizsi hodnoty skatolu oproti
genotypu CT a CC, ale zde nebyl tento vztah statisticky vyznamny. Hladina indolu u kfizenct
vSak vyznamné ovlivnéna byla. Zvitata s genotypem TT méla opét nejnizsi koncentraci indolu
v tuku. To je ve shodé¢ se zavéry Morlein et al., (2012), kteti rovnéz potvrzuji signifikantni
vliv genotypu CC na zvySeni hladiny skatolu a indolu.

Lin et al., (2006) a Moe et al., (2009), popisuji signifikantni vliv ¢.1423 G>A na hladinu
skatolu. Lin et al., (2006) nalezl asociaci alely A se zvySenou hladinou skatolu v tuku prasat.
Moe et al., (2009) oproti tomu uvadéji pozitivni efekt alely A na hladinu skatolu a rovnéz na
hladinu indolu u populace prasat plemene duroc i u populace prasat plemene norské landrace.
AvSak studie Skinner et al., (2005), nenachazi vyznamné asociace mezi hladinou skatolu a
testovanou mutaci u danské komeréni populace, ktera byla testovana pro asociace s hladinou
skatolu v tuku prasat. V nasi testované populaci (CBUs x (CLs x CBUD)) byl rovnéz
pozorovan vyznamny vliv na hladinu indolu (P<0,05), kdy nejnizsi koncentrace indolu byla
zaznamenana u genotypu AA a nejvysSi u genotypu GG. Rozdilné vysledky mohou byt
(€.1422C>T) v exonu 9, ktera nebyla brana v tivahu ve zmifiovanych pracich Lin et al., (2006)
a Skinner et al., (2005).

Vysledky této studie ukazuji, ze SNP: c.1423G>A; c.1422C>T; ¢.1502G>T a g.2412 C>T
detekované v prase¢im genu CYP2E1 maji vliv na hladinu kanciho pachu, predevsim pak

indolovych sloucenin.
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Okruh 111 - Vliv riizné hladiny sloZek kan¢iho pachu na uzitkové vlastnosti prasat

Stupka, R., Citek, J., Vehovsky, K., Zadinova, K., Okrouhld, M., Urbanova, D., Stadnik, L.
2017. Effects of immunocastration on growth performance, body composition, meat quality
and boar taint. Czech Journal of Animal Science. 62 (6), 249-258.

Cilem préace bylo zhodnotit vliv imunokastrace na ukazatele vykrmnosti, utvareni jatecnych
tél, kvalitu masa a eliminaci vyskytu kanciho pachu oproti vykrmovanym kaneckiim,
vepiikiim a prasnickdm v obdobi mezi prvni a druhou vakcinaci a nasledné mezi druhou
vakcinaci a porazkou.

Mezi sledovanymi skupinami nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily v Zivé hmotnosti.
Pii hodnoceni primérného denniho piiristku lze konstatovat, Ze se neprojevil vliv doby
vakcinace na zménu intenzity ristu u imunokastratli oproti ostatnim sledovanym skupinam
s vyjimkou vepiikil. Nejvyssi prirastek za obdobi testu byl zjistén u vepiiki (1193 g), dale u
imunokastratl a prasnicek (1181 g), a nejnizsi pak u skupiny kaneckii (1169 g). Ke shodnym
vysledkim dosli ve svych studiich rovnéz Pauly et al., (2008) a D’Souza et Mullan, (2002).
N&kteii autofi (Dostalova et Koucky, 2008, Skrlep et al., 2012) naopak prokazali piiznivé;jsi
vysledky u kaneckd oproti ostatnim skupinadm. Tyto rozdily mohou ovSem souviset se
sledovanou hyridni kombinaci prasat ¢i systémem ustajeni. Je rovnéz nutno pocitat
s vyskytem agresivniho pohlavniho chovani kancti, které ma vliv na piijem krmiva.
S poklesem pohlavnich hormonti po 2. vakcinaci toto chovani mizi a u zvitat stoupa spotteba
krmiva, a tim 1 primérny denni piirastek.

Lze také fici, Ze se u imunokastratd neprojevil negativni vliv 2. vakcinace na sledované
findlni ukazatele jatecné hodnoty v porovnani s nekastrovanymi kanecky a prasnickami.
Oproti tomu vepfici dosahovali horSich ukazatelii ve srovndni s ostatnim sledovanymi
skupinami. U sledovanych ukazateli charakterizujicich kvalitu vepfového masa nebyly
zjiStény zadné statisticky vyznamné rozdily, a to jak u pH, barvy masa, ztrat odkapem, sily
stithu a podilu intramuskuldrniho tuku. Dosazené hodnoty u imunokastrati se velmi
pfiblizovaly zjiSténym hodnotam u kaneckl a prasnicek.

Metoda kastrace méla statisticky priikkazny vliv na obsah androstenonu a skatolu v tukové
tkdni prasat, ktery se zjiStoval po porazce. NejvysSich hodnot dosahovali nekastrovani
kanecci, potom imunokastrati a témef shodnych hodnot doséhli prasni¢ky a vepfici. Tyto

vysledky potvrzuji i Doran et al., (2012) a Zamaratskaia et al., (2008b).
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Z vysledkt této studie je zfejmé, Ze pii hodnoceni vybranych ukazateli nebyly zjiStény
prukazné rozdily mezi imunokastraty, kanecky a prasnickami, ale byly zjistény rozdily mezi

vepriky a ostatnimi skupinami.

5 ZAVERY A DOPORUCENI PRO PRAXI

Vzhledem kblizicimu se zakazu chirurgické kastrace bez anestezie, kterd byla doposud
jednou z hlavnich metod, jak zabranit nepiijjemnému kan¢imu pachu, je tfeba hledat nové
cesty jak fesit tento problém. ProtoZze nepfijemny zépach kanciho masa je zpiisoben nékolika

riznymi substancemi - androstenonem, skatolem a indolem, neni jeho odstranéni jednoduché.

Byly identifikovany geny, které fidi cinnost enzymu, predevSim CYP2E1, ale i
sulfostransferazy SULT2A1, SULT2B1, SULTI1AI, hydroxysteroid dehydrogenazy, zvlaste
HSD3B1 a HSD17B7. Jak vyplyva z ptfedkladanych praci ¢innost téchto enzymi je mozmo
¢astecné ovlivnit genetickou selekei.

V ptipadé genu CYP2E1 byly identifikovany SNP piedev§im v promotorové oblasti (g.2412
C>T) a vexonu 9 (c.1423G>A; ¢.1422C>T), které prukazné ovliviuji hladinu indolu a
castecné skatolu v tukové tkani kanci.

U polymorfismti g.2412 C>T a ¢.1422C>T byl statisticky prukazny vliv na hladinu indolu u
testované hybridni populace prasat. Jedinci s genotypem TT (g.2412 C>T) a CC (¢.1422C>T)
maji prikazné niz8i hladinu indolu oproti ostatnim genotyplim. Nebyl vSak prokazan
vzajemny vztah mezi témito SNP, alesponi ne u této testované populace.

Dals$i moznosti jak snizit intenzitu kanciho pachu je prostiednictvim vyzivy, respektive
krmnych doplikd. Ty mohou jednak ovlivnit mnoZstvi tzv. bunééného odpadu, ktery je
zdrojem L-tryptofanu.

V této souvislosti je vhodné sledovat vliv vyzivy na expresi vyse zminénych cytochromovych
genu predevsim CYP2EL.

Bylo prokazano, ze rozdilna hladina androstenonu a skatolu v ptipadé porovnavani rtiznych
metod kastrace - chirurgicka kastrace, imunokastrace nebo vykrm kaneckl, nemusi vyrazné
ovlivitovat parametry ristu a jate¢né hodnoty ani ukazatele kvality masa.

V ptipad€ vyuziti genetické selekce je ale tfeba intenzivnéji se zabyvat vlivem genll na
ukazatele vykrmnosti a jate¢né hodnoty, jelikoz nékteré kandidatni geny, které by mohly byt
vyuzity pro Slechténi proti kan¢imu pachu, se nachazeji na chromozomech, kde jsou i geny

pro ukazatele jate¢né hodnoty a kvalitu masa (SSC4, SSC6).
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Rovnéz je tieba brat v avahu vliv na reprodukci kanct. Nékteré geny (napt. HSD17B7)
zapojené do syntézy androstenonu se podileji i na syntéze testosteronu a dalSich pohlavnich
hormont a jejich pokles by byl u kanci populace nezadouci.

Vzhledem k ziskanym poznatkim je téeba peclivé vybirat geny a SNP pro piipadnou selekci
zvitat.

Predmétem dalSich studii by mély byt rovnéz rozdily mezi jednotlivymi plemeny a
hybridnimi populacemi prasat.

Na zaklad¢ zjisténych vysledkl se jevi jako vhodna kombinace vice metod pro odstranéni
kanc¢iho pachu nebo zabranéni jeho vzniku. Napiiklad vybér populace zvifat s vhodnym

genotypem a vyuziti piidavku krmného aditiva.

6 SUMMMARY
Androstenone and skatole are the two main components causing the so-called boar taint.

These substances increasingly accumulate in the adipose tissue after reaching sexual maturity.
For this reason, boars are less frequently used for pork production. To prevent boar taint, male
piglets for meat production are usually surgically castrated without anaesthesia shortly after
birth in some countries, which is unacceptable because of animal welfare and detrimental
health effects. It has been recommended that surgical castration of pigs should be abandoned
by 2018 in the EU. Another way how to reduce the boar taint is the identification of candidate
genes and SNPs (single nucleotide polymorphisms) that affect the androstenone and skatole
levels in the adipose tissue of pigs.

The aim of this thesis was to identify potential candidate genes influencing synthesis of
steroids hormon and androstenone and skatole metabolism. Further assess the influence of
polymorphisms of selected candidate genes on the level of androstenone, skatole and indole.
And evaluate the effect of different levels of androstenone and skatole on growth performance
and carcass value.

The analysis was performed in a commercial crossbred population of Czech Large White x
(Czech Large White x Czech Landrace), denoted CLWS x (CLWDxCLD) and Duroc x
(Large White x Landrace). All pigs were maintained in a testing station in Ploskov. Blood
samples for DNA isolation from the experimental crossbred pigs were collected at slaughter
and were stored at —20 °C. Backfat samples in the neck region were taken 24 h after
slaughter. PCR primers were designed using the OLIGO 6 program. PCR-RFLP analysis was
used to genotype four polymorphisms in selected genes. Skatole, indole, and androstenone

levels were measured in backfat samples using high-performance liquid chromatography (LC-
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2000Plus HPLC system, Jasco, Tokyo, Japan) according to the method of Hansen-Magller
(1994). In order to obtain the data describing the growth characteristics, carcass value and
meat quality of the tested animals. The analysis was performed using the general linear
models (GLM) procedure in SAS (Statistical Analysis System, Inst. Version 9.4, 2012, SAS
Institute, Cary, NC, USA).

Several genes and their SNPs that significantly influence the levels of androstenone (CYP17A,
CYB5, CYP21, SULT2A1, SULT2B1, HSD3B) and skatole and indole (CYP2E1, CYP2AS,
SULT1A1) were identified.

The level of skatole and indole can be effectively eliminated by nutrition. There is relatively
new publicity around the possible effect of diet on cytochrome aktivity in relation to
cytochrome gene expression and the enzyme activity which participates in skatole and
androstenone metabolism. This concerns cytochrome P450 and its group of proteins Fibre,
inulin, and raw potato starch have a positive effect on protein expression.

During the research was carried out analyse associations of four single nucleotide
polymorphisms (SNPs) inthe porcine CYP2E1 gene with skatole, indole, and androstenone
levels. - g.2412C > T, ¢.1422C > T, ¢.1423G > A and c¢.*14G > T. SNPs ¢.2412C > T,
€.1422C > T, and ¢.1423G > A were associated with the levels of indole compounds in
adipose tissue of boars. Favourable alleles were T, C, and A, respectively. None associations
with androstenone and skatole were observed. Associations between SNPs and indole
compounds should be studied in other commercial populations of boars to verify the
favourable alleles and genotypes.

The overall assessment of growth performance shows that there have been no differences
between the groups of immunocastrated males, uncastrated boars, and and gilts. On the other
hand, significant differences between surgically castrated barrows and the other groups were
observed. It can also be stated that immunocastrated males group pigs showed no negative
effects from the second vaccination as measured by the final carcass value indicators.
Regarding the indicators characterizing pork meat quality, no significant differences in pH,
meat colour, drip loss, shear force, or intramuscular fat proportion were found.

Based on the results a combination of several methods to remove or prevent the occurrence of
boar taint seems appropriate. For example, selecting a population of pigs with a suitable
genotype and using feed additives.
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