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Diverzita kandidatnich genii asociovanych se sloZkami
kanciho pachu u Cistokrevnych populaci prasat

Souhrn

Cilem diplomové prace bylo zjistit frekvence vybranych polymorfismi asociovanych
s hladinou kanc¢iho pachu u vybranych cistokrevnych plemen prasat. Déle byla hledana asociace
mezi vybranymi SNP a hladinou jednotlivych substanci kan¢iho pachu. Stanoveny tak byly dvé
hypotézy — v prvni hypotéze jsme piedpokladali, ze mezi vybranymi plemeny bude existovat
statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni genotypti u sledovanych SNP. V druh¢ hypotéze jsme
se zam¢fili na sledovani frekvence alel asociovanych s hladinou kanc¢iho pachu u otcovskych
plemen Pietrain a Duroc.

V ivodu se prace vénovala piehledu odborné literatury, ktera shrnuje dosavadni poznatky
o genetickych markerech ve vztahu k vyskytu hladiny kanciho pachu a jeho jednotlivym
slozkam. Zaroven je zminéna 1 problematika kastrace kaneckli a ekonomické faktory s ni
spojené.

Experimentalni ¢ast diplomové prace zahrnuje dvé analyzy, Do prvni bylo zatazeno
celkem 327 zvitat sedmi rtznych d&istokrevnych plemen (Bu, L, D, Pn, Pc, Mg, W)
pochazejicich z odlisSnych podminek. U osmi vybranych SNP CYP2E1(g.1423G>A,
g.1422C>T, ¢.2412C>T), CYP17A1(c.1220T>A), SULT1A1(c.439A>G, c.846T>A),
CYB5A(c.8G>T) a HSD3B1(g.165262G>A) byly zjisteny genotypy s vyuzitim RFLP-PCR. Za
pomoci Pearsonova chi-kvadrat testu a Fisherova exaktniho testu byly testovany rozdily
Vv zastoupeni alel napfi¢ populacemi.

Druha analyza se tykala mozné asociace SNP v genech CYP2E1 a HSD3B1 se slozkami
kanc¢iho pachu. Pro tento ucel slouzily udaje zjisténé metodou HPLC z hibetniho tuku 73
hybridnich jedinct ((BuxL)xBO), které byly statisticky vyhodnoceny pomoci GLM.

V piipad¢ prvni analyzy jsme nemohli podpofit ani jednu ze stanovenych hypotéz.
DostateCnou variabilitu vykazovaly pouze polymorfismy ¢.1423G>A, ¢.2412C>T a
0.165262G>A. U zbylych péti SNP se v populaci vyskytoval prevazné jeden genotyp. Rovnéz
u otcovskych plemen Pietrain a Duroc ve ¢tyfech SNP vyrazné pievazovala jedna z alel, které
jsou asociované s niz$i hladinou androstenonu ¢i skatolu. Ocekéavanych vysledkili jsme dosahli
v asociacni analyze SNP ¢.1423G>A, .1422C>T a g.2412C>T pro které jsme statisticky
podpoiili asociaci s hladinou skatolu v tukové tkani. Pro g.165262G>A jsme byli schopni
stanovit pouze trend nikoliv vyznamnost pro vazbu na hladinu androstenonu.

Z vysledkii mizeme soudit, Ze diverzita ¢eské populace prasat je nizka a prevazné se v ni
vyskytuji genotypy asociované s niz§i hladinou kanciho pachu. Ackoliv jsme dospéli
Kk nékterym statisticky prukaznym vysledkim, je tfeba podotknout, Ze asociace byla potvrzena
pouze u hladina skatolu a nikoliv indolu, jehoz koncentrace by dle dosavadnich znalosti méla
uzce korelovat s hladinou skatolu. Pro dalsi vyzkum tedy doporuCujeme rozsitit pocet
testovanych zvifat.

Kli¢ova slova: prase, kanci pach, SNP, polymorfismus, gen



Diversity across candidate genes associated with boar taint
components in pure pig breeds

Summary

The aim of the diploma thesis was to determine the frequencies of selected
polymorphisms associated with the level of boar taint in selected purebred pig breeds.
Furthermore, the association between selected SNPs and the level of individual boar taint
substances was sought. Thus, two hypotheses were established - in the first hypothesis, we
assumed that there will be a statistically significant difference in the representation of genotypes
in the monitored SNPs between the selected breeds. In the second hypothesis, we focused on
monitoring the frequency of alleles associated with the level of boar taint in paternal breeds
Pietrain and Duroc.

In the introduction, the work was devoted to an overview of the literature, which
summarizes the existing knowledge about genetic markers in relation to the occurrence of boar
taint and its individual components. At the same time, the issue of castration of boars and
economic factors associated with it are also mentioned.

The experimental part of the diploma thesis includes two analyzes. The first included a
total of 327 animals of seven different purebred breeds (Bu, L, D, Pn, Pc, Mg, W) originating
from different conditions. In eight selected SNPs CYP2E1l (g.1423G>A, ¢.1422C>T,
g.2412C>T), CYP17A1 (c.1220T>A), SULT1A1L (c.439A>G, c.846T>A), CYB5A (c.8G>T)
and HSD3B1 (g.165262G>A) genotypes were determined using RFLP-PCR. Differences in
allele distribution across populations were tested using Pearson's chi-square test and Fisher's
exact test.

The second analysis concerned the possible association of SNPs in the CYP2E1 and
HSD3B1 genes with boar taint components. For this purpose, HPLC data from the back fat of
73 hybrid subjects ((BuxL) xBO) were used, which were statistically evaluated by GLM.

In the case of the first analysis, we could not support any of the established hypotheses.
Only the polymorphisms g.1423G>A, g.2412C>T and ¢.165262G>A showed sufficient
variability. For the remaining five SNPs, there was predominantly one genotype in the
population. Also, in the paternal breeds Pietrain and Duroc in the four SNPs, one of the alleles
significantly associated with lower levels of androstenone or skatole significantly
predominated. We achieved the expected results in the association analysis of SNPs
0.1423G>A, 9.1422C>T and g.2412C>T for which we statistically supported the association
with the level of skatole in adipose tissue. For g.165262G>A we were only able to determine
the trend and not the significance for binding to androstenone levels.

From the results we can judge that the diversity of the Czech pig population is low and
there are mostly genotypes associated with lower levels of boar taint. Although we have reached
some statistically significant results, it should be noted that the association was confirmed only
for the level of skatole and not for indole, the concentration of which should be closely
correlated with the level of skatole to date. For further research, we therefore recommend
expanding the number of animals tested.

Keywords: pig, boar taint, SNP, polymorphism, gene
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1 Uvod

Chov prasat patii mezi nepostradatelné soucasti primarniho hospodaiského sektoru, ktery
¢lovéku poskytuje nejvetsi mnozstvi masa ze vSech chovl hospodaiskych zvirat.

V soucasnych chovech je produkce prasat zalozena pfevazné na vynikajici genetice.
Vysoce selektované genotypy a intenzivni systém produkce tvoii vétSinu produkovaného
vepiového masa. Pro tento ucel je potieba podrobné fenotypové a genotypové charakterizace
plemen. Ziskané poznatky se vyuzivaji k identifikaci polymorfismi vazanych na pozadovany
znak a tidi nésledn¢ vyber Slechtitelského postupu. Vysledkem je spravné vyuziti genetické
informace pro ekonomicky zisk.

Ekonomika je hlavnim faktorem ovliviiujici celé fungovani chovu. Produkce jate¢nych
hybridi s co mozna nejniz§imi naklady, ale zato ve vyborné kvalité jsou hlavnim cilem.
S vyuzitim nejmodernéjSich genetickych postupti je mozné mnohem rychleji dosdhnout
poZadovaného vysledku.

Kvalitu masa snizuje naptiklad kan¢i pach. V mnoha zemich jsou kanecci chirurgicky
kastrovani kratce po narozeni, aby se zamezilo produkci masa s nechténym pachem a chuti.
Kanci pach, jehoz hlavnimi sloZkami jsou androstenon, skatol a indol, které se kumuluji
Vv tukové tkani, vyvoléavaji fekaliim podobny zépach a chut, pfedevsim po tepelném zpracovani
masa. Na druhou stranu, kanecci ve srovnani S vepiiky, vykazuji mnohem lepsi produkéni
vlastnosti, jako jsou vyssi rtstova schopnost, nizsi spotieba krmiv, vyssi zmasilost jate¢né
opracovan¢ho téla a také ne vSichni komeréné produkovani kanecci maji kanci pach. Kromé
toho zacali brat 1 spotiebitelé zietel na welfare, zivotni pohodu zvitat, a proto také podporuji
zékaz nynéjSiho zplisobu kastrace.

Vetejny tlak na opusténi chirurgické kastrace vedl k hledani moznosti eliminace kanc¢iho
pachu jinymi, humannimi metodami, mezi které patii chirurgicka kastrace s pouzitim anestezie
a/nebo analgezie, imunokastrace, vykrm kaneCkii nebo wvyuziti genetickych markert.
Srozvojem biotechnologii pfibyly nové nastroje pro identifikaci genti odpovédnych
za kvantitativni vlastnosti. To vedlo k zapojeni molekularni genetiky k tradicnim metoddm
selekce a vyuziti genetickych markera pro eliminaci kanc¢iho pachu.
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je sledovat frekvence jednotlivych genotypl u vybranych polymorfismi
asociovanych s hladinou kanc¢iho pachu a ovéfit variabilitu mezi i v rdmci populaci.

Hypotéza 1: Mezi sledovanymi plemeny bude rozdilna frekvence genotypu, respektive
alel u vybranych SNP variant.

Hypotéza 2: U otcovskych plemen (Duroc, Pietrain) bude vys§i frekvence alel
asociovanych s vysokou hladinou kan¢iho pachu, pfedevsim androstenonu a skatolu.
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3 Literarni reSerse

3.1 Pase domaci (Sus scrofa)

Prase domaci je ¢lenem tadu sudokopytniki (Aryodactyla), podiad nepiezvykavy
(Suiformes) (Rothschild et al. 2011), ktery pochazi z euroasijské divoké formy prasete (Sus
scrofa). Domestikace z ptvodnich rodovych forem zapocala piiblizné uz pred 9000 lety
na Blizkém vychodé. Historické zaznamy uvadéji, ze asijskd prasata byla introdukovana
do evropské formy béhem 18. az 19. stoleti (Giuffra et al. 2000), a tak vznikly dvé celedi
podiadu neptezvykavi — pekariové (Tayassuidae) a prasata (Suidae) (Rothschild et al. 2011).

Uz na zéklad¢ uz Darwinovych pozorovani fenotypovych rozdili mezi druhy prasata
prisla v tvahu jako geneticky model. Jeho ptedpoklad o pfibuznosti pekarid a prasat, i pies
velkou geografickou vzdalenost mezi misty vyskytu, potvrdila studie mitochondridlni DNA,
ktera je dédi¢nd pouze ze strany matky. Dalsi podrobnéjsi vyzkumy napomohly pfii zjiStovani
piedka prasete doméaciho — evropského prasete divokého “divoc¢aka”. (Giuffra et al. 2000). Tyto
informace poskytly obecny piehled o systematickém postaveni a fylogenezi rodu (Rothschild
et al. 2011).

Prase je dnes uznavano jako modelovy organismus i v lidské medicin€. Po osekvenovani
celého lidského genomu pftisla na fadu sekvenace genomu zvirat. Jiz béhem sekvenovani DNA
prasat byla nalezena podobnost mezi genomem lidskym a prase¢im. Rozkodovani praseciho
genomu ma také podstatny ekonomicky vyznam v produkci veprového masa (Humphray et al.
2007).

3.2 Geneticka diverzita v populacich prasat

Geneticka diverzita je dulezitd pro udrZzeni zivotaschopnosti a evolu¢niho nebo
adaptivniho potencidlu populaci a druhti (Holdergger et al. 2006). Zachovani genetické
diverzity hospodaiskych i divokych druhil zvifat zajistuje Umluva o biologické diverzité (Rio
1992) (Ollivier & Foulley 2011).

Existuji dva typy genetické rozmanitosti — adaptivni a neutralni. Neutralni geneticka
rozmanitost nema pfimy vliv na kondici, tento typ genetické variace je tedy selektivné neutralni.
Adaptivni geneticka rozmanitost dokaze popsat evolucni potencial populace a Ize analyzovat
kvantitativné v kontrolovanych experimentech (Holdergger et al. 2006). Vé&tSina Slechtitelskych
postupll vyuzivanych v praxi je zaloZena na ziskani co mozna nejvétsiho profitu z genti patiicich
do kategorie adaptivni genetické diverzity (Ollivier & Foulley 2011; Holdergger et al. 2006).

Mezi nejstarS$i metody pouZzivané Slechtiteli patii selekce. Ta siln€ ovliviiuje genetickou
variabilitu v genomu prasat. Pfi sledovani kvantitativnich znakdi meénicich své zastoupeni
Vv populaci prasat béhem selekce objevili védci lokusy nesouci geny pro kvantitativni znaky
(QTL), které jsou dnes stale vyznamné pro Slechténi a selekci (Fontanesi et al. 2015). Podobné
vlastnosti jako QTL maji jednonukleotidové polymorfismy (SNP), jejichZ zastoupeni lze také
ovlivnit selekci v populaci (Ferreira et al. 2017). Ale selekce vzdy neni naprosto piesna
a diikladna. Vzdy nedochazi k naprosto konkrétnimu vysledku pii Slechténi na dany znak ¢i
znaky. Pfekazkou muze byt vyskyt vazebné nerovnovahy (LD — linkage disequilibrium), pfi
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které dochazi k nendhodné segregaci genil. To znamena vyssi vyskyt nékterych kombinaci genti
na ukor ostatnich variant (Nsegnimana et al. 2004).

Vyse zminéna LD muze byt odrazem rozdilné¢ho selekéniho tlaku. Dikazem je rozdilny
vyskyt LD, kdy u evropskych plemen prasat vyskytuje u mnohem vice gend nez u asijskych
plemen. Tyto poznatky konstatovali Amaral et al. (2008), pii testovani SNP v genomu prasat.

Sofistikovanéjsi a rychlej$i metodou ovlivitujici genetickou diverzitu pomoci selekce
V populaci prasat je pouziti klasického animal modelu BLUP (Fontanesi et al. 2015). S
postupem casu vznikly i1 pfesnéjsi a rychlejsi metody k identifikaci zmén v genomu prasat.
Dostupnost sekvenace a NGS (sekvenovani dalsi generace), probihajici u prasat uz nékolik
desetileti, umoznila sledovat vyvoj vlivu genetickych zmén v genomu zvitat a porovnavat tak

Nejznamé;jsi gen sledovanych u prasat je RYRI1, ktery souvisi pfevazné s kvalitou masa,
nejsledovangj$im znakem u prasat (Ciobanu et al. 2011). Ciobanu et al. (2011) pozoroval
alelické frekvence pro tento gen u plemene Large White a Pietrain. Matef'ské plemeno Large
White mélo zastoupeni stres rezistentni alely N vyssi nez 0,9. Zatimco otcovské plemeno
Pietrain vykazovalo zastoupeni stres rezistentni alely n niz8i nez 0,1 vlivem striktni selekce na
tuto alelu. Pietrain je plemeno vyznacujici se vysokou zmasilosti, kterou recesivni alela n genu
RYRL1 podporuje.

3.3 Kanci pach

Kanc¢i pach je nechtény zapach vyvolany primarné zvySenou hladinou androstenonu,
skatolu a indolu v tukové tkéani prasat (Moe et al. 2009), ktera je nositelem vin¢ a chuti. Tyto
slozky nasledné negativné ovliviiuji kvalitu masa po jeho tepelné Gpravé (Duijvesteijn et al.
2010). Hladina komponent kanc¢iho pachu se zvySuje predevSim po dosazeni pohlavni
dospélosti zvifete (Zadinova et al. 2016). Detekovatelna hodnota v tukové tkani je pro
androstenon 0,5 - 1 ug/g a pro skatol 0,2 - 0,25 ug/g (Strahe et al. 2014). Mezi spotiebiteli je
vSak velka variabilita v citlivosti na tyto latky. Zatimco u androstenonu je citlivost nizsi
a individualni, skatol je detekovan vétSinou respondentti (Robic et al. 2008). | z hlediska
geografického profilu je mozné sledovat rozdilnou citlivost na kanc¢i pach. V nékterych zemich
je maso z kancli bézn¢ konzumovéno. Rozdily jsou i mezi muzi a Zenami, které casto byvaji
k latkam kanciho pachu citlivéjsi. Nicméné bylo zjisténo, ze ne v§ichni komeréné chovani kanci
produkuji kanc¢i pach (Duijvesteijn et al. 2010).

Hladina androstenonu a skatolu je ovliviiovana jak vnitinimi, tak vnéjSimi faktory
(Zamaratskaia & Squires 2009). Hladina kan¢iho pachu se mtize vyznamné lisit mezi plemeny
1 v ramci plemene. Rozdily jsou 1 mezi samotnymi komponenty. Heritabilita androstenonu
odpovida stiednim az vysokym hodnotam 0,25 - 0,88. Skatol ma nizsi heritabilitu 0,19 - 0,55
(Duijvesteijn et al. 2010). Existuji 1 dal$i latky ovliviiujici v malé mife organoleptické vlastnosti
masa. Napiiklad androstenol, p-kresol, aldehydy a mastné kyseliny s kratkym fetézcem
(Zamaratskaia & Squires 2009).

Jedinou dosud zndmou a hojné vyuZivanou moznosti, jak tipln€ eliminovat kan¢i pach, je
chirurgicka kastrace (Strahe et al. 2014). S postupem let se Castéji vyuziva i vice huménnich
postuptl. Aplikace analgetik a anestezie pfi zdkroku, imunokastrace nebo Slechténi s vyuzitim
genetickych markerd asociovanych se snizenou produkci kanciho pachu (Prunier et al. 2006).
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3.3.1 Androstenon

Androstenon (5a-androst-16-en-3-on) je steroidni hormon produkovany Leydigovymi
bunkami ve varlatech (Zadinova et al. 2016). Jedna se primarné o sam¢i hormon uvolnujici se
ze slin kance jako feromon stimulujici prasnice k pareni. Kvili lipofilnim vlastnostem je
ukladan i do tukové tkané (Zamaratskaia & Squires 2009), kde jeho koncentrace vyvolava
nepiijemny zapach a chut’ po moci (Robic et al 2008).

Androstenon je produktem metabolismu cholesterolu stejné jako testosteron a estrogen
(Moe et al. 2009). Jeho produkce je zavisla, stejné jako u zbylych pohlavnich hormoni, na
pohlavni dospélosti jedince (Robic et al. 2008). Tvorba androstenonu ale neni primarni funkci
pouze varlat. V plazmé¢ prasni¢ek a veptikl detekovali Zamaratskaia & Squires (2009) nizkou
hladinu androstenonu, coz potvrzuje jeho produkci ovarii a ktirou nadledvin.

Produkce androstenonu a dalSich testikularnich steroidii je fizena neuroendokrinnim
systémem. Produkci testikularnich hormont aktivuje hypotalamo-hypofyzo-gonadarni osa.
Béhem postnatalniho Zivota (2. — 4. tyden) ma za nasledek zvySeni hladiny cirkulujicich
testikularnich hormond v krvi. Jednd se ale o malé mnozstvi s porovnanim hladiny
testikularnich hormontt po dosazeni pohlavni dospélosti, se kterou uzce souvisi tvorba
androstenonu a vznik kanciho pachu. Proto je puberta kaneckti hlavnim aspektem pfti regulaci
biosyntézy androstenonu a stimulaci neuroendokrinni soustavy. Stejn¢ tak je dtlezity 1 genotyp
zvitete. Jiz dlouho je prokazano, Ze existuji genotypy, které maji souvislost s nizkou hladinou
androstenonu v tukové tkani (Zamaratskaia & Squires 2009). Obsah androstenonu v tukové
tkani roste také v souvislosti se zvysujicim v€kem kancti (Moe et al. 2009).

Z dtvodu jiz vySe zminéné spolecné biochemické cesty pohlavnich hormont, je té¢zké
snizovat hladinu androstenonu, aniz by soucasn¢ neklesla i hladina ostatnich steroida a nebyla
tak ovlivnéna plodnost ¢i rust zvifete (Moe et al. 2009).

3.3.1.1 Metabolismus androstenonu

Zacatek geneze steroidnich hormonti zahajuje gen CYP11A1 katalytickym Stépenim
fetézce cholesterolu za vzniku pregnelenonu. Z pregnolenonu je androstenon syntetizovan ve
varlatech andien-p syntazou za Gcasti genu CYP17A1, CYB5A a 3B-HSD (Robic et al. 2008;
Moe et al. 2009; Zamaratskaia & Squires, 2009; Zadinova et al., 2016).

Metabolicka degradace androstenonu probiha v jatrech ve dvou fazich. Béhem prvni faze,
hydrogenace, je androstenon degradovan 33-HSD na B-androstenol. V piipad¢ nizké aktivity
Vv jatrech stoupad hladina androstenonu v tukové tkani. Enzymy sulfotransféraz SULT2AI
a SULT2B1 ukoncuji proces degradace androstenonu. Tento proces piedstavuje 68 % z celého
metabolismu probihajiciho v II. fazi nazyvané sulfokonjugace. Béhem degradace vznika
i mnoho rtiznych meziprodukti i koneénych produktii viz Obrazek 1 (Robic et al. 2008; Moe
et al. 2009; Zamaratskaia & Squires 2009; Zadinova et al. 2016).
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Obrazek 1 Hlavni enzymy zahrnuté do metabolismu androstenonu prasat.
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3.3.2 Skatol

Skatol (3-methylindol) je produkt bakterii tlustého stieva, predev§im monogastri, pii
traveni bilkovin. Biochemickou pfeménou vznika z L-tryptofanu a nasledné je z ¢asti vylu¢ovan
vykaly a moci a z ¢asti vstiebavan do krve skrz stfevni sténu a ukladan v tukové tkani (Robic
et al. 2008; Zamaratskaia & Squires 2009). Obsah skatolu ve fekaliich je u vSech pohlavi
podobny, ale vysoké koncentrace skatolu v tukové tkani jsou pfedevsim u kanct (Denhard et al
1991). Zapach uvolilovany pfi zpracovani vepifového masa pripomina vykaly (Zadinova et al.
2016).

Bakterie Clostridium spp. (C. difficile, C. sticklandii, C. lituseburense, C. subterminale,
C. putrefaciens) a Escherichia coli syntetizuji kyselinu 3-indoloctovou z tryptofanu. Cinnosti
bakterii rodu Lactobacillus a Clostridium vznika skatol ze vzniklé 3-indoloctové kyseliny.
Z toho vyplyva, Zze mnozstvi produkovaného skatolu je zavislé na dostupnosti tryptofanu
a slozeni intestindlni mikrofléry (Zamaratskaia & Squires 2009). U pfezvykavct je v malé miie
skatol tvofen také, ve vétSim mnozstvi plisobi jako pneumotoxin a zplsobuje ABPE (acute
bovine pulmonary edema and emphysema). Prasatlim skatol neubliZi, jelikoZ je metabolizovany
rozdilnymi procesy (Robic et al. 2008).

3.3.2.1 Metabolismus skatolu

Skatol vznikly syntézou bakterii v tlustém stfeve je z ¢asti vstiebavan do krevniho obéhu
(Robic et al. 2008). Ten je dale metabolizovén v jatrech ve dvou na sebe navazujicich fazich.
V prvni fazi hraji podstatnou roli enzymy cytochromu P450 (CYP2E1, CYP2AG6). Jejich funkci
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je ptidani hydroxylové skupiny, aby mohla probéhnout reakce v druhé fazi (Robic et al. 2008).
Tato ¢ast metabolismu probihd v endoplazmatickém retikulu hepatocyti. Béhem prvni faze
vznikéd 7 meziproduktl, které nasledné podléhaji oxidaci aldehyd oxidazou a nékteré konjuguji
s kyselinou sirovou nebo glukaronovou. V druhé fazi jsou meziprodukty vystaveny sulfataci
fenolsulfotransferazou SULT1A1. Vznika pét konecnych produktl, které jsou akumulovany
v tukové tkani a ledvinach. Z ledvin jsou poté vylucovany moci viz Obrazek 2 (Robic et al.
2008; Zamaratskaia & Squires 2009; Zadinova et al. 2016).
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b Hydroxyskatole glucuronide
Skatole-glutathione

|

Urine

Obrazek 2 Hlavni enzymy metabolismu skatolu prasat.

3.3.3 Indol

Indol (2,3 - benzopyrol) je také metabolitem tryptofanu. Je soucasti kan¢iho pachu, ale
v mnohem mensi mife nez androstenon a skatol. AvSak korelace mezi hladinou skatolu a indolu
v tukové tkani je vysoka (Moe et al. 2009).

Indol je, stejné jako skatol, produktem bakterii sidlicich v tlustém stfev€. Vznika
degradaci bilkovin, pfesnéji L-tryptofanu. Indol se z ¢asti vyluovan s vykaly a z casti
vstiebdvan stfevni sténou do krevniho obéhu. Metabolizovan je v jatrech, obdobné jako skatol,
enzymy CYP2A6 a CYP2EL. Pokud dojde k transformaci indolu uz v gastrointestinalnim traktu
na kyselinu indol 3- octovou, stava se tak prekurzorem skatolu (Zadinova et al. 2016).

Hladina indolu i skatolu je ovliviiovana vngj$imi faktory jako jsou Cistota kotcii a krmeni
(Zadinova et al 2016).
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3.4 Eliminace kanc¢iho pachu

Kanecci jsou v mnoha zemich kratce po narozeni chirurgicky kastrovani z divodu
zamezeni vzniku kanciho pachu (Duijvestejn et al. 2010). Kan¢i pach zptisobuje nepiijemnou
chut’ a viini masa po tepelné Gpravé kvuli vySe zminénym latkam — androstenonu a skatolu.
Tyto substance se hromadi pievazné v hibetnim tuku kanct (Strahe et al. 2014). Kromé
zamezeni produkce kanc¢iho pachu se kanci kastruji z dal$ich davodd, jako je redukce agresivity
a sexualniho chovani (Zamaratskaia & Squires 2009).

V ramci dodrzovani welfare vznikla v roce 2010 Evropska deklarace o alternativnich
metodach k chirurgické kastraci, které maji omezit bolest a stres z tohoto zakroku. Tento navrh
m¢él vejit v platnost jiz v roce 2012 v podobné provadeni chirurgické kastrace pouze pod vlivem
analgetik a/nebo anestezie. Tak tomu mélo byt do roku 2018, kdy se planovalo tpIné odstoupeni
od chirurgické kastrace (Prunier et al. 2006; Briyne et al. 2016). Jelikoz se splnéni zminénych
cilll nepodafilo dostat, hledaji se jiné moznosti, jak minimalizovat hladinu kanéiho pachu
(Zadinova et al. 2016).

3.4.1 Chirurgicka kastrace

Ptes 130 miliont kaneckt je kazdy rok v 27 ¢lenskych zemich kastrovano. To je vice nez
80 % samci populace. Zbylych 20 % je drzeno pro chov (Briyne et al. 2016).

Chirurgicka kastrace selat by méla byt co nejrychlejsi. Pfiblizné tento zakrok trva 30
sekund. Mimo kastrovani je selatim zkracen ocdsek, injek¢né¢ podano zelezo, vitaminy
a aplikuji se uSni znamky. Dle zdkona se selata musi kastrovat do 7 dni po porodu, nejcastéji se
dnes setkavame s kastraci v den porodu nebo dva dny po porodu. Nékteré chovy uptednostiiuji
kastraci pozd&ji. Sesty den po porodu jsou plné sestoupla varlata, a proto je jejich extrakce
tato metoda povazuje za velice bolestivou a stresujici (Prunier et al. 2005).

Témér bezbolestného, bezpecného a kratkého provedeni kastrace 1ze docilit podanim
anestezie a analgetik. (Marx et al. 2003). Pfesto jsou zvifata stale vystavena stresu. Anestezie
jim zpusobuje docasnou malatnost i po podstoupeni zdkroku. Po zékroku bylo pozorovano
podchlazeni selat a snizeni pfijmu mléka (Kohler et al. 1998; Prunier et al. 2006). Kastrace
S vyuzitim anestetik nebo analgetik je dnes béZznd v zemich jako je Nizozemsko, Norsko
a Svycarsko (Prunier et al. 2006).

3.4.2 Imunokastrace

Imunokastrace se za¢ina stavat atraktivni alternativou k chirurgické kastraci. Cim dal tim
vice statll, prevazné v severni ¢asti Evropy a Némecku, tuto metodu praktikuje. Imunokastrace
ma vSechny benefity chirurgické kastrace, jako je eliminace kanciho pachu, sniZeni agresivity
a sexualniho chovani. Kvalita jate¢né upraveného téla a masa se nelisi od chirurgicky
kastrovanych zvifat. Tato metoda se jist¢ da oznacit z hlediska welfare mnohem piijatelnéjsi
(Zamaratskaia & Rasmussen 2015; Briyne et al. 2016). AvSak neni jisté, ze konzumenti tuto
metodu viele pfijmou, jelikoZ se jedna o vpravovani chemické latky do téla zvitete (Prunier et

al. 2016).
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Cilem imunokastrace je deaktivace testikularnich funkci omezenim produkce hormont
hypotalamu. Pfevazné je pouzivana vakcina mifend proti gonadotropin-realising hormonu
(GnRH) produkovaného hypotalamem. Alternativou je vakcina proti produkci luteiniza¢niho
hormonu (LH) v hypofyze (Zamaratskaia & Rasmussen 2015).

V souladu s vyrobnimi doporucenimi je nutné aplikovat dvé davky v intervalu minimalné
Ctyt tydnti, aby se dosahlo ucinnosti. Prvni davka slouzi k imunizaci systému a malému
navyseni protilatek proti GnRH. Kanecci jsou fyziologicky porad stejni. Druhd davka pak
docasn¢ potlaci funkci varlat véetné jejich ristu nésledkem vysoké produkce anti-GnRH
protilatek (Dunshea et al. 2001; Zamaratskaia & Rasmussen 2015).

Prvni davka se podava v rozmezi od 17. - 18. tydne zivota a druha davka v 21. - 22. tydnu
zivota. Za predpokladu, Ze jsou prasata porazena ve stafi 26. tydnl. Pfi splnéni veSkerych
doporuceni je u imunokastratii srovnatelna hodnota androstenonu i skatolu jako u vepiikl
(Dunshea et al. 2001; Zamaratskaia & Rasmussen 2015). Kazdou davku musi spravné aplikovat
dva rtizni lidé z dvodu bezpecnosti. Pfemysli se 1 0 jednordzové imunokastraci pouze jednou
davkou v obdobi 4 tydnti pied porazenim, ale to muze predstavovat bezpecnostni problém
(IMPROVAQC).

Jak je jiz zminéno vySe, u kanct dochézi po aplikaci vakciny ke zmenSeni varlat v reakci
na sniZeni steroidogeneze a spermatogeneze. Stejné tak dochdzi ke zmenseni bulbouretralnich
zlaz (Awoniyi et al. 1988).

3.5 Ekonomika chovu prasat s alternativnimi zptasoby kastrace

Jako v kazdém chovu, je 1 v chovu prasat ekonomika na prvnim misté. Roest et al. (2009)
porovnavali ve své praci ekonomicky disledek ¢tyt riznych alternativnich zptisobii kastrace
v chovu: kastrace s lokalni anestezii, kastrace s celkovou anestezii, imunokastrace a chov
kancii. Néklady farmy stoupaji s typem alternativni kastrace. Pokud je vyuzivano lokalni
anestezie, zvysSuji se naklady o I€éky k tomu ur¢ené a o naklady za Clovéka, ktery anestezii
provadi. V nékterych zemich musi anestezii provadét dokonce veterinai. Pii celkové anestezii
se jesté pripocitavaji naklady za inhalacni zafizeni.

Pro imunokastraci je rozhodujicim faktorem cena vakciny. Jeji cena bude zavisla na
ptijeti spotfebiteli konzumovat maso z imunokastrati. Zatézi je také dalSi prace pro
zamé&stnance, ktefi budou vakcinu aplikovat (Roest et al. 2009).

Kromé lepsiho welfare v chovech byla u chovi, kde se vyuzivd imunokastrace nizsi
spotieba krmiv na stejnou produkci masa, jako maji chirurgicky kastrovani vepfici.
Imunokastrati totiz dosahuji lepsiho rastu s vyssi konverzi Zivin. Pokud by se zvysila obliba
imunokastrace u chovateldl, cena vakciny by mohla klesnout nebo se rovnat cené¢ uSetfené¢ za
krmivo (Roest et al. 2009).

Chov kancti nemusi byt uplné ptijatelny welfare, jelikoz kanci jsou mnohem agresivngjsi
vi¢i sobé a mohou si zpiisobovat o8kliva zranéni. Nicmén€ ma mnohé vyhody v lepsi konverzi
zivin, lep§im ristu a niz§im ukladani tuku, nez je u vepiikl. VSechna tato pozitiva ale za cenu
moznosti vyskytu kan¢iho pachu v mase. Tento fakt nic neméni na tom, Ze v nékterych statech,
jako je Velka Britanie &i Spanélsko, je chov kancti bézny (Roest et al. 2009).
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3.6 Vyuziti hybridizace

Celosvétovy primysl s vepfovym masem ziskdva velkou ¢ast svého genetického
materidlu od spolecnosti, které poskytuji inseminacni davky linii, které¢ vyvinuli pfesné pro
Slechtitelsky program. Spole¢nosti jako Danbred, PIC, TOPIGS nebo Hypor kiizi své vlastni
linie na Urovni Cistokrevnych plemen, zatimco jiné jsou zastupci kiizenct rtiznych plemen.
Takové Slechténi provadi tak dlouho, ze vzniklé linie se mohou povazovat za nezavislé na
ptvodnich plemenech. Spole¢nosti vétSinou prodavaji spolu se Slechtitelskym programem
I specialni linie kanct a prasni¢ek, podle pozadavkt chovatele. Napiiklad specialné Slechténi
hybridi Landrace a Large White jsou béZné vyuzivané komercni prasnicky s vybornymi
matefskymi vlastnostmi (Buchanan & Stalder 2011).

Postupy Slechténi, vybér genetického materidlu a fenotypové charakteristiky jsou
soukromym tajemstvim spolec¢nosti. Linie téchto spole¢nosti pfedstavuji odklon od zékladnich
definic, co je plemeno. Pokrok v identifikaci geni napomaha genetickému zlepSovani
a udrzovani znaku ¢istého plemene. Tyto nastroje v molekularni biologii vedly k lepsimu
pochopeni domestikace a rozmanitosti plemen. V rdmci projektu Roslin Institute Pig
Biodiverzity Project byl konstruovan fylogeneticky strom. Z dat jde znatelné vycist, Ze asijska
plemena (Meishan) jsou geneticky vzdalena od plemen plivodem z Evropy. Plemeno Meishan
se nachazi uprostied fylogenetického stromu, ackoliv je takto geneticky vzdalené. Tento fakt
podporuje teorii, Ze asijska prasata byla piivezena do Evropy a jejich geny byly zaclenény do
lokalnich plemen prasat, a tak napomohla vyvinu dneSnich modernich evropskych plemen.
Prokazateln¢ dnes Ize nalézt genetickou podobnost u plemene Berkshire s nékolika ¢inskymi
plemeny (Buchanan & Stalder 2011).

Cilem Sslechtitelského programu je zvySeni efektivity vyroby vepfového masa.
Slechtitelsky program piesné stanovuje cile Slechténi s ekonomickym ziskem na
nejvyznamnéjSich znacich za co nejkratsi cas. Pti Slechténi prasat se vyuziva rozdéleni populaci
na dvé Casti, na plemena matefskd a plemena otcovskd. Kazda tato plemena maji specifické
uzitkové znaky s métitelnymi ukazateli v oblasti reprodukce, jako je pocet mlad’at na vrh, pocet
strukii, délka mezidobi, zabiezavani atd., mlécnosti prasnic, konverze krmiv, priimérného
denniho pfirGstku, zmasilosti a podilu Musculus longissimus. Pfi vzajemném kiiZeni vznika
rentabilni produkt — viceplemenny hybrid s pfesné pozadovanymi vlastnostmi na uZzitkovost.
Takovy postup se nazyva hybridizacni program, ktery vyuziva pfevdzné heterozniho efektu
U nizce dédivych znakii u matefskych plemen a zmasilosti u hybridi. Heterozni efekt je nejvice
znatelny u kiizencu rozdilnych plemen nebo populaci. Dilezité je taky pozice plemene v roli
otce a matky pfi kiizeni. Heterozni efekt je pouze jednorazovy efekt projevujici se v prvni
generaci. Vysledkem je zvife s lepSimi vlastnostmi jako je zivotaschopnost, odolnost, prirtistek
1 konverze krmiva. Respektive idedlni jatecné prase s maximalnim ekonomickym ziskem, pfi
jehoz chovu je dosazeno maximalni efektivnosti (Krupa et al. 2019).

3.6.1 Marketing

Evropa je ptikladem industrializované ekonomiky, kde tvoii zeméd¢lstvi 2-5 % hrubého
domaciho produktu. Zivoéigna vyroba tvofi piiblizné 50-60 % celkovych ptijmil zemédélskych
podnikd z toho 10-15 % ptedstavuje vyroba potravin a napojii. Domécnosti utrati ptiblizné
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20 % svych vydajii pouze za potraviny z nichz asi 40 % tvoti vydaje za maso, mlééné vyrobky
a vejce. Polovinu zakoupeného masa spotiebiteli tvoii maso veprové. A trend nadile
uptednostiiuje spotiebu veprového (Whittemore & Kyriazakis 2006).

Riizné vzorce spotieby zplsobuji, ze zvifata jsou konzumovana v rdznych hmotnostech.
Ziva zvifata se mohou uvadét na trh uz od nékolika tydnt vékd v rozmezi 10-20 kg, aZ po
extrémy v podob¢ 180-300 kg. Pro mnoho asijskych typt prasat, kterd jsou mensi, jsou jate¢né
hmotnosti obvykle mensi. V evropskych zemich, Austrdlii, Severni a Jizni Americe jsou
tradi¢né zpracovana zvitata o hmotnosti 90—120 kg jak pro distribuci ¢erstvého veptového, tak
pro rizné vyrobky z nich. Vyjimkami jsou zvifata naptiklad pro vyrobu susenych Sunek v Italii
a Spanélsku, kde se poraZeji prasata s mnohem vys§i hmotnosti. Na porazku se mohou posilat
1 prasnice, které maji hmotnost az 300 kg. Maso z nich se zacleiiuje Casto do fady produktl
a lahtdkarskych vyrobkil. Dospéli kanci vyuzivani k plemenitbé, jsou pro lidsky konzum
nevhodni, protoze obsahuji kan¢i pach. Tento problém se vSak nemusi tykat rychle rostoucich
plemen, pokud se kanecci porazi pii nizké hmotnosti (do 110 kg) (Whittemore & Kyriazakis
2006).

3.7 Eliminace kanciho pachu s vyuzitim genetickych markeru

Kanc¢i pach zplisobuje ekonomickeé ztraty na jate¢ném téle prasat. Posledni roky je jednim
z nejfeSengjSich problémi v chovu prasat. Genetici pii feSeni této problematiky potvrdili
asociaci hladiny substanci kan¢iho pachu s mnoha polymorfismy (Zamaratskaia & Squires
2009). Studie celého genomu GWAS a identifikace kandidatnich genti, QTL a SNP tomu velice
napomohla (Zadinova et al. 2016). S vyuzitim Slechtitelskych programil a spraévnym kiizenim
by se nasledn¢ mohlo od kastrace upustit uplné. Nejlepsi geneticky marker (identifikovany
polymorfismus) zaznamenava zmény v genu, které¢ piimo ovliviuji dany znak. Takto vhodné
zvolené markery Ize pak snadno pouzit pro markerem podporovanou selekci (MAS)
(Zamaratskaia & Squires 2009). Tento postup také podporuje fakt, Ze hladiny androstenonu
a skatolu vykazuji stfedni hodnoty heritability (Strahe et al. 2013; Zadinova et al. 2016).

3.7.1 Genomika prasete domaciho

Ptecteni celého genomu prasete doméciho bylo zasadni pro kompletni analyzu
genetického obsahu a pochopeni fungovani celého organismu. Identifikace raznych
genetickych polymorfismli umoznila v chovu prasat zna¢ny benefit pti Slechténi novych plemen
a linii pro specifické vyuziti v chovu. Nejznaméjsimi genetickymi pokroky je vétsi zmasilost
nebo odolnost viici stresu a nasledné snizeni vyskytu vady PSE masa a mnoho dalSich. Investice
do tohoto oboru dala chovateliim prasat velké vyhody napfi¢ celym zemé&délskym primyslem
(Groenen et al. 2011).

Domaci zvifata jsou neocenitelnym zdrojem pfi studiu molekularni genetiky. Studiem
celého genomu (GWAS) bylo analyzovano mnoho novych genil fidicich vyznamné znaky
a vlastnosti. Tato studie je zaloZena na identifikaci jednonukleotidovych polymorfismu, které
jsou husté zastoupeny napfiic celym genomem. Narozdil od QTL, které nejsou schopné popsat
veskeré variace vlastnosti (Zhang et al. 2011).
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3.7.2 Genetické markery

Nedavné pokroky v molekuldrni biologii se staly zdsadnimi pro feSeni mnoha otazek,
které diive bylo nemozné vyiesit. Nékteré zmény v genech se nemusi projevit na fenotypu.
Tézko rozlisitelné jsou ty nejmensi zmény na urovni nukleotidt. Ty nejmensi zmény v molekule
DNA jsou prave ty, které jsou nejvice vyuzivané jako genetické markery. S jejich identifikaci
doslo k posunu na trovni vyzkumu i chovu (Duran et al. 2009).

Genetické markery lze oznacit jako takové znacky, které v genomu oznaci polohu genu
(lokus) a podavaji informaci o konkrétnim genu. Jsou ucinnym nastrojem pro Slechténi
a reprezentuji genetickou variabilitu (Collard et al. 2005). Nejlépe detekovatelnymi a stéle
nejcastéji vyuzivanymi jsou SNP. Metody jako sekvenace, genotypovani i genova exprese jsou
dnes lehce dostupné jak pro chovatele, tak i Slechtitele (Ciobanu et al. 2011). Meznikem pro
vyuZiti genetickych informaci na irovni DNA u prasat bylo vytvoreni referen¢ni sekvence
dokoncené v roce 2012 Swine Genome Sequencing Consortium (Groenen 2016). Genetické
markery jsou vysoce polymorfni, pfitomné napfi¢ celym genomem, pocetné, rychle, levné
a lehce identifikovatelné kratké sekvence DNA urcujici genetickou diverzitu populace (Ollivier
& Foulley 2011). To potvrzuje 1 Knoll & Vykoukalova (2002), ktefi genetické markery popsali
ve Ctyfech bodech. Souhlasi s vySe zminénym tvrzenim, Ze jsou genetické markery lehce
identifikovatelné, pocetné a vysoce informativni. Také jim pfipisuji vyhodu pii jejich ziskani
jiz z mikroskopického mnozstvi tkan¢ z jakéhokoliv jedince v jakémkoliv véku (véetné
zarode¢nych bun¢k (Knoll & Urban 2002). Ziskané DNA 1ze nadale dlouhodob¢ uchovavat a je
mozn¢é se k analyze opakované vracet.

Biotechnologické metody piinesly 1 vyvoj do Slechténi zvifat. V chovech se zacalo
vyzivat selekce podporované genetickymi markery (MAS) s cilem zvySeni uzitkovosti. Pro
realizaci MAS je nutné znat nejprve genovou mapu, lokusy vazané na kvantitativni znaky,
identifikovat dulezité geny a kandidatni geny a nasledné provadét jen experimenty na testovaci
skupiné (Knoll & Urban 2002). MAS pomaha Slechtitelovi dosdhnout v¢asného zachyceni
pozadovaného znaku a jeho zafazenim do chovného programu. Zvysenim frekvence asociované
s pozadovanym znakem uz u malé ¢asti populace mizeme piedpokladat jeji nasledné rozsiteni
do celé populace a konec¢ny vysledek plemenitby. Tato manipulace mize vést az k snizeni
frekvence nechténé alely na minimum, nebo k jejimu uplnému odstranéni (Duran et al. 2009).

Jako prvni piipad markerem podporované selekce v chovu prasat vstoupil do historie
pokus o sniZzeni vyskytu syndromu maligni hypertemie (PSS). Recesivni forma genu ma
negativni t¢inek na kvalitu masa (PSE) a sniZenou Zivotaschopnost. Cilem bylo sniZeni vyskytu
negativni alely n u halothanového genu (RYR1, HAL, CRC) a sensibilitu prasat ke stresu
v matetskych liniich. Prvni pokus dopadl Gispésné€ a dnes mliZeme najit i populace, ve kterych
se recesivni forma genu nevyskytuje vitbec (Groenen et al. 2011; Fontanesi et al. 2015).

3.7.3 Polymorfismus

Geneticky polymorfismus je vysvétlovan jako rozdil v sekvenci DNA mezi jednotlivci,
skupinami nebo populacemi. Mezi polymorfismy se fadi rozdily v poctu tandemovych
opakovani rtiznych vzori, delece, inzerce nebo trasverze na urovni jednoho nebo vice
nukleotid. Polymorfismy se nazyvaji zmény na urovni DNA, které se bézné vyskytuji
V populaci a jsou spojeny s uzitkovymi vlastnostmi. UZzitkové vlastnosti tak tvoii spektrum
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riznych vlastnosti — variant daného genu. Polymorfismy jsou ¢asto oznaCovany mutacemi.
Mutace jsou ale pfesnéji oznaceni pro ziidka se vyskytujici zmény na trovni DNA v disledku
vlivu zéafeni, virového onemocnéni nebo nahodnou chybou béhem embryonalniho vyvoje
(Ismail & Esswawi 2012).

DNA polymorfismy lze detekovat pomoci molekularné genetickych metod. Mezi né patii
RFLP, RFLP-PRC, SSCP, DGGE, microarrays nebo sekvenovaci (Ismail & Esswawi 2012).

3.7.3.1 SNP

Jednonukleotidové polymorfismy (single nucleotide polymorphism) patii mezi nejvice
rozsitené zdroje genetické variability. Jsou definovany zménou v jedné bazi mezi dvéma jedinci
v definovaném tseku DNA. Existuji tfi typy SNP. Bodové mutace vzniklé zdménou bazi
stejného puvodu — tranzice, kdy se vymeéni purin za purin nebo pyrimidin za pyrimidin (C/T
nebo G/A). Pokud se vyméni purin s pyriminidem nebo naopak, nazyva se tato zména transverze
(C/G, AIT, C/A ¢i TIG). Dale SNP mohou zpusobit zmény typu jako delece ¢i inzerce. SNP
tvofené zménou vice alel jsou v podstaté vzacné. NejCastéji se vyskytuji pouze bialelické.
Ackoliv jsou takto malé, jejich vyskyt je vysoky a Casto v oblastech kodujicich genti. Oproti
veétsim polymorfismim, multialelickym, jako jsou naptiklad mikrosatelity (Duran et al. 2009).

SNP jsou evolu¢né velice stabilni a neméni se z generace na generaci (Duran et al. 2009).
I jedingy SNP muize ovlivnit az 22 % fenotypové variability (Zadinova et al. 2016). Praseci
genom obsahuje piiblizné¢ 60 000 SNP (Illumina PorcineSNP60 BeadChip) vyznamnych pro
Slechténi (Duran et al. 2009; Zhang et al. 2011). V budoucnu by se mohlo vyuzit SNP
asociovanych s hladinou skatolu a androstenonu k jejich snizeni. Mnohé studie nad touto
moznosti uvazuji a hledaji data k realizaci (Zadinova et al. 2016).

3.7.3.2 QTL

QTL jsou geny ovliviiujici kvantitativni znaky. Z toho vyplyva, Ze jsou fizena mnoha
geny, jsou tedy multialelické (Zhang 1994). Tyto geny mohou byt identifikovany porovnanim
genotyptl nezndmych markerti s fenotypem nebo specifickou vlastnosti (Zadinova et al. 2016).

QTL jsou jiz dlouho zndme markery vyuzivané ve Slechténi zvitat. Ke kazdé vyznamné
vlastnosti v chovu prasat byly pfitazeny ekonomické parametry. Kazda vlastnost, jako je jate¢na
hodnota, kvalita masa nebo reprodukcni uzitkovost, ma v produkci vepifového masa riznou
vahu pro kone¢ny finan¢ni zisk. Takto vybrané markery jsou pak soucasti metody pro
markerem podporovanou selekci (MAS) (Jeon et al. 2003). Spravné vybrany QTL marker se
vyznacuje pfimym vlivem na dany znak, aniz by byl ovlivnén nebo ovliviioval negativné jiné
znaky (Zamaratskaia & Squires 2009). I kan¢i pach je fizen mnoha geny. Existuji QTL
asociovana s hladinou skatolu a androstenonu na n¢kolika chromozomech (Zadinova et al.
2016).

3.7.4 Kandidatni geny

Kandidatnimi geny se oznacuji takové skupiny geni, které jsou nebo mohou byt vazané
k n&jaké vlastnosti a maji na ni velky vliv. Prvnim identifikovanym kandidatnim genem byl gen
RYRI1. Nalézt se ho povedlo diky analogii mezi prasecim a lidskym genomem, jelikoz lidsky
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genom byl mnohem vice prozkoumany pred 20 lety, nez genomy hospodarskych zvitat
(Zamaratskaia & Squires 2009).

Kandidatni gen pro kanci pach by mél potencionalné ovliviiovat bud’ syntézu steroidti
nebo metabolismus steroidll a tryptofanu. Zatim se nabizi oblasti na SSC6, kde mtizeme najit
dva geny spojené s hladinou kanc¢iho pachu blizko sebe (Duijvesteijn et al. 2010).

3.8 Biotransformace a exkrece sloZzek kanciho pachu

Metabolismus je soucet vSech chemickych reakci, které se v organismu vyskytuji na
bunécéné Urovni k udrzeni Zivota. Hlavnim ucelem je pfeména potravin na energii, vytvaieni
makromolekul (Saghir & Ansari 2019) a odstranéni veSkerych potencionalné nebezpecnych
latek z organismu (Martinkova et al. 2000). Biotransformace probiha z nejvétsi ¢asti v jatrech,
kde je exprimovano velké mnoZstvi enzymu degradujicich toxické i1 fyziologické latky. Enzymy
Ucastnici se metabolismi jsou vyznamné zastoupeny v mistech primarniho kontaktu
s xenobiotiky. Mezi tyto organy patii naptiklad kize, plice, gastrointestinalni trakt etc. Enzymy,
které maji fyziologické funkce se vyskytuji 1 v jinych orgénech, které nepodléhaji primarnimu
styku s toxickymi latkami. Biotransformac¢ni enzymy jsou soucasti ledvin, varlat, vaje¢nika etc.
(Dvotak & Péavek 2008).

Jak jiZ bylo zminéno v kapitole Metabolismus androstenonu a Metabolismus skatolu,
metabolismus se odehrava ve dvou fazich. V prvni fazi je vysledkem zvysSeni polarity
odstraniované latky. VétSinou je béhem tohoto d€je pfipojena nebo odkryta funkéni skupina
oxidaci, redukci nebo hydrolyzou. Latka tak zaroven méni sviij tc¢inek. Metabolity jsou poté
neucinné, méné ucinné nebo dokonce vice ucinné. V druhé fazi se tvoii vazba mezi metabolity
a jejich funkénimi skupinami s funk¢nimi skupinami endogennich polarnich molekul.
Vysledkem je polarni a lehce degradovatelny produkt (Martinkova et al. 2000).

Hlavnim mistem odbourdvani a metabolismu, jak toxickych latek, tak i fyziologickych,
je membrana endoplazmatického retikula (lipofilni povaha). Mezi dal$i mista biotransformace
v bunce patii mitochondrie nebo cytosol. Do metabolismu xenobiotik mohou byt zahrnuty
i transportni bilkoviny, které pfenasi metabolity z buniky ven. Metabolity jsou nejcastéji
vylucovany moci nebo zluci (Martinkova et al. 2000).

3.8.1 Cytochrom P450

-----

Nejvetsi zastoupeni maji v jatrech, hlavnim metabolickém organu obratlovel. Hraji
nezastupitelnou roli pfi tvorbé steroidnich hormond, cholesterolu, Zlu¢ovych kyselin, vitaminu
D a hydroxylaci mastnych kyselin (Hsu et al. 2007).

Enzymy CYP jsou soucasti prvni faze metabolismu. Jsou povahou hemové proteiny
podobné peroxidazdm ¢i katalazdm. Pfes velmi Sirokou specifitu obsahuji vSechny druhy
enzyml CYP vysoce konzervovanou oblast v blizkosti vazebného mista pro hem. Hemovy
protein je takovy protein, ktery na své membrané obsahuje hemovou skupinou, kterd zajistuje
ptenos elektront. Podobné jako u hemoglobinu je hem b (protoporfyrin 1X), avSak Zelezo je
v oxidované formé Fe3+ (White & Marletta 1992). Spolu s cytochrom P450 oxidoreduktazou,
cytochromem b5 a t¢asti NADPH na membrané endoplazmatického retikula tvoti tzv. jaterni
mikrosomalni monoxygenazovy systém (Azenbacher & Azenbacherova 2001).
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Do skupiny cytochromi patii také cytochrom b. Je to také enzym hemového charakteru,
ktery plni pfevazné funkci v prenosu elektront pii nékterych reakcich cytochromu P450. Avsak
ne vzdy je u¢innym donorem elektront pro nékteré CYP, je naptiklad médiem pro interakce
mezi CYP a jinymi enzymy (Lee & Witchel 2014).

Cytochrom b je nejcastéji definovan jako mitochondridlni enzym patfici mezi
nejrozsahleji sekvenované geny napfi¢ obratlovci. Na mitochondriich se ucastni dychaciho
feté¢zce. Pii studiu kanciho pachu je vyznamny cytochrom b5, ktery je vyjimecny svym
puvodem. Jeho vyjimecnost spocivd ve zpiisobu syntézy na volnych polysomech a jeho
nasledného vloZeni nezavisle na SRP (signal rozpoznavajici ¢astice). To znamena, Ze se tento
enzym sam spontann¢ vlozi do ER narozdil od enzymt cytochromu P450, které jsou
syntetizovany na ribozomech endoplazmatického retikula pfipojenych na SRP (Reithmeier
1996; Miller & Fliick 2014). Witchel & Lee oznacuji cytochrom b jako nezbytnou soucast pro
syntézu pohlavnich steroidi. Pfi zjisténi ztraty funkénosti enzymu mutaci v useku genu CYB5
byla popsana souvislost s nizkou koncentraci testosteronu a mikropenisem u déti.

3.8.2 Sulfotransferazy

Sulfotransferazy katalyzuji tvorbu estert kyseliny sirové za vzniku sulfatti. Katabolizu;ji
Sirokou Skalu xenobiotik a jejich metabolitl, stejné jako rizné endogenni neurotransmitery,
hormony, zlucové kyseliny, sacharidy a bilkoviny (Duffel 2010).

Ve vétsing ptipadi ptidani sulfatové skupiny do slouceniny zvysuje rozpustnost ve vodé
a snizuje biologickou aktivitu. Z n¢kolika rodin SULT je s hladinou kanc¢iho pachu asociovany
SULTI. Enzymy SULT maji Sirokou tkdnovou distribuci a ptisobi jako hlavni detoxifikacni
systém (Gamage et al. 2006).

P#i reakci je hlavnim darcem zbytku kyseliny sirové SO* 3’fosfosanosin 5’fosulfat
(PAPS) na hydroxylovou nebo amino skupiny. Byly identifikovany dv¢ tfidy SULT. Prvni tfida
jsou enzymy SULT, které jsou vazané¢ na membranu Golgiho aparatu a jsou zodpovédné za
sulfonaci peptidii, proteind, lipidi a glykosaminoglykant. Druha tfida jsou enzymy SULT
lokalizované v cytosolu bunky, které jsou zodpovédné za metabolismus xenobiotik a malych

endogennich substrati, jako jsou steroidy, zluCové kyseliny a neurotransmitery (Gamage et al.
2006).

3.9 Geny kanciho pachu

Geny pro substance kanciho pachu se nachéazeji na riznych chromozomech. Sekvence
genu fidici syntézu pohlavnich steroidii, a pfedev§im androstenonu byly identifikovany na
SSC1, SSC2, SSC3, SSC4, SSC6, SSC7, SSC9, SSC11, SSC12, SSC13, SSC14 a SSC15. Geny
fidici syntézu skatolu byly identifikovany na chromozomech SSC1, SSC3, SSC5, SSC6, SSC7,
SSC9, SSC10, SSC11, SSC13 a SSC14 (Grindflek et al. 2011). Nejvétsi hustota QTL pro kanci
pach je na chromozomech SSC6, SSC7, SSC10, SSC13 a SSC14 (GroBe-Brinkhaus et al.
2015).

Geny fidici syntézu androstenonu jsou exprimovany piedevs§im v jatrech a varlatech. Jsou
rozdeleny do dvou skupiny na geny tidici syntézu (CYP1741, HSD3B, CYB5A) a geny fidici
metabolismus (SULT1A1, HSD3B). Mimo geny vybrané do této prace jsou dalsi potencialni
geny, které mohou mit vliv na hladinu androstenonu a souvislost s kan¢im pachem (HSB17B4,
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FDX1, CYP11Al, DHRS4, PRDX1, FTL, IDI1, SULT2A1, RDH12, TEAD3, LHB, CYP2C49,
SRD5A2, FTL) (Leung et al. 2010; Zadinova et al. 2016).

Akumulace skatolu v tukové tkani prasat je vysoce zavisla na clearance v jatrech pomoci
enzymi rodiny CYP450 a SULT. Skatol je vice ovlivnitelny dalSimi vlivy, jako je vék, krmivo
a pohlavi nez samotnou expresi genti (Rasmussen & Zamaratskaia 2014). Geny skatolu jsou
umistény prevazné na chromozomech SSC6, SSC7, SSC13 a SSC14 (GroB3-Brinkhaus et al.
2015). Geny fidici metabolismus skatolu jsou rozdéleny na fazi I (CYP2E1, CYB5A) a fazi 11
(SULT1AT1) (Zadinova et al. 2016). Dalsi geny asociované s hladinou skatolu, které mohou mit
souvislost s hladinou kanc¢iho pachu, jsou napi. CYP1A2, CYP2A19, CYP2C49, CYP3A22 etc.
(Rasmussen & Zamaratskaia 2014).

3.9.1 SSC1

Androstenon

Na chromozomu 1 se vyskytuje piiblizné¢ devét QTL, které maji souvislost
s androstenonem. Duijvesteijn et al. (2010) analyzovali 3 SNP pomoci PorcineSNP60 Beadchip
of Illumina, které by méli mit souvislost s rtiznou hladinou androstenonu. Jedno SNP
identifikovali v oblasti 58 Mb na SSC1, kde se vyskytuje gen kddujici alfa fetézec choriového
gonadotropinu. Ackoliv by mohlo byt SNP nalezeny Duivesteijn et al. (2010) prikazné,
Gridnflek et al. (2011) ani jedno z identifikovanych SNP nepotvrdili v souvislosti s hladinou
androstenonu. Le Mignon et al. (2010) identifikovali 3 QTL asociované s hladinou skatolu
pomoci LDLA v oblasti 20,83 Mb, 176,81 Mb a 242,64 Mb. Vyznamnym genem na SSCI je
CYB5A. CYB5A je cytochrom P450, rodina 21, podrodina A, polypeptid 2 (149 737 537 - 149
783 623 bp) (Ensembl 2019). CYB5A je dilezitym regulatorem aktivity CYP17A1. Existuje
pozitivni korelace mezi hladinou androstenonu v tukové tkani (Zamaratskaia et al. 2008).
Sekvenovanim mRNA produktu genu CYB5A identifikovali polymorfismus na 8 bp ve sméru
3’-> 5’ od ATG kodonu. Tento SNP by mél mit spojitost s nizkou expresi genu a snizenim
hladiny androstenonu v tukové tkani (Robic et al. 2008).

Polymorfismus CYB5A c¢-8G>T vykazuje u mutované alely T nizkou hladinu
androstenonu (Zadinova et al. 2016). Zamaratskaia et al. (2008) prokazali vliv alely T u hybridi
$védskych prasat (Svédsky Yorshire x Svédska Landrace). Nicméné vyskyt alely T byl velice
nizky, homozygot TT se vyskytoval pouze jednou. Nizké hodnoty androstenonu byly ale v silné
korelaci s Zivou hmotnosti zvifat. Proto vliv alely nepotvrdili. Grindflek et al. (2010) udé¢lali
podobny pokus na zdkladé rozdilné exprese genu CYBSA. Sledovali vyskyt polymorfismu a silu
exprese genu vici obsahu androstenonu v tukové tkani. Kanci (Duroc x Norské Landrace) méli
za pfitomnosti alely T vzdy vici testované skupiné niz8i hodnoty.

Skatol

Na chromozomu 1 nebylo zatim identifikovano mnoho gent pro skatol. Le Mignon et al.
(2010) identifikovali 2 QTL v oblasti 109,5 Mb a 288,75 Mb SSC1. Grindflek et al. (2011)
nalezli dalsi OTL v oblasti 165-170 Mb. Avsak tento vysledek nebyl v souladu se studii GroB3e-
Brinskhaus et al. (2015).
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Gen CYB5A je zapojen i do metabolismu skatolu v jatrech. Mikrozomalni enzym CYB5SA
zvySuje aktivitu CYP2E1 u lidi. Pfedpokladé se podobna aktivita i u prasat (Wiercinska et al.
2012). Podobng, jako tomu bylo u androstenonu, Zamaratskaia et al. (2008) popsali souvislost
s nizkou hladinou skatolu v tuku, pfi vyskytu mutované alely T. Jeji nizky vyskyt potvrdili
I Muiioz et al. (2018), ktefi testovali vyznamné geny u lokalnich plemen prasat.

3.9.2 SSC2

Chromozom 2 je vyznamné lemovan geny asociovanymi s androstenonem. Chromozom
zahrnuje nejméné Sest QTL, které jsou soucasti metabolismu androgent a estrogenti. Nachazi
se zde i gen CYP2R1, ktery koduje enzym katalyzujici mnoho reakci pfi syntéze cholesterolu,
steroidl a lipida (Grindflek et al. 2011).

3.9.3 SSC3

Androstenon

Na chromozomu 3 se vyskytuji ¢étyfi oblasti QTL, které maji souvislost s androstenonem
(Grofle-Brinkhaus et al. 2015). Mezi vyznamné QTL patii QTL3a, které bylo identifikovano na
pozici 32,2 - 53,6 Mb u Landrace 38-40 Mb u Duroca. Quentanilla et al. (2003) toto QTL
definovali jako marker ovliviiujici androstenon. Grindflek et al. (2011) ptipojil jesté jeho vliv
na estrogeny. Jako kandidatni gen byl vybran na chromozomu 3 gen CYP1Al, u kterého se
piepokladala souvislost s metabolismem skatolu. Toto tvrzeni bylo vylouceno na zakladé
pozdéjsich pokust, kde se ukazalo jeho zapojeni v steroidogenezi (Diaz et al. 2000; Fan et al.
2010).

Skatol

Chromozom 3 neni vyznamn¢ lemovan QTL pro skatol. Dosud byly identifikovany dvé
oblasti (Grofe-Brinskhasu et al. 2015).

Gen pro sulfotransferazu rodiny 1A, ¢len 1 (SULT1A1) je umistén na SSC3 v oblasti (18
352 022 - 18 354 465) (Ensembl 2019). Enzym zodpovédny za sulfataci ve fazi II metabolismu
skatolu, byl identifikovan jako termostabilni fenol-sulfotransferasa (SULT1A1l), jeho
metabolitem je 5- sulfatoxyskatol. Modifikaci exprese piipadné aktivity tohoto enzymu by
vznikla velice uZite¢na metoda, jak redukovat skatol v tukové tkani tzn. kan¢i pach (Diaz &
Squires 2003; Zamaratskaia & Squires 2008). Uvniti genu identifikovali Lin et al. (2004b) SNP,
které bylo asociovano se snizenou aktivitou enzymu. Mutace se nachdzi na pozici 546 bp, kde
doslo k zdméné A>G, kterd zplisobila transformaci lysinu za glutamin. Vzhledem ke sniZeni
katalycké aktivity enzymu SULTI1AL1 se zvySuje koncentrace skatolu v tukové tkani. Studie
Skinner et al. (2006) tuto mutaci v danské populaci prasat nenasli.

3.9.4 SSC4

Androstenon

Chromozom 4 je z hlediska zastoupeni genti a QTL velice zajimavy. Na chromozomu 4
jsou identifikovany tfi oblasti QTL pro androstenon z nichZ jedna je velmi dobfe prostudovana
mnohymi studiemi (Quintanilla et al. 2003; Lee et al. 2004; GroB3e-Brinskhasu et al. 2015).
Grindlfek et al. (2011) v blizkosti tohoto QTL identifikovali dalsi v poloze 48 Mb u plemene
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Duroc. Pti detekci zjistovali vliv na dalsi steroidni hormony, ten v§ak nepotvrdili. Proto je tato
oblast dnes velice zajimava s ohledem na selekci snizeni obsahu androstenonu. V uzké blizkosti
QTL identifikovaného Grindflek et al. (2011) byly identifikovany geny DECR1, které koduji
mitochondrialni enzym zapojeny do beta-oxidace. Druhy gen, CALB1, je exprimovan ve
varlatech. Mimo vlivu na mnozstvi androstenonu ovlivituje i ostatni steroidni hormony.

Vyznamnou skupinou geni lokalizovanych na SSC4 jsou hydroxysteoridni
dehydrogenéazy zapojené do biosyntézy cholesterolu. Patii do skupiny aromataz CYP tvofici
mnozstvi riznych izoenzymt (Zadinova et al. 2016).

Gen HSD17B7 (hydroxysteorid-17-beta-dehydrogenaza 7) je gen u prasat lokalizovany
na SSC4 (95 571 648 - 95 594 175 bp) (Ensembl). Enzym HSD17B7 katalyzuje posledni ¢ast
metabolismu androgenii a estrogenti, kdy méni jejich prostorové uspotadani (izomerii) (Chen
et al. 2007). Nazory na expresi HSD17B7 jsou rizné. Moe et al. (2008) a Chen et al. (2007)
souhlasi s jeho rozdilnou expresi v jatrech negativni korelaci s obsahem androstenonu v tukové
tkani. Naopak Grindflek et al. (2010) detekovali asociaci mezi hladinou androstenonu a expresi
genu ve varlatech. Rozdilnou expresi v jatrech nepotvrdili.

Gen HSD3B1 (3-betahydroxysterodi dehydrogenaza) nachazejici se na SSC4 (101 563
728 - 101 573 906 bp) je soucasti poc¢atku metabolismu androstenonu v jatrech i varlatech
(Robic et al. 2007). Piednostn¢ a vice je redukovana forma beta-androstenolu 3betaHSD
(Zamaratskaia & Squires 2009). Predpoklada se, ze HSD3B a jeho exprese je fizena mnozstvim
pohlavnich hormont, jelikoz jeho exprese je zavisla na pohlavi i hmotnosti zvifete. Se zvySujici
hmotnosti se snizovala exprese a zvySovalo se ukladani androstenonu do tukové tkéané, jak
uvadi Nicolau-Solano et al. (2007). Moe et al. (2007) potvrdili jejich teorii s rozdilnou expresi
u raznych plemen prasat. Gridnflek et al. (2010) s touto teorii v§ak nesouhlasi.

3.9.5 SSC6

Androstenon

Chromozom 6 je velice genové bohatou oblasti. Jiz na zacatku studia genomu prasat,
patiil SSC6 mezi hlavni misto zajmu. Je na ném lokalizovany prvni identifikovany gen. SSC6
je ale 1 vyznamné lemovan QTL oblastmi pro androstenon. Dosud bylo identifikovano celkem
Sest oblasti (GroBe-Brinskhaus et al. 2015). Podobné tomu je i u SNP. Tticet jedna SNP bylo
nalezeno v oblasti 36,9 - 44,9 Mb Duisteijn et al. (2010) u kancti plemene Duroc. Zajimavé ale
je, ze tuto teorii podpofili v ptipad€é zkoumani Durocti 1 Grindflek et al. (2011), ale u plemene
Landrace nedetekovali zadné ze zminénych SNP (Grindflek et al. 2011).

SSC6 jak je jiz vySe zminéno velice genoveé husty. Mezi jednotlivé zastupce patii napft.
i gen pro luteinizaéni hormon beta polypeptidu (LHB), ktery je zodpovédny za zacatek syntézy
steroidnich hormont v Leydigovych bunikach a ovariich na zacatku puberty (Zadinova et al.
2016). Dle Duijvesteijn et al. (2010) je moznym kandidatnim genem pro androstenon.

Dal8imi vyznamnymi geny v metabolismu androstenonu jsou geny pro sulfotransferazu
SULT2A1 a SULT2B1. SULT2A1 je lokalizovan na SSC6 v oblasti 53 522 129 - 53 536 676 bp
(Ensemble). Je aktivni v testikularni i hepatalni tkani, kde konjuguje sulfatovou skupinu na Sa-
androstenon (Sinclair et al. 2006; Zadinova et al. 2016). Sinclair et al. (2006) ukézali, ze exprese
genu SULT2A1 ovliviiuje 1 akumulaci androstenonu v tukové tkani. To vSak Grindflek et al.
(2010) vyloucili, kdyz u Duroca a Landrace zaznamenali souvislost pouze s obsahem
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androstenonu v plazmé. U genu SULT2BA byla pozorovana jesté navic souvislost mezi expresi
enzymu v jatrech a varlatech s hladinou androstenonu v téle zvifete a plemenem. Moe et al.
(2008) pozorovali vyrazné rozdily v ramci plemene Duroc a Landrace pii pozorovani zvitat ve
dvou skupinach podle hladiny androstenonu.

Skatol

Chromozom 6 je velice vyznamnou oblasti pro geny a QTL skatolu i indolu. Velké
zastoupeni QTL pro skatol a indol identifikovali Grindflek et al. (2011) v oblasti 3,7 - 5,0 Mb.
Druhou vyznamnou oblasti je oblast 35,9 - 39,4 Mb, kterd je soucasti stejného regionu bohatého
na nekolik gent s biologicky relevantni aktivitou, jez identifikovali Duijvesteijn et al. (2010).
Gen cytochromu P450, rodiny 2 a podrodiny A, CYP2A®6, byl identifikovan Diaz & Squires
(2000a) a Lin et al. (2004a). Je lokalizovany v oblasti 44 853 498 - 44 876 802 bp na SSC6.
Mistem ptisobeni jsou stejn€, jako u CYP2E1L, jatra (Robic et al. 2008). Aktivita CYP2A6
negativné€ koreluje s mnozstvim skatolu v tukové tkani. V ptipadé identifikace bodové mutace
v tomto genu, byla zaznamenéana Uplnéd ztrita enzymu ve vzorcich jater a mnohonasobné
zvysend akumulace skatolu v tukové tkani (Diaz & Squires 2000a; Lin et al. 2004). V ptipadé
genu CYP2A6 byly zkoumany rtzné inhibitory jeho aktivity (Diaz & Squires 2000a;
Zamaratskaia & Squires 2009).

3.9.6 SSC7

Androstenon

Siroka oblast na chromozomu 7 je vyznamné zastoupena mnoha QTL v pozici okolo 33
a 88 Mb. Chromozom 7 obsahuje také nékolik SNP, které se vSak vyskytuji v nekodujicich
oblastech mezi geny (Grof3e-Brinskhaus et al. 2015).

Na chromozomu 7 se nachazi hned né€kolik gent pro steroidogenezi. Geny cytochromu
P450 jako CYP1Al je zaClenény nejen do metabolismu skatolu, ale i steroidogenezi. Gen
CYP11A1 (59 175 820 - 59 188 720 bp) (Ensembl) koduje enzym Kkatalyzujici konverzi
cholesterolu na pregnolenon v prvni fazi syntézy (Grindflek et al. 2011). Rozdilnou expresi
genu v jatrech nepotvrdili Grindflek et al. (2011) u Norské Landraci, ani Quintanilla et al.
(2003) u ktizencii Large White a Meishan. Robic et al. (2011b) dosli ke stejnym vysledkim.

V oblasti 27,4 - 27,9 Mb se nachazi QTL v oblasti kandidatniho genu pro androstenon
CYP21A2 (27 722 258 - 27 725 371 bp) (Grindflek et al. 2011). Enzym CYP21A2 je také
zaClenén do prvni faze syntézy androstenonu z progesteronu. Jeho exprese je lokalizovana
pfevazné v kiife nadledvin (Zadinova et al. 2016).

V oblasti bohaté na QTL se vyskytuje gen TEAD3 na pozici 36 085 701 - 36 100 686 bp
(Ensembl). Na zéklad¢ poznatkii z humanni genetiky je gen podobny prase¢imu TEAD3
lokalizovany na lidském chromozomu 6. Jeho funkce souvisi s regulaci transkripce HSD3B,
ktera pfimo souvisi s degradaci androstenonu v jatrech. U prasat tento efekt nebyl pfimo
potvrzen (Robic et al. 2012).
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Skatol

QTL asociované s rtiznou hladinou skatolu a indolu se ptekryvaji s QTL a geny fidicimi
syntézu a metabolismus androstenonu. Proto se nabizi myslenka, ze gen CYP11A1 a CYP21A2
zasahuje do metabolismu skatolu (Grindflek et al. 2011).

3.9.7 SSC10

Androstenon

Chromozom 10 se z hlediska rozdilné hladiny androstenonu v tukové tkani a jeho
souvislosti s kan¢im pachem nejevi nijak zajimavy. Nejsou zatim znamé geny lokalizované
Vv testovanych oblastech. Lee et al. 2005 a Grindflek et al. 2011 identifikovali ve stejné oblasti
na chromozomu QTL, které¢ by mohlo byt v asociaci s abnormalnim zapachem.

Skatol

Chromozom 10 je z hlediska vyskytu regiont fidicich metabolismus skatolu a indolu
mnohem zajimavéjsi. Ackoli na chromozomu nebyly zatim identifikovany zadné vyznamné
geny, byly identifikovany celkem ¢tyfi oblasti QTL asociované s hladinou skatolu a pét oblasti
QTL asociovanych s hladinou indolu (GroBe-Brinkhaus et al. 2015). Tyto QTL byly
identifikovany Grindflek et al. (2011) a Gregersen et al. (2012).

3.9.8 SSC11

Androstenon

Na chromozomu 11 zatim nejsou znamy zadné vyznamné geny asociované s hladinou
androstenonu (GroBe-Brinkhaus et al. 2015). Grindflek et al. (2011) detekovali na pozicich
11,8 Mb a 64,2 - 64,5 Mb QTL u plemene Duroc a Landrace. U francouzského Large White
detekovali Le Mignon et al. (2010) QTL asociované s androstenonem v odli$né pozici (37,1 -
37,8 Mb).

Skatol

V ptipad¢ skatolu bylo na chromozomu 11 identifikovano zatim jedno QTL Grindflek et
al. (2011) v oblasti 15,7 - 16,7 Mb. Pro indol byly identifikovany dv¢ oblasti. Jednu uvadi studie
Gregersen et al. (2012), ktera se ptekryva s QTL fidici androstenon a druhou GroBe-Brinkhaus
et al. (2015). Na SSC11 prvné identifikovali SNP asociované s hladinou skatolu Filardi de
Campos et al. (2015) na pozici 76 733 364 bp.

3.9.9 SSC13

Androstenon

Chromozom 13 je lemovan ¢tyfmi oblastmi QTL asociovanymi s hladinou androstenonu
(GroBe-Brinkhaus et al. 2015). Grindflek et al. 2011 identifikovali jednu oblast v regionu
19,3 -19,6 Mb u Duroca a Landrace. Ani jejich ani Zadné jiné studie vSak nenalezli Zadny
kandidétni gen v této oblasti. AvSak nedaleko tohoto intervalu se nachazi dva kandidatni geny
(SLC22A13, SLC22A14). Jako substraty reakci, do kterych jsou jejich enzymy soucasti, jsou
naptiklad tryptofan a sulfatované steroidy. Druhé QTL identifikovali u Landrace v oblasti
87,8 - 92,5 Mb, které se z ¢asti prekryva s QTL identifikovanym Lee et al. (2004).
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Skatol

Sirokou oblast na chromozomu 13 identifikovali Lee et al. (2004) jako QTL pro skatol.
S casti této oblasti se shoduje i oblast pro QTL mezi 60,5 az 65,6 Mb, kterou identifikovali Le
Mignon et al. (2010). S timto vyrokem se vSak neslucuje studie Grindflek et al. (2011). Na
chromozomu 13 jsou také identifikovany dvé oblasti souvisejici s metabolismem indolu (Lee
et al. 2004; Grindflek et al. 2011; GroBe-Brinkhaus et al. 2015). Prace Filardi de Campos et al.
(2015) na SSC13 neidentifikovala zd&dné¢ QTL ani SNP asociované s hladinou skatolu.

3.9.10 SSC14

Androstenon

Chromozom 14 je vysoce bohaty na geny, SNP a QTL asociovanych s hladinou kan¢iho
pachu. Celkem ctyfti védecke studie identifikovali Sest oblasti QTL napfi¢ celym chromozomem
(GroBe-Brinkhaus et al. 2015). Gregersen et al. (2012) identifikovali u plemene Duroc QTL
v oblasti 19,421 - 21,826 Mb. Od této oblasti dale lemuji chromozom QTL oblasti detekované
Quentanilla et al. (2003) a Lee et al. (2004), jez oba studovali kiizence plemen Large White &
Meishan. Identifikované oblasti se vSak nijak nepiekryvaji. Lee et al. (2004) povazuji SSC14
jako vyznamny pro regulaci hladiny kanc¢iho pachu v tukové tkéni.

Gregersen et al. (2012) identifikovali u plemene Yorkshire SNP asociované
s androstenonem Vv oblasti 138,164 Mb. V genu cytochromu P450 rodiny 17 podrodiny A
polypeptidu 1 (CYP17A1) v oblasti 113 805 753 - 113 812 504 bp se nachazi SNP vzniklé
substituci T>A, kterou identifikovali Lin et al. (2005). Enzym CYP17A1 je soucasti chemickeé
reakce enzymu CYBSA pfi syntéze pohlavnich steroida z pregnolenonu (Lin et al. 2005). Gen
se exprimuje ve varlatech a ovariich (Zadinova et al. 2016).

Mutace vedouci ke zmén€ aminokyselin (Leu > His) neméni dle Lin et al. (2005) aktivitu
enzymu, tudiz se neméni ani hladina kanciho pachu Vv tukové tkani. Grindflek et al. (2010)
S navaznosti na jejich diivéjsi studie upozornuji na moznou souvislost tohoto genu s hladinou
androstenonu. Na zékladé¢ zvySené hladiny androstenonu zkoumali miru exprese genu
CYP17A1 v jatrech testovanych zvitat, ktera m¢la statistickou souvislost mezi SNP a hladinou
androstenonu.

Skatol

Siroké oblast QTL na chromozomu 14 je asociovana se skatolem a indolem. Tyto oblasti
se ptekryvaji s QTL androstenonu. Gregersen et al. (2012) identifikovali QTL asociované
s indolem u plemene Landrace i Yorkshire (150,832 - 153,786 Mb, 149,326 - 153,593 Mb).
U kiiZzencti Large White & Meishan Quintanilla et al. (2003) objevili jako prvni region od 38,1
do 39,1 Mb QTL pro skatol.

Gen cytochromu P450 rodiny 2 podrodiny E polypetidu 1 (CYP2EL) hraje hlavni roli
vV metabolismu skatolu. Jedn4 se o kandidatni gen, ktery je umistén v oblasti (141 690 553 - 141
703 677 bp) QTL pro skatol (Moe et al. 2009). CYP2EI se v jatrech podili na odbourani
xenobiotik, u prasat je soucasti prvniho kroku metabolismu skatolu (Robic et al. 2007).
V ptipad¢ nizké aktivity tohoto genu dochazi k vysSimu ukladani skatolu v tukové tkani (Robic
et al. 2007; Zamaratskaia & Squires 2009). Substituci G>A vzniklo v genu CYP2E1 SNP, které
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je asociovana s vysokou hladinou skatolu v tukové tkani prasat (Lin et al. 2006). Moe et al.
(2009) se zabyvali i SNP vzniklé ndhradou C za T. U kanct Duroc i Landrace potvrdili jeho
souvislost s hladinou skatolu i indolu. Mufioz et al. (2018) tvrdi, jako mnozi dal$i védci, ze
tento polymorfismus predstavuje velkou ¢ast zmeény fenotypu obsahu skatolu v tukové tkani.

3.10 Molekularné-genetické metody vyuzité v této praci

3.10.1 lzolace DNA

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je zékladni genetickou informaci, uloZenou v jadie
jakékoliv zivé buiiky. Pro jeji izolaci je hypoteticky vhodna jakékoliv tkan obsahujici jadro.
Uvadi se, Ze nejlepsi vytéznost DNA je pfi izolaci tkané Cerstvé. Jako nejvhodnéjsi tkan se
Vv laboratoftich pro izolaci zviteci DNA vyuziva krev, vzorky tkani (svalovina), které¢ mohou byt
cerstvé 1 hluboce zmrazené, nebo vlasové cibulky etc. (Lefferts & Lefferts 2017).

Metody izolace je nepieberné mnozstvi a mohou trvat od fadi minut po nékolik hodin
(Elkins 2013). Zakladni kroky v procesu izolace jsou vSak vzdy stejné — 1yza bunky, odstranéni
bilkovinnych a jinych zbytkl, umisténi DNA do roztoku (Lefferts & Lefferts 2017). Lyza bun¢k
a separace DNA zavisi na poruseni bunécné a jaderné membrany. Jejich degradace se muze
provadét teplem nebo detergenty jako je dodecylsulfat sodny (SDS) (Elkins 2013). Pokud je
pritomna tkan, proteiny se musi degradovat lyzujicimi pufry jeho je proteinkinaza K nebo
zazivaci enzymy. Pfi degradaci tkané je vzorek inkubovan na dobu krat§i 20 minut do 60 °C.
Pti dalSich tkonech je vyuzivano cCasto odstfedivé sily. Ta dopravi vzdy nedegradované
molekuly DNA na dno zkumavky. Molekuly DNA se béhem téchto krokl ocistuji od
bilkovinnych necistot, pfipojuji se na riizné nosice ¢i jdou skrz rizné kolonky, které slouzi jako
sita odd¢€lujici DNA od zbytku smési. Nasledné se vymyva pomoci mycich pufrii a uchovava
se ve vhodném pufru jako je tri-EDTA nebo deionizovana voda (Elkins 2013; Lefferts
& Lefferts 2017).

3.10.2 PCR

Objevem PCR byla zapocata nova doba a tento prvni biotechnologicky nastroj umoznil
tak rozvoj dalsich metod a technik k identifikaci a zkoumani DNA (Lefferts & Lefferts 2017).

Podstatou PCR je napodobeni replikace DNA in vitro. PCR je polymerazova fetézova
reakce, pii které dochdzi k duplikace DNA nebo jeji specifické sekvence za pouziti DNA
polymerazy (Elkins 2013).

Enzymatické namnoZeni DNA probiha v cykleru ve tfech fazich. Prvni fazi je denaturace,
kdy pfi teploté okolo 94 °C dochazi k denaturace molekul DNA na jednotliva vlakna. Druhou
fazi je annealing, pfi kterém specificky nasedaji primery, které slouzi jako pocatecni misto
replikace. Teplota této faze se odviji od vzhledu primert. Pfiblizné se udava v rozmezi od 45—
65 °C. Tteti fazi je faze elongace, pii které polymeraza syntetizuje nové vldkno. Teplota je
nejcastéji 72 °C, coz je teplota termostabilni polymerazy (upravené Taq polymerazy), pii které
je schopna pracovat. (Dvorakova & Vrtkova 2001).

Dnes se nejcastéji vyuzivaji k izolaci DNA v laboratofi kity, které¢ nahradili extrakci
pomoci fenolu nebo chloroformu. Jedna se tedy o pohodlnou paralelni metodu zpracovani vice
vzorkil s DNA do velikosti 150 kb. Genomické kity firmy QIAGEN jsou schopny izolovat
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velice Cistou DNA s vysokou molekulovou hmotnosti ze Siroké Skély biologickych vozkt
(QIAGEN). Microarray sada PorcineSNP60 DNA Analysis Kit obsahuje dostate¢né velké
mnozstvi s rovnomérné rozmisténymi sondami a nabizi dostate¢n¢ husté sledovani SNP a jejich
genotypil pro asociacni studie. Tento chip predstavuje feSeni pro rychlé vySetfovani
genetickych variaci u vice plemen prasat (I1lumina).

3.10.3 PCR-RFLP

Polymorfismus délky restrikénich fragmentti (RFLP) je starsi metoda na které je zalozena
metoda PCR-RFLP. Metoda je zalozena na restrikci fragmentt ziskanych PCR specifickymi
enzymy (Wllliams et al. 1990). Restrikéni enzymy jsou takové endonukledzy, které jsou
slozené ze dvou podjednotek a dokazou rozpoznat specifické sekvence v DNA a prerusit
fosfodiesterovou vazbu na obou vlaknech. Specifické sekvence na DNA se nazyva palindrom,
to znamend, Ze sekvence se Cte ve sméru 3°->5’ jako ve sméru 5°->3°, dlouhy Ctyifi az Sest
nukleotidli. Vzniklé fragmenty definovanych délek jsou vizualizovany pomoci elektroforézy,
kde se oddéli podle jejich velikosti (Botstein et al. 1980; Knoll & Vykoukalova 2002).

3.10.4 Elektroforéza

Gelova elektroforéza je metoda pro separaci fragmentd DNA o rtznych velikostech
pomoci stejnosmérného proudu. Rozeznatelné jsou fragmenty od velikosti 100 bp do 25 000
Kb. Agaroza je latka extrahovand z motskych fas. Chemické slozeni je polymer galaktdézovych
podjednotek. Rozmichanim agarového prasku v pufru (TAE) a zahtatim, dochazi nasledné
k polymeraci podjednotek pii chladnuti gelu. Asociované polymery vytvaii sito, skrz néz
prostupuji molekuly riznou rychlosti a odd€luji se dle jejich velikosti, respektive mobility (Lee
et al. 2012).

Razna koncentrace gelu umoziuje ruzné rozliSovaci schopnosti. Bézné vyuzivanou
koncentraci gelu je 0,5 az 2 % v zavislosti na velikosti fragmenti DNA. Obarvena smés DNA
po restrikci (napi. Ethidium bromid) se pfenese do jamek na zacatku gelu, ktery je umistén ve
vodivém pufru (TAE). Zaporné nabité fragmenty DNA se v elektrickém poli pohybuji ke kladné
nabité anod€ a rozdé€luji se podle velikosti. Rychlost migrace fragment ovliviiuje jejich
velikost, koncentrace gelu, velikost napéti, typ gelu a pufru. Vizualizace po elektroforéze je
mozné pod UV lampou diky fluorescen¢nimu barvivu jako je GelRed nebo GelGreen. Velikost
fragmentd se uréuje podle standardu o znamé velikosti (Lee et al. 2012).
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4 Metodika

4.1 Zvirata

Celkem bylo testovano 327 zvitat 7 riznych plemen - 50 Pietrain, 53 Duroc, 50
Landrace, 50 Bilé uslechtilé, 50 Piestické cCernostrakaté, 38 Divocak, 36 Mangalica.
U komer¢nich plemen byly odebrany vzorky krve z jungulérni zily Zivym zvifatim v 6 mésicich
po dohledem veterinate. Zvifata pochazela z nékolika ¢eskych chovi a vice turnusii. Soubor
divogakt byly odebrany vzorky tkan& po uloveni na uzemi CR v pribéhu let 2014-18).

Pro ilustraéni asociacni analyzu bylo testovano 73 hybridnich zvitat ((BuxL)xBO).
Experiment byl zpracovan na kancich pochazejicich ze stejného chovu. U vSech byl proveden
stejny zpusobu vykrmu v testaéni staji Ploskov Ceské zemédélské univerzity v Praze. Kanci
byli naskladnéni ve v€ku 28 dni v priblizné vaze 7 kg a porazeni ve véku 153 dni s primérnou
hmotnosti 116 kg.

U vSech cistokrevnych zvifat bylo sledovano 5 gent a v nich 8 polymorfismi. Vzorky
krve byly uchovavany ve zkumavkach s KzEDTA a skladovany pti -20 °C. Vzorky tkan¢ byly
po odebrani ulozeny pii teploté - 20 °C.

U kiizenct byly sledovany stejné polymorfismy, ale vzhledem k tomu, ze variabilita byla
zjisténa pouze u genit CYP2E1 a HSD3BIl, byla asocia¢ni analyza provedena pouze pro tyto
SNP (g.1423G>A, g.1422C>T, ¢.2412C>T, ¢.1220T>A).

4.2 lzolace DNA

Genomicka DNA byla izolovana ze vzorkt krve na zakladé ptitomnosti jadernych bunék
leukocyti pomoci Genomic DNA Mini Kit (Blood/Cultured Cell). Z tkané€ byla DNA izolovana
z jader svalovych bun€k pomoci Genomic DNA Mini Kit (Tissue). Kontrola koncentrace
izolované DNA byla kontrolovdna za vyuziti elektroforéza s 1% agar6zovym gelem nebo na
piistroji NanoDrop™ One (Thermo Scientific ™). Genomickd DNA byla uloZena pfi -20 °C.

4.3 PCR

Z genomické DNA byly metodou PCR amplifikovany fragmenty pomoci specifickych
primerd ohranicujicich oblast s hledanymi polymorfismy. Studované geny a jim pfislusné
primery jsou uvedeny v Tabulce 1.

PCR probéhla v PCReykleru s objemem smési 25 ul, ktera vznikla smisenim 16,3 ul H20,
1-1,5 ul MgCl2, 0,5 pl dNTP, 0,5 ul DMSO, 2,5 pul LA pufru, 1 pl od kazdého primeru, 0,2 pl
DNA polymerazy a 1,5 pl genomické DNA. Druhou reakéni smési byl PPP Combi MasterMix
od firmy TopBio s.r.o.
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Tabulka 1 Polymorfismy vybranych gent a jejich primery pro PCR.

Gen Lokalizace SNP  Polymorfismus Primer MgCl2 (mM)

A — GCT TAG GGT GAT GGT
TTA CACA
B — GGA ACC CAA CAC AGA
CTC AA
L - GTC CCC AGA
AAC AAC CTA ACA
N — AGC AAC CCC AGT GGT
ACT GA
A - GCT GCC ACC CAC TGA
CTA AT
CYP17A1 SSC14 exon 7 c.1220T>A B_ GCT GCA AAG AAT CTG 15
GGTAAGT
C - GCC CAC ACT GCA GGT
SSC3 exon 5 c.439A>G CGA CAG 1,5
SSC3 exon 5 c8a6T>c D~ CCCACC %%TCTCC TCC AAA 15
A—-ACA CGAGTT CTG GCC
SSC1 AAT CAT C
CYBOA 5"UTR region ¢-86>T B - GTG CAG GTC TAT CCC 15
GAC AT
A - CCCAGTGTTTTCTG
GTTCCT PPP combi
B- master mix

TTCTCCTCCAGCAACAAGTG

SSC14 exon 9 0.1423G>A 15

SSC14 exon 9 0.1422C>T 15

CYP2E1

1,0

SSC14 promotor 0.2412C>T

SULT1A1

HSD3B1 SSC4 intron 3 g.165262G>A
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Délka
fragmentt

(bp)
524

524

369

659

271

271

401

512

Anelacni teplota  Pocet

0
55

55

55

57

55

55

55

55

cykla
30

30

30

31

30

30

32
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4.4 PCR-RFLP

Vysledné genotypy daného polymorfismu byly zjistény pomoci restrik¢nich enzymi,
které specificky $tépily molekulu DNA béhem PCR-RFLP reakce. Do reakéni smési s objemem
15 ul bylo pfidano 10,2 pl H20, 3 pl restriktazy, 1,5 pl pufru a 3 pl amplikovaného DNA
fragmentu.

Pro kazdy polymorfismus existuje specificky restrikéni enzym, se specifickymi
podminkami reakce. Restrikéni enzymy a reakéni podminky pro vybrané polymorfismy jsou
uveden v Tabulce 2.

K urceni vysledného genotypu v piipadé polymorfismi g.1423G>A a 0.1422C>T,
vzhledem k jejich sousedni poloze, bylo vyuzito tfech enzymtim podle prace prace Zadinova et
al. (2017) viz Obr. 3.

SNPs/genotypes Digestion with restriction enzymes”

c1422C > T c.1423G > A Bsp68l1 (Nrul) Hpy188ll1 BsrD1 (BseMl)

(1CG/cga)” (1C/Nnga)” (nn/catTGe)"
cC GG B B A
T GG A A B
cr GG AB AB AB
& 63 AA A B A
b AA A A A
cr AA A AB A
cC AG AB B A
T AG A A AB
4 & AG A AB AB
1 AG AB AB A

*Bsp68l: A - 524bp, B - 301 + 223bp; Hpyl88ll: A - 465 + 59bp, B
302 + 163 + 59bp; BsrDI: A ~ 524 bp, B - 306 + 218 bp.

® The capital letters are nucleotides in positions ¢.1422 and c¢.1423.

“ The genotype combination T7/AG was not found in the analysed samples.

Obrazek 3 Urceni genotypii SNP ¢.1422C>T a ¢.1423G>A pomoci $tépeni restrikénimi
enzymy (Zadinova et al. 2017)

35



Tabulka 2 Restrikéni enzymy a podminky reakce pro PCR-RFLP

Primer

CYP2E1-AB

CYP2E1-L,N

CYP17A1-AB

SULT1A1-C,D

CYB5A-AB
HSD3B1-A,B

Polymorfismus

g.1423G>A
g.1422C>T

0.2412C>T

c.1220T>A
c.439A>G

c.846T>C

c-8G>T
0.165262G>A

Restrikéni enzym

Bsp68lI
Hpy188lII
BsrDlI
TscAl

BshNI

Mscl
Sdul
Bsh1236l
BsmAl

Alela (bp)

A: 524, B: 301+223
A: 465+59, B:302+163+59
A: 524, B: 306+218
C: 271+92+6, T: 363+6

A: 443+216, T: 659
G: 271, A: 194+77
C: 271, T: 203+68

G: 226+175, T: 401
A: 442+70, G: 259+183+70
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Teplota (°C)

37
37
65
55

37

37
37
60
37

Cas (h)

~ W w b

A W A~ b



4.5 Elektroforéza

Piimo do smési po rozstépeni PCR-RFLP bylo piidano barvivo 6x loading dye (Top Bio)
a takto obarvené vzorky s nestépenymi fragmenty byly pieneseny na agarézovy gel
o0 koncentraci 1,5 - 2 %. Separace fragmentd probihala pii napéti 230 V po dobu 20 minut.
Vysledné genotypy byly vizualizovany po pieneseni gelu pod UV lampu, kde byly potizeny
snimky.

4.6 Chi-kvadrat test

Chi-kvadrat test byl proveden pomoci funkce v programu SAS (Statistical Analysis
System, Inst. Verze 9.4, SAS Institute, Cary, NC, USA). Tato procedura zahrnovala jednotlivé
genotypy SNP u vSech vybranych plemen. Ve vysledcich jsou zahrnuty jednotlivé genotypy
a celkovy pocet zvirat, dale stupné volnosti, soucet diferenci a p-hodnota.

V piilozenych tabulkach jsou uvedeny vysledky podporujici prvni hypotézu o rozdilech
ve vyskytu alel u vybranych SNP u ¢istokrevnych plemen.

4.7 TFisheruv exaktni test

Fishertiv exaktni test byl vypo¢itan v programu SAS (Statistical Analysis System, Inst.
Verze 9.4, SAS Institute, Cary, NC, USA). Tato procedura zahrnovala jednotlivé genotypy
u vybranych plemen. Vy vysledcich jsou zahrnuty jednotlivé genotypy, pocet zvirat
v populaci a p-hodnota.

V Ptiloze jsou uvedeny tabulky s vysledky porovnavajici vybrana otcovska plemena
jednotliveé z ostatnimi plemeny.

Fisherv exaktni test byl zvolen na zakladé nizké Cetnosti u nékterych genotypt
a malého poctu sledovanych zvitat v jednotlivych skupinach.

4.8 HPLC stanoveni androstenonu, skatolu a indolu v tukové tkani prasat

Pro stanoveni hladiny androstenonu, skatolu a indolu v tukové tkani byla pouzita
kapalinova chromatografie Jasco sestava (Watrex) HPLC dle metodiky Okrouhla et al. (2016).
Ke stanoveni byl extrahovan tuk z hibetni tukové tkané€ kanci dle protokolu. Pro stanoveni
mnozstvi substanci kan¢iho pachu ve vzorku V kapalinové chromatografii byly analyty
extrahovany z Cist¢ho tuku postupem derivatizace a nasledné pieneseny do kolony.
Pro stanoveni androstenonu byla pouZita kolona Agilent Eclipse XDB. Pro stanoveni skatolu
a indolu byla pouzita kolona Kinetex C18 100A.

Pro standardizaci androstenonu a skatolu byl pouzit hibetni tuk prasnicek porazenych
do 80 kg zivé hmotnosti. Vysledkem byla kalibra¢ni kiivka pro kazdou substanci, vici kterym
byly stanoveny hodnoty redlnych vzorkl hiebtni tukové tkané kanct.
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4.9 Asociacni analyza

Asociacni analyza byla pocitana pomoci zobecnéného linedrnitho modelu (GLM)
v programu SAS (Statistical Analysis System, Inst. Verze 9.4, SAS Institute, Cary, NC, USA).
V tomto modelu byly zahrnuty genotypy vybranych SNP a vysledky plynové chromatografie
pro zastoupeni androstenonu, skatolu a indolu v tukové tkani.

Provedend asociacni analyza na hybridnich zvifatech ma ilustrovat vliv sledovanych
SNP na hladinu dominantnich slozek kan¢iho pachu (androstenon, skatol a indol).
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5 Vysledky
5.1 Porovnani genotypovych frekvenci

U osmi vybranych SNP byla provedena identifikace genotypi celkem u 327 zvirat.
Geneticky material pochazel od prasat z nukleovych chovi, ale i z prasat divokych pro doplnéni
celkového pohledu na diverzitu prase¢i populace v Ceské republice.

V prvnim kroku analyzy byla srovnana vSechny plemena mezi sebou a popsana jejich
vzajemna variabilita jako celkové populace.

V druhém kroku byla vybrana dvé otcovska plemena, Duroc a Pietrain, vici kterym byla
jednotlivé porovnana vybrana plemena a pozorovany odliSnosti mezi populacemi.

5.1.1 CYP2EL, g.1423G>A

V ramci populace byly pozorovany vSechny genotypy v po¢tu AA 149, AG 134 a GG 44.
Vyjimka byla zaznamenana u plemene Pietrain, kde se vyskytovaly pouze genotypy AA a AG.
Alelu G asociovanou s vyssi hladinou skatolu v tukové tkani jsme pozorovali pievazné u kanct
Bilé uslechtilé. V ptipadé tohoto polymorfismu byla p-hodnota Pearsonova chi-kvadrat testu
niz$i nez 0,05.

Pii porovnani plemene Pietrain svybranymi plemeny bylo prokazano, Ze existuji
statisticky vyznamné rozdily v zastoupeni sledovanych genotypi v populaci. Podrobnéjsi
vysledky jsou uvedeny v Ptiloze 2.

Pfi srovnani populace Duroct S populaci Bilého uslechtilého, Pietraina a divocaka byla
prokazana statisticka odliSnost mezi plemeny. Pfi srovnani s plemeny Landrace, Mangalica
a Prestické Cernostrakaté uz signifikantni rozdil ve frekvencich genotypt v populaci
zaznamenan nebyl.

5.1.2 CYPZ2E1L, g.1422C>T

Pouze u tfi ze sedmi plemen byly pozorovany vsechny genotypy. Zastoupeni
jednotlivych genotypu bylo CC 237, CT 76 a TT 14. U plemen Duroc, Mangalica, Pietrain
a divocak se vyskytoval pievazné genotyp CC. Pro tento polymorfismus nebyl Pearsontv chi-
kvadrat test validni, jelikoz nespliioval podminky vypoctu, ackoliv mohou byt z tabulky
Vv Ptiloze 3 odliSnosti v zastoupeni genotypl ve vybranych populacich ziejmé.

Vysledky Fisherova exaktniho testu byly u obou vybranych otcovskych plemen velice
podobné. V ptipad€ porovnani Pietraina i Duroca s Bilym uslechtilym, Landrace a Ptestickym
¢ernostrakatym byla p-hodnota nizsi nez hladina vyznamnosti. Naopak pfi porovnani Pietraina
a Duroca s Mangalici, divo¢akem a jich samotnych navzijem nebyly nalezeny zadné statisticky
prikazné rozdily.

5.1.3 CYPZ2E1L, g.2412C>T

Vsechna plemena kromé Pietraina méla zastoupena vSechny genotypy. Celkové bylo
identifikovano 47 zvitat s genotypem CC, 163 sCT a 117 s TT. Podrobnéji jsou vysledky
uvedeny v Priloze 4. Alela C asociovana s vysokou hladinou skatolu se v populaci vyskytovala
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v genotypu CC nejméné¢. Podle provedené analyzy Pearsonova chi-kvadrat testu byly potvrzeny
signifikantni rozdily ve frekvencich genotypti mezi populacemi.

Pfi srovnani Pietraina s ostatnimi plemeny byla p-hodnota vzdy nizsi nez 0,01.
U plemene Duroc byla vyjimka v ptipadé porovnani s plemeny Landrace a Prestické
cernostrakaté, pro které nebyly potvrzeny statisticky vyznamné rozdily.

5.1.4 CYP17A1, c.1220T>A

U tohoto polymorfismu se vyskytoval u vSech plemen genotyp AA s 324 zastupci,
genotyp AT m¢l pouze jeden jedinec Mangalice a genotyp TT byl zastoupen pouze u jednoho
jedince plemene Duroc a Landrace. Z vysledku je patrné, Ze se ve vSech populacich vyskytoval
pouze jeden genotyp, proto je ziejma podobnost mezi populacemi a nelze tudiz vypocitat
Pearsontiv chi-kvadrat test.

Ve srovnani Pietraina s Bilym uSlechtilym, Prestickym Cernostrakatym a divocakem
nebyla zadna variabilita. Pfi srovnani ostatnich plemen jsme nedostali zadné statisticky
vyznamné vysledky. Vice podrobnosti je uvedeno v Priloze 5.

5.15 SULTIAL, c.439A>G

Pro gen SULT1A1 u SNP ¢.439A>G bylo u studovanych populaci identifikovano celkem
309 zvitat s genotypem AA, 14 AG a 4 GG. U plemen Mangalica a Prestické Cernostrakaté se
vyskytoval pouze genotyp AA. Zastoupeni genotypu AA asociovaného s vysokou hladinou
skatolu v tukové tkani bylo napii¢ populacemi pfevazujici nad ostatnimi genotypy. Pravé proto
je zfejmé naruseni variability Vv populaci a nelze ji testovat pomoci Pearsonova chi-kvadrat
testu.

Pfi srovnani Pietraina s Bilym uSlechtilym, Durocem, Mangalici a Pfestickym
cernostrakatym byla prokazéana statisticky vyznamna odliSnost v zastoupeni genotypli mezi
populacemi. Pfi srovnani otcovskych plemen se zbyvajicimi populacemi nebyla potvrzena

zadna statisticky vyznamna rozmanitost. Podrobnéji jsou vysledky uvedeny v tabulce v Piiloze
6.

5.1.6 SULTI1AI, c.846T>C

V sledovanych populacich prasat byly identifikovany pouze dva genotypy. Zastoupeni
genotypu TT bylo majoritni s poétem 321 zvitat. Genotyp TG neslo pouze 6 jedincti plemene
Landrace. Jiz pouhym okem je viditelné naruSeni rozmanitosti v populaci prasat. Lépe jsou
vysledky znazornény v Piiloze 7. Z tohoto divodu nejsou splnény podminky pro vypocet
Pearsonova chi-kvadrat testu, a tudiZ neni vhodnym testem.

U vétSiny vybranych plemen nebyla pfi srovnani s Pietrainem a Durocem nalezena
variabilita, proto u nich Fisherv exaktni test ani nebyl poc¢itan. Pouze pii porovnani Pietraina
a Duroca s Landrace jsme dosli k signifikantnim rozdilam.
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5.1.7 CYB5A, c-8G>T

U sledovanych populaci bylo sledovano celkem 273 zvifat s genotypem GG, 46 GT a 8
TT.

U plemene Mangalica se vyskytoval pouze genotyp GT. Plemena Bilé uslechtilé
a Pietrain méla vétsinové zastoupeni genotypu GG v populaci, pouze jeden jedinec mél genotyp
GT a zadné zvire nemélo genotyp TT. Pro vysoky vyskyt pouze jednoho genotypu neni
Pearsontiv chi-kvadrat test vhodnym vypocétem. Nicméné lze dle ptilozené tabulky v Ptiloze 8
soudit, Ze variabilita populaci je narusena a podobnost mezi frekvencemi genotypt je znacna.

U vétsiny srovnavanych skupin nebyly odhaleny zadné signifikantni rozdily
ve frekvenci genotypd. Vyjimka byla pfi srovnani Pietraina i Duroca s Landrace a Ptrestickym
¢ernostrakatym, mezi kterymi byly statisticky vyznamné rozdily.

5.1.8 HSD3B1, g.165262G>A

Z celkového poctu 327 testovanych zvirat byl genotyp AA zastoupen u 222 jedinct,
genotyp AG u 55 jedincti a genotyp GG u 50 jedinct. U plemen Mangalica, Pietrain a divocak
se vyskytoval pouze genotyp AA oproti tomu Duroc mél pievazné zastoupen genotyp GG.
Pomoci Pearsonova chi-kvadrat testu jsme potvrdili rozdilny zastoupeni genotypt v populacich
a jeji variabilitu.

Jedinci, mezi kterymi existovala variabilita byly signifikantné¢ odliSni v rozlozeni
jednotlivych genotypt v populaci. Vysledky jsou uvedeny podrobnéji v Ptiloze 9.

5.2 Asociaéni analyza

U polymorfismi genu CYP2E1 a genu HSD3B1 byla zpracovéana asociacni analyza
pomoci GLM modelu u 73 kiizenct (BuxL)xBO na zakladé zjisténych genotypu a jejich vlivu
na hladinu skatolu, androstenonu a indolu v tukové tkani. Asociace mezi genotypy
a substancemi kanciho pachu jsou uvedeny detailnéji v Ptiloze 1.

5.2.1 CYPZ2EL, 9.1423G>A

U sledovaného polymorfismu g.1423G>A v genu CYP2E1 byly identifikovany vSechny
tii genotypy AA, AG a GG. Statisticky vyznamna asociace byla pouze u hladiny skatolu
Vv tukové tkéni. Nejvyssi hladina skatolu byla zaznamenéana u genotypu GG.

5.2.2 CYPZ2E1L, g.1422C>T

U testovanych zvitat byly nalezeny v genu CYP2EL u sledovaného polymorfismu
2.1422C>T vSechny genotypy. Na zdkladé modelu GLM byla vyhodnocena signifikantni
asociace mezi SNP a hladinou skatolu v tukové tkani. Zvifata s genotypem TT méla nejvyssi
hladinu.
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5.2.3 CYP2EL, g.2412C>T

Podobné jako u ptedchozich SNP byly vramci testované populace identifikovany
vSechny tfi genotypy CC, CT a TT. Statisticky vyznamna asociace byla pozorovana s hladinou
skatolu v tukové tkani. U genotypu CC byla pozorovana nejvyssi hladina skatolu.

5.2.4 HSD3B1, g.165262G>A

U testovanych zvifat v genu HSD3B1 byly identifikovany tfi genotypy GG, AG a AA.
V zddném ze sledovanych ukazateli se neprojevily statisticky vyznamné asociace. AvSak
polymorfismus inklinoval k asociaci mezi genotypem a hladinou androstenonu v tukové tkani,
coz podporuji 1 vysledky odbornych publikaci.
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6 Diskuse

vvvvvv

proto je mozno predpokladat, ze vlivem selekce a Slechténi na urcité uzitkové znaky mohlo
dojit k posunu variability genotypt u vybranych SNP.

6.1 Genotypové frekvence

Cilem této prace bylo prokazat rozdilné frekvence genotypli vybranych polymorfismt
asociovanych s hladinou kanc¢iho pachu u sedmi ¢istokrevnych plemen.

6.1.1 CYPZ2EL, 9.1423G>A

Z vysledkt je patrné, Ze polymorfismus je vysoce rozsifen napfic¢ vSemi populacemi
a zastoupeni alely A asociované s niz$i hladinou skatolu v tukové tkani je pievazujici. Upevnéni
alely A vtomto piipadé by mohlo nasvédCovat skryté genové vazbé ¢i vazbé na néjaky
pozadovany fenotypovy projev. Naproti tomu miizeme postavit k porovnani ryze mateiské
plemeno Bilé uslechtilé, které mélo ze vSech vybranych populaci nejvyssi zastoupeni alely G.
Tim mize byt podpofena teorie o vazb¢ alely A na znaky pozadované u masnych plemen jako
je Pietrain.

Pti srovnani s vysledky Moe et al. (2009) u sledovaného SNP byly pozorovany rozdily
mezi vysledky u ¢eské Landrace a Duroca. V jejich studii méla norska Landrace signifikantné
nejvyssi zastoupeni genotypu GG oproti ¢eské populaci, kde pievazoval genotyp AG. V piipadé
Duroca bylo u ¢inské populace prasat zaznamenano rovnomérnéjsi rozdéleni genotypt oproti
vysledkiim u norské Landrace, avSak nejvyssi zastoupeni mél genotyp AG na rozdil od Ceské
populace Durocii, ktera méla nejvice rozsifen genotyp AA.

6.1.2 CYPZ2EL, 9.1422C>T

Pti srovnani otcovskych a matefskych plemen jsme dospéli u tohoto polymorfismu
kK vyznamnym rozdilim. Alela T asociovana s vys$si hladinou skatolu v tukové tkani se
vyskytovala s vysokou pievahou pravé u mateiskych plemen, pievazné v genotypu CT, ale
i U par jedincu s genotypem TT. To potvrzuji i vysledky studie Moe et al. (2009) u norska
Landrace. Naopak pravé otcovskda plemena jako Duroc a Pietrain spolu s Mangalici
a Divocakem méli tuto alelu zastoupenou pouze z 1-3 %. S témito vysledky je v rozporu prace
Zadinova et al. (2017), kde bylo zastoupeni alely T vys$si. Divocdk mél dokonce tuto alelu
zastoupenou ze 44 %. Ve studii Moe et al. (2009) nebyl polymorfismus u plemene Duroc
dokonce viibec identifikovan.

Vyssi vyskyt mutované alely T u matetskych plemen miZe znamenat jeji vliv na znaky
vazané na plodnost ¢i jiné podstatné vlastnosti matef'skych plemen. Poptipadé¢ existence genové
vazby s dalsim SNP asociovanym s produkénimi vlastnostmi.

6.1.3 CYPZ2EL, g.2412C>T

V ptipadé tohoto polymorfismu se projevily statisticky vyznamné rozdily ve
frekvencich genotypti u vybranych populaci. Plemeno Bil¢ uslechtilé a divo¢dk mélo nejvyssi
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frekvenci alely C (>60 %) ze vSech. Rovnomérné rozdéleni alely C a T |ze pozorovat u plemene
Mangalica. Postupné u ostatnich plemen nardstalo zastoupeni alely T, az u Pietraina dosahla
jeji frekvence 99 %.

Kdyz vynechame Bilé uSlechtilé, mizeme vidét zménu v zastoupeni alel, respektive
genotypl, v populacich prasat na zékladé jejich proslechténi. Nejvyssi zastoupeni alely C,
respektive genotypu CC, ktery je asociovany s vyss$i hladinou skatolu, ma divoké prase.
Frekvence alely C se snizuje u zuslechténého rustikalniho plemene Mangalica a postupné pies
plemeno Landrace a Duroc vyznamné klesa, az je jeji zastoupeni u Pietraina skoro mizivé.

U prace Zadinova et al. (2007) vSak mizeme vidét, Ze divo¢dk mél dokonce nulové
zastoupeni alely T v populaci. Naopak u Pietraina byla frekvence alely C desetkrat vyssi nez
U ndmi pozorované populace.

Studie Munoz et al. (2018), ktera sledovala zastoupeni alel u lokalnich plemen prasat,
dosla k podobnym vysledkim jako ma nas divo¢ak a Mangalice. Nasly se vSak i mezi
Spané€lskymi prasaty vyjimky, které mély vyssi frekvenci alely T.

6.1.4 CYP17A1, c.1220T>A

Ptevazujici zastoupeni genotypu AA napfi¢ vSemi populacemi vypovida o jejich nizké
variabilité. Nejen z vysledkli uvedenych v Ptiloze 5 je zfejmé, Ze polymorfismus nepiinasi
prilis zajimavé vysledky. V odborné literatuie nebyla pii identifikaci tohoto polymorfismu
potvrzena statisticky vyznamna asociace s hladinou androstenonu, ackoliv k signifikantnim
vysledkiim doSly mnohé odborné studie zabyvajici se expresi genu v jatrech — u prasat s nizkou
a vysokou hladinou androstenonu v tukové tkani.

Lin et al. (2005), kteti pozorovali pouze genotyp TT u ¢istokrevnych plemen Pietrain,
Duroc a Landrace, dosli k opaénym vysledkiim neZz my, kde jsme identifikovali pievazujici
genotyp AA.

6.1.5 SULTIAI, c.439A>G

Vysledky genu SULT1A1L jsou velice podobné vysledkim genu CYP17Al. Vyhradni
zastoupeni genotypu AA asociovaného s niz8i hladinou skatolu narusuje pfitomnost nékolika
jedincii s genotypem AG a GG.

Nejvyssi zastoupeni alely G ma Pietrain. VVzhledem k charakteristice tohoto plemene
muizeme polemizovat o vazbé polymorfismu na nékteré znaky zmasilosti.

Pro tento polymorfismus nebylo mozné dohledat praci, ve které by byly popsany
genotypy u ¢istokrevné populace prasat.

6.1.6 SULTI1AI, c.846T>C

V ptipadé tohoto SNP byly identifikovany pouze dva genotypy. Respektive vSechna
zvitata mé¢la genotyp TT kromé& Landrace, u které mélo 6 zvitat genotyp TC.

Pro tento polymorfismu nejsou publikovany zatim zadné vysledky. SNP byl
identifikovan u plemene Meishan pomoci Sangerovy dideoxy metody na padé Ceské
zemé&délské univerzity. Souvislost mezi hladinou kan¢iho pachu a genem SULT1A1 je uz znam,
proto mizeme piedpokladat i vliv tohoto polymorfismu na kanci pach.
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6.1.7 CYB5A, c-8G>T

V genu CYB5A maji vybrané populace mnohem vyssi variabilitu nez u ptedeslych dvou
gend. Vyssi frekvenci méla u vSech plemen nemutovana alela G, u Mangalice tvotila 100 %.
U plemen Landrace a Prestické Cernostrakaté bylo nejvyssi zastoupeni genotypu CT a celkové
nejvyssi frekvence alely T ze vSech.

U lokalnich $panélskych plemen Vv praci Mufioz et al. (2018) mizeme vidét stejny trend
u zastoupeni divoké alely G. Ve studii Moe et al. (2009) méla ¢istokrevna plemena Duroc
I norska Landrace nejvyssi zastoupeni genotypu GG, a dokonce se ani u jednoho nevyskytoval
genotyp TT. Ke skoro identickym vysledktim jako my dosli i Peacock et al. (2007) u Landrace,
Pietraina i Duroca.

Genotyp GG je asociovan s vyssi hladinou androstenonu V tukové tkani a je vysoce
zastoupen u rustikalnich i otcovskych plemen prasat. Jelikoz je CYB5A zainteresovany do
metabolismu androstenonu, ktery je dulezity pro plodnost i rist samct, muze byt z tohoto
davodu upfednostiiovan v populacich otcovskych plemen. U matefskych plemen je
androstenon stejn¢ tak dulezity, avSak jeho efekt nemusi byt tolik sledovany. Praveé vyssi
frekvence genotypu GT u Landrace a Prestického cCernostrakatého muze mit souvislost
i s jinymi uzitkovymi vlastnostmi.

6.1.8 HSD3B1, 9.165262G>A

V piipadé polymorfismu genu HSD3B1 byly identifikovany rozdilné frekvence
genotypil ve vybranych populacich prasat. U plemen Mangalica, Pietrain a u divokého prasete
se vyskytoval pouze genotyp AA. Oproti tomu matetska plemena (Bu, L, Pc) m¢la zastoupeny
i genotyp AG, marginalné GG. Naprosto opacné zastoupeni genotypu mél Duroc, u né¢hoz se
vyskytoval nejvice zastoupen genotyp GG.

Pravé genotyp GG by m¢l dle Kim et al. (2013) byt asociovan s niz§i hladinou
androstenonu v tukové tkani. Nicméné jak upozornuji Duivesteijn et al. (2010) snizeny obsah
androstenonu Vv téle samce muze mit neblahy vliv na rastové vlastnosti, plodnost a libido
sexualis.

Podle dosud nepublikovanych dat byla u plemene Duroc pozorovana snizena sexualni
HSD3B1. Navic u genotypu GG dochazelo k nahlym uhynim kvili nemoci koncetin po
zatazeni do plemenitby.

U sledovaného polymorfismu byl statisticky prokazan vliv na zékladni ukazatele kvality
ejakulatu. Z diivodu thynu zvifat miZeme pozorovat vliv alely G pouze V heterozygotni
soustavé. Tato zvifata méla lepsi hodnoty aktivity spermii, koncentrace spermii v cm?
a prezitelnosti po 24 hod. Nicméné objem ejakulatu byl nizsi nez u genotypu AA a zvifatim
musel byt vzdy injekéné podan stimulacni preparat.

6.2 Asocia¢ni analyza

Ackoliv v této praci bylo zahrnuto osm SNP, asocia¢ni analyza mohla byt provedena
pouze u Ctyt: CYP2E1 ¢.1423G>A, CYP2E1 .1422C>T, CYP2E1 9.2412C>T a HSD3B1
2.165262G>A. Vysledky pro polymorfismy genu CYP2E1 korespondovaly se vSemi diiveéjsimi
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studiemi. V piipad¢ polymorfismu HSD3B1 se objevil trend asociace mezi genotypem
a hladinou androstenonu v tukové tkani, jako u dalSich dfive publikovanych praci.

Rozdilné vysledky v asociacnich studiich mohou byt zptsobeny vybérem testovanych
populaci prasat ¢i poctem zvitrat zafazenych do testu.

6.2.1 CYPZ2E1 g.1423G>A

Studie Skinner et al. (2005) nepotvrdila Zadnou asociaci mezi polymorfismem
a hladinou skatolu ani indolu v tukové tkani u danskych komerénich hybridi. Naproti tomu
studie Moe et al. (2009) a Zadinova et al. (2017) potvrdily asociaci alely G s vyssi hladinou
skatolu a indolu v tukové tkani. V nasi praci oproti tomu signifikantné vysla asociace pouze
s hladinou skatolu v tukové tkani.

Nesoulad ve vysledcich mize zplisobovat synonymni mutace v blizkosti vybraného
polymorfismu, coz mize komplikovat genotypizaci a zkreslovat vysledky.

6.2.2 CYP2EL, g.1422C>T

Vysledky této prace potvrdily pouze asociaci SNP s hladinou skatolu v tukové tkani,
nikoliv s hladinou indolu. V praci Zadinova et al. (2017) byly vysledky u komerénich kiizenci
opacné, tedy se objevila signifikantni asociace mezi hladinou indolu a genotypem TT. Asociace
mezi timto genotypem a hladinou skatolu nepotvrdili, ackoliv mél nejvyssi hodnoty podobné
jako v nasi praci. Ve studii Moe et al. (2009), ktefi testovali populaci norska Landrace sledovali
téZ pouze asociaci genotypu TT na hladinu indolu v tukové tkani.

6.2.3 CYPZ2EL, g.2412C>T

Pro SNP g. 2412C>T dosli Morlein et al. (2012) ke stejnym vysledkim u populace
hybrida kiizenych s Durocem v otcovské pozici. Pro genotyp CC potvrdili asociaci na vyssi
hladinu skatolu v tukové tkani, navic k tomu potvrdili i asociaci na hladinu indolu, kterou jsme
my statisticky zamitli. Nasledn¢ oznacili tento genotyp jako mozny k vyuziti pro bezpecnou
selekci na redukci kanc¢iho pachu v mase spottebitelt. Vliv tohoto genu udajné vysvétluje az
10 % variability indolu v tukové tkani.

6.2.4 HSD3B1 9.165262G>A

Statisticky vyznamné vysledky, které hovoii o asociaci polymorfismu g.165262G>A
v genu HSD3B1 s n¢kterou ze slozek kanc¢iho pachu, dosud publikoval pouze Kim et al. (2013).
V této studii u plemene Duroc vykazovala zvifata genotypu GG nejnizsi hodnoty androstenonu
Vv tukové tkani. Stejného vysledku bylo dosazeno u populace ¢eskych hybrida v této praci.

Moznému vyuziti tohoto polymorfismu jako markeru pro kanci pach napovidaji také
vysledky Nicolau-Solano et al. (2006), ktefi u kiizenci identifikovali vztah mezi expresi
jaterniho proteinu HSD3B1 a hladinou androstenonu — u zvifat svysokou hladinou
androstenonu v tukové tkani byla potlacena genova exprese v jatrech. Ve varletni tkani ale
rozdilnou expresi tohoto genu nezjistili.

V novg§jsi studii Zimmer at al. (2018) uvedli, Ze pozorovali odliSnou expresi HSD3B1
v nadvarlatech a dodali tak podnét k dalSimu studiu expresniho systému tohoto genu.
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[ Zavér

Zaveérem lze fici, ze U prvni hypotézy jsme nasli rozdil u tii sledovanych SNP
(g.1423G>A, g2412C>T a g.165262G>A), u dalsich péti vybranych polymorfismi
(9.1422C>T, ¢.1220T>A, ¢.439A>G, ¢.846T>C a c-8G>T) nebylo mozné rozdily v zastoupeni
genotyptl identifikovat. Lze tedy konstatovat, ¢ u plemen v Ceské republice ve vétsing
sledovanych SNP doslo k fixaci jedné z alel.

Diky zarazeni divocaka a lokalnich plemen jako je Mangalica a Ptestické Cernostrakaté
muzeme vidét, ze Slechténi nemélo vyrazny vliv na alelové ani genotypové frekvence
u vybranych SNP. To v8ak nevylucéuje jejich vztah k dalsim uzitkovym vlastnostem, pro které
si dnesnich modernich plemen cenime.

Opravdu zajimavou vyjimkou piedstavoval SNP v genu HSD3B1, ktery vystupuje
v metabolismu androstenonu. Duroc mél oproti ostatnim plemenim vysokou frekvenci
genotypu GG, jelikoz dle dosavadnich studii je tato alela asociované s niz§i hladinou
androstenonu v tukové tkani. Tuto asociaci v§ak nebylo v nasi praci mozné potvrdit, ikdyz trend
u ni byl patrny.

Vysledky nasi studie ukazaly, ze se U Ceskych Cistokrevnych populaci prasat vyskytuji
pievazné genotypy asociované s nizsi hladinou kanciho pachu v tukové tkéani. To platilo rovnéz
u otcovskych plemen, takze nebylo mozné piijmout druhou hypotézu. U vSech polymorfismu
genu CYP2EL jsme potvrdili i v nasi praci asociaci na hladinu skatolu. Otcovské plemeno
Pietrain mélo v polymorfismech genu CYP2E1, CYP17Al a SULT1AL vysoky pocet zvifat
S genotypem asociovanym s nizsi hladinou kanciho pachu, naopak u gentit CYB5A a HSD3B1
byly vysledky opacné. Duroc dosahoval podobnych vysledkti jako Pietrain, navic vSak u n¢j
odporovala hypotéze i data identifikovana u genu HSD3BL1.

U v8ech sledovanych polymorfismti m¢l Pietrain vzdy vyrazné vys$si Cetnost jedné alely
oproti druhé. Divodem je ziejmé fakt, ze se jedna o velice proSlechténé plemeno, které proslo
silnou seleket.

Celkové muzeme fici, Ze rozdily mezi populacemi tvoii obzvlasté variabilita mezi
otcovskymi a matefskymi plemeny. To neni piekvapivé, protoze otcovska plemena jsou
Slechténa jinym smérem nez mateiskd. Vzhledem K silngjsi selekci se snizuje i diverzita
genotypu u populaci otcovskych plemen. Nedostatek genetické variability v populaci muze
nasledné vést k selhani pokusti o snizeni hladiny kanciho pachu v tukové tkani prostiednictvim
genetickych markerQ. Je ale tfeba brat v potaz, Ze zafixovani alely vazané na niz$i hladinu
kanc¢iho pachu, hlavné androstenonu, miiZze mit za nasledek i snizeni plodnosti, libida sexualis
nebo dokonce i jinych vlastnosti nesouvisejicich s rozmnozovanim vlivem necekané genetické
vazby.

Mateiska plemena, oproti otcovskym, jsou selektovana ptedevsim na vysokou plodnost,
mlécnost, pocet struki atd. a S mnohem niz§i ptisnosti, proto je u nich patrna vyssi variabilita
napii¢ vSemi studovanymi SNP. Tato plemena maji ¢etné¢ zastoupena i ,,nechténé* genotypy.
Muze to byt dusledek neznamé vazby na typicky matetské vlastnosti, popiipadé snahy
0 zachovani diverzity v populaci prasat pro ziskani heterozniho efektu u mlad’at po uzitkovém
ktizeni.
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9 Samostatné prilohy

9.1 Vysledky asocia¢ni analyzy

Priloha 1: Asociace genotypU s hladinou androstenonu, skatolu a indolu v tukové tkani u
polymorfismu genu CYP2E1 (g.2412C>T, g.1422C>T, ¢.1423G>A) a HSD3B1 (g.165262G>A) u
populace hybridl (BuxL)xBO

SNP/genotyp Androstenon Skatol Indol
n pramér pramér pramér
(ne/g) (ue/g) (ue/8)
g.2412C>T
cC 22 2.8142 0.0691 0.0916
CcT 39 2.5972 0.0411 0.0723
T 13 3.0895 0.0273 0.0612
p-hodnota 0.4169 0.0171 0.5107
GML
vyhodna alela X C X
c.1422C>T
ccC 20 1.5834 0.0502 0.0916
CcT 43 3.4019 0.0450 0.0723
1T 11 1.2183 0.0554 0.0612
p-hodnota 0.9041 0.0107 0.4363
GML
vyhodna alela X T X
c.1423G>A
AA 16 2.9409 0.0307 0.0640
AG 35 2.7773 0.0417 0.0783
GG 23 2.5699 0.0665 0.0811
p-hodnota 0.9469 0.0256 0.7484
GML
vyhodna alela X A X
g.165262G>A
AA 23 1.5834 0.0502 0.0615
AG 48 3.4019 0.0450 0.0854
GG 3 1.2183 0.0554 0.0378
p-hodnota 0.0864 0.8508 0.2758

GML



9.2 Vysledky porovnani genotypu

Priloha 2: Frekvence genotypt Cistokrevnych plemen prasat u polymorfismu g.1423G>A a

Pearsoniv chi-kvadrat test. Porovnani genotypt vybranych plemen s otcovskymi plemeny
prasat (Pn, D) Fisherovym exaktnim testem.

CYP2E1
g.1423G>A
Plemeno Genotyp Soucet
A AG G
Bu 7 31 12 50
D 25 24 4 53
L 19 24 7 50
Mg 20 1 5 36
Pc 19 25 6 50
Pn 48 2 0 50
w 11 17 10 38
Soucet 149 134 44 327
‘ DF ‘ Soucet diferenci p-hodnota
Chi-Kvadrat 85.2185 <.0001
Plemeno Frekvence Plemeno Frekvence Plemeno
alel alel vs.
Plemeno
A G A G
Pn 0.98 0.02 Bu 0.45 0.55 Pn vs.Bu
Pn 0.98 0.02 D 0.70 0.30 Pnvs.D
Pn 0.98 0.02 L 0.62 0.38 Pnwvs.L
Pn 0.98 0.02 Mg 0.71 0.29 Pnvs.Mg
Pn 0.98 0.02 Pc 0.63 0.37 Pnvs.Pc
Pn 0.98 0.02 W 0.51 0.49 Pnvs.W
Plemeno Frekvence Plemeno Frekvence Plemeno
alel alel vs.
Plemeno
A G A G
D 0.70 0.30 Bu 0.45 0.55 D vs. Bu
D 0.70 0.30 L 0.62 0.38 Dvs. L
D 0.70 0.30 Mg 0.71 0.29 D vs. Mg
D 0.70 0.30 Pc 0.63 0.37 D vs. Pc
D 0.70 0.30 Pn 0.98 0.02 Dvs. Pn
D 0.70 0.30 W 0.51 0.49 Dvs. W

Frekvence vs.
frekvence alel

0.98 vs
0.98 vs
0.98 vs
0.98 vs
0.98 vs
0.98 vs

Frakvence vs.
Frekvence alel

0.70 vs
0.70 vs
0.70 vs
0.70 vs
0.70 vs
0.70 vs

.0.45
.0.70
.0.62
.0.71
.0.63
.0.51

.0.45
.0.62
.0.71
.0.63
.0.98
.0.51

Rozdil
diferenci

68.0485
29.7999
38.1676
21.0387
38.1448
44.2316

Rozdil
diferenci

14.9412
1.5503
2.3332
1.1522

29.7999
6.9267

p-
hodnota

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

p-
hodnota

0.0004
0.4535
0.3054
0.5958
<0.0001
0.0338



Priloha 3: Frekvence genotypt Cistokrevnych plemen prasat u polymorfismu g.1422C>T a

Pearsoniv chi-kvadrat test. Porovnani genotypii vybranych plemen s otcovskymi plemeny

prasat (Pn, D) Fisherovym exaktnim testem.

CYP2E1
| g.1422C>T
Plemeno Genotyp Soucet
C CcT T
Bu 17 24 9 50
52 1 0 53
L 17 29 4 50
Mg 35 1 0 36
Pc 33 16 1 50
Pn 47 3 0 50
w 36 2 0 38
Soucet 237 76 14 327
‘ DF ‘ Soucet diferenci p-hodnota
Chi-Kvadrat ‘ 12 135.5316 <.0001
Plemeno
Frekvence Frekvence
Plemeno Plemeno vs.
alel alel
Plemeno
C T C T
Pn 0.97 0.03 Bu 0.58 0.42 Pnvs. Bu
Pn 0.97 0.03 D 0.99 0.01 Pnvs.D
Pn 0.97 0.03 L 0.63 0.37 Pnwvs. L
Pn 0.97 0.03 Mg 0.99 0.01 Pnvs.Mg
Pn 0.97 0.03 Pc 0.82 0.18 Pnvs. Pc
Pn 0.97 0.03 w 0.97 0.03 Pnvs. W
Plemeno
Frekvence Frekvence
Plemeno Plemeno Vs.
alel alel
Plemeno
C T C T
D 0.99 0.01 Bu 0.58 0.42 Dvs. Bu
D 0.99 0.01 L 0.99 0.01 Dvs. L
D 0.99 0.01 Mg 0.63 0.37 D vs. Mg
D 0.99 0.01 Pc 0.99 0.01 D vs. Pc
D 0.99 0.01 Pn 0.82 0.18 Dvs. Pn
D 0.99 0.01 W 0.97 0.03 Dvs. W

Frekvence vs.
frekvence alel

0.97 vs. 0.58
0.97 vs. 0.99
0.97 vs. 0.63
0.97 vs. 0.99
0.97 vs. 0.82
0.97 vs. 0.97

Frekvence vs.
frekvence alel

0.99 vs. 0.58
0.99vs. 0.99
0.99 vs. 0.63
0.99vs. 0.99
0.99 vs. 0.82
0.99 vs. 0.97

Rozdil
diferenci

39.3958
1.1661
39.1875
0.49
12.3447
0.0219

Rozdil
diferenci

47.8669
47.8402
0.0775
18.4106
1.1661
0.7914

p-
hodnota

<0.0001
0.3533
<0.0001
0.6366
0.0008
1

p-
hodnota

<0.0001
<0.0001
1
0.0001
0.3533
0.569



Priloha 4: Frekvence genotypt Cistokrevnych plemen prasat u polymorfismu g.2412C>T a

Pearsoniv chi-kvadrat test. Porovnani genotypti vybranych plemen s otcovskymi plemeny
prasat (Pn, D) Fisherovym exaktnim testem.

CYP2E1
| g.2412 C>T
Plemeno Genotyp Soucet
C CcT T
Bu 16 28 6 50
D 2 29 22 53
L 3 30 17 50
Mg 7 26 3 36
Pc 4 26 20 50
Pn 0 1 49 50
w 15 23 0 38
Soucet 47 163 117 327
‘ DF ‘ Soucet diferenci | p-hodnota
Chi-Kvadra | 12 156.4094 <.0001
Frekvence Frekvence Plemeno vs.
Plemeno Plemeno
alel alel Plemeno
C T C T
Pn 0.01 0.99 Bu 060 04 Pnvs. Bu
Pn 0.01 0.99 D 0.31 0.69 Pnvs.D
Pn 0.01 0.99 L 0.36 0.64 Pnwvs. L
Pn 0.01 0.99 Mg 0.56 0.44 Pnvs. Mg
Pn 0.01 0.99 Pc 0.34 0.66 Pnvs. Pc
Pn 0.01 0.99 w 0.70 0.3 Pnvs. W
Frekvence Frekvence Plemeno vs.
Plemeno Plemeno
alel alel Plemeno
C T C T
D 0.31 0.69 Bu 0.60 0.4 Dvs. Bu
D 0.31 0.69 L 0.36 0.64 Dvs. L
D 0.31 0.69 Mg 0.56 0.44 D vs. Mg
D 0.31 0.69 Pc 0.34 0.66 D vs. Pc
D 0.31 0.69 Pn 0.01 0.99 Dvs. Pn
D 0.31 0.69 w 0.70 0.3 Dvs. W

Frekvence vs.
frekvence alel

0.01vs. 0.60
0.01vs.0.31
0.01vs. 0.36
0.01vs. 0.56
0.01vs.0.34
0.01vs.0.70

Frekvence vs.
frekvence alel

0.31vs. 0.60
0.31vs.0.36
0.31vs. 0.56
0.31vs.0.34
0.31vs.0.01
0.31vs. 0.70

Rozdil
diferenci

74.7561
38.3461
45.6442
70.4278
39.3366

84.094

Rozdil
diferenci

19.9789
0.7713
14.6694
0.8389
38.3461
31.0033

p-
hodnota

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

p-
hodnota

<0.0001
0.6661
0.0004
0.7323

<0.0001

<0.0001



Priloha 5: Frekvence genotypi Cistokrevnych plemen prasat u polymorfismu ¢.1220T>A a
Pearsoniv chi-kvadrat test. Porovnani genotypii vybranych plemen s otcovskymi plemeny
prasat (Pn, D) Fisherovym exaktnim testem.

CYP17A1
| C.1220T>A
Plemeno Genotyp Soucet
A AT T
Bu 50 00 50
52 0 1 53
L 49 0 1 50
Mg 35 10 36
Pc 50 00 50
Pn 50 00 50
W 38 00 38
Soucet 324 1 2 327
‘ DF ‘ Soucet diferenci p-hodnota
Chi-Kvadrat ‘ 12 12.4777 0.4081
Plemeno Frekvence Plemeno Frekvence Plemeno Frekvence vs. Rozdil p-
alel alel vs. frekvence alel diferenci hodnota
Plemeno
A T C T
Pn 1.00 0 Bu 1.00 0 Pn vs. Bu 1.00 vs. 1.00 X X
Pn 1.00 0 D 0.98 0.02 Pnvs. D 1.00 vs. 0.98 0.9526 1
Pn 1.00 0 L 0.98 0.02 Pnwvs. L 1.00 vs. 0.98 1.0101 1
Pn 1.00 0 Mg 0.99 0.01 Pn vs. Mg 1.00 vs. 0.99 1.4052 0.4186
Pn 1.00 0 Pc 1.00 0 Pnvs. Pc 1.00 vs. 1.00 X X
Pn 1.00 0 w 1.00 0 Pnvs. W 1.00 vs. 1.00 X X
Plemeno Frekvence Plemeno Frekvence Plemeno Frekvence vs. Rozdil p-
alel alel vs. frekvence alel diferenci hodnota
Plemeno
A T (o T
D 0.98 0.02 Bu 1.00 0 D vs. Bu 0.98 vs. 1.00 0.9526 1
D 0.98 0.02 L 0.98 0.02 Dwvs.L 0.98 vs. 0.98 0.0017 1
D 0.98 0.02 Mg 0.99 0.01 D vs. Mg 0.98 vs. 0.99 2.1532 0.6481
D 0.98 0.02 Pc 1.00 0 D vs. Pc 0.98 vs. 1.00 0.9526 1
D 0.98 0.02 Pn 1.00 0 D vs. Pn 0.98 vs. 1.00 0.9526 1
D 0.98 0.02 w 1.00 0 Dvs. W 0.98 vs. 1.00 0.7249 1



Priloha 6: Frekvence genotypl Cistokrevnych plemen prasat u polymorfismu €.439A>G a

Pearsoniv chi-kvadrat test. Porovnani genotypti vybranych plemen s otcovskymi plemeny
prasat (Pn, D) Fisherovym exaktnim testem.

SULT1A1
c.439A>G
Plemeno Genotyp Soucet
A AG G
Bu 49 0 1 50
D 51 2 0 53
L 46 3 1 50
Mg 36 0 0 36
Pc 50 0 O 50
Pn 41 7 2 50
w 36 2 0 38
Soucet 309 14 4 327
‘ DF \ Soucet diferenci \ p-hodnota

Chi-Kvadrat 12 24.3426 0.0183
Plemeno Frekvence Plemeno Frekvence Plemenovs. Frekvence vs.

alel alel Plemeno frekvence alel

A G A G

Pn 0.89 0.11 Bu 0.98 0.02 Pnvs.Bu 0.89vs. 0.98
Pn 089 0.11 D 0.98 0.02 Pnvs.D 0.89 vs. 0.98
Pn 0.89 0.11 L 0.95 0.05 Pnwvs.L 0.89 vs. 0.95
Pn 0.89 0.11 Mg 1.00 0 Pnvs. Mg 0.89vs. 1.00
Pn 0.89 0.11 Pc 1.00 0 Pnuvs. Pc 0.89vs. 1.00
Pn 0.89 0.11 W 0.97 0.03 Pnvs.W 0.89vs. 0.97
Plemeno Frekvence Plemeno Frekvence Plemenovs. Frekvence vs.

alel alel Plemeno frekvence alel

A G A G

D 0.98 0.02 Bu 0.98 0.02 Dvs.Bu 0.98 vs. 0.98
D 0.98 0.02 L 0.95 0.05 Duvs. L 0.98 vs. 0.95
D 0.98 0.02 Mg 1.00 0 Dvs. Mg 0.98 vs. 1.00
D 0.98 0.02 Pc 1.00 0 Duvs. Pc 0.98 vs. 1.00
D 0.98 0.02 Pn 0.89 0.11 Dvs.Pn 0.98 vs. 0.89
D 0.98 0.02 W 0.97 0.03 Dvs.W 0.98 vs. 0.97

Vi

Rozdil
diferenci

8.0444
5.7823
2.2207
7.2374
9.8901
3.5318

Rozdil
diferenci

2.9551
1.3715
1.3897
1.9242
5.7823
0.1169

p-
hodnota

0.0074
0.0431
0.3933
0.0134
0.0026

0.216

p-
hodnota

0.3631
0.5116
0.5128
0.4955
0.0431

1



Priloha 7: Frekvence genotypt Cistokrevnych plemen prasat u polymorfismu €.846 T>C a

Pearsoniv chi-kvadrat test. Porovnani genotypii vybranych plemen s otcovskymi plemeny
prasat (Pn, D) Fisherovym exaktnim testem.

SULT1A1
c.846 T>C
Genot
Plemeno P Soucet
T TG
Bu 50 0 50
53 0 53

L 44 6 50
Mg 36 0 36
Pc 50 0 50
Pn 50 0 50
W 38 0 38
Soucet 321 6 327

‘ DF ‘ Soucet diferenci p-hodnota
Chi-Kvadrat 6 33.8613 <.0001
Plemeno Frekvence Plemeno Frekvence Plemeno vs.

alel alel Plemeno

C T C T

Pn 1.00 0 Bu 1.00 0 Pnvs.Bu
Pn 1.00 0 D 1.00 0 Pnvs.D
Pn 1.00 0 L 0.94 0.06 Pnvs.L
Pn 1.00 0 Mg 1.00 0 Pnvs. Mg
Pn 1.00 0 Pc 1.00 0 Pnvs. Pc
Pn 100 0 W 1.00 0 Pnvs.W
Plemeno Frekvence Plemeno Frekvence Plemeno vs.

alel alel Plemeno

C T C T

D 1.00 0 Bu 1.00 0 Duvs.Bu
D 1.00 0 L 0.94 0.06 Duwvs. L
D 1.00 0 Mg 1.00 0 Dvs. Mg
D 1.00 0 Pc 1.00 0 Duvs.Pc
D 1.00 0 Pn 1.00 0 Duvs.Pn
D 100 0 W 1.00 0 Dvs.W

Vil

Frekvence vs.
frekvence alel

1.00 vs
1.00 vs
1.00 vs
1.00 vs
1.00 vs
1.00 vs

Frekvence vs.
frekvence alel

1.00 vs
1.00 vs
1.00 vs
1.00 vs
1.00 vs
1.00 vs

.1.00
. 1.00
.0.94
. 1.00
. 1.00
. 1.00

. 1.00
.0.94
. 1.00
. 1.00
. 1.00
. 1.00

Rozdil
diferenci
X
X
6.383
X
X
X
Rozdil
diferenci
X
6.7534
X
X
X
X

p-
hodnota

p-
hodnota

X

0.0111
X

X
X
X



Priloha 8: Frekvence genotypt Cistokrevnych plemen prasat u polymorfismu c-8G>T a

Pearsoniv chi-kvadrat test. Porovnani genotypti vybranych plemen s otcovskymi plemeny
prasat (Pn, D) Fisherovym exaktnim testem.

CYB5A
c-8G>T
Genot
Plemeno P Soucet
G GT T
Bu 49 10 50
D 47 4 2 53
L 25 21 4 50
Mg 36 00 36
Pc 33 16 1 50
Pn 49 10 50
W 34 31 38
Soucet 273 46 8 327
‘ DF ‘ Soucet diferenci p-hodnota
Chi-Kvadrét | 12 79.8476 <.0001
Plemeno Frekvence Plemeno Frekvence Plemeno vs.
alel alel Plemeno
C T C T
Pn 0.99 0.01 Bu 0.99 0.01 Pnvs.Bu
Pn 099 001 D 0.92 0.08 Pnvs.D
Pn 099 0.01 L 0.71 0.29 Pnvs.L
Pn 099 0.01 Mg 1.00 0 Pnvs. Mg
Pn 0.99 0.01 Pc 0.82 0.18 Pnvs. Pc
Pn 099 001 W 0.93 0.07 Pnvs.W
Plemeno Frekvence Plemeno Frekvence Plemeno vs.
alel alel Plemeno
C T C T
D 0.92 0.08 Bu 0.99 0.01 Duvs.Bu
D 0.92 0.08 L 0.71 0.29 Duvs. L
D 0.92 0.08 Mg 1.00 0 Dvs. Mg
D 0.92 0.08 Pc 0.82 0.18 Dvs. Pc
D 0.92 0.08 Pn 0.99 0.01 Duvs.Pn
D 0.92 0.08 W 0.93 0.07 Dvs. W

VI

Frekvence vs.
frekvence alel

0.99 vs
0.99 vs
0.99 vs
0.99 vs
0.99 vs
0.99 vs

Frekvence vs.
frekvence alel

0.92 vs
0.92 vs
0.92 vs
0.92 vs
0.92 vs
0.92 vs

.0.99
.0.92
.0.71
.1.00
.0.82
.0.93

.0.99
.0.71
. 1.00
.0.82
.0.99
.0.93

Rozdil
diferenci

X
3.7575
29.9656
0.7285
17.3572
3.1327

Rozdil
diferenci

3.7575
18.8775
4.3701
9.9044
3.7575
0.0926

p-
hodnota

0.7525
0.209
<0.0001
1
<0.0001
0.2058

p-
hodnota

0.209
<0.0001
0.1077
0.0036
0.209

1



Piiloha 9: Frekvence genotypt Cistokrevnych plemen prasat u polymorfismu 9.165262G>A a
Pearsoniv chi-kvadrat test. Porovnani genotypii vybranych plemen s otcovskymi plemeny
prasat (Pn, D) Fisherovym exaktnim testem.

HSD3B1
g.165262G>A
Genot
Plemeno P Soucet
A AG G
Bu 21 22 7 50
1 10 42 53
L 43 7 0 50
Mg 36 0 0 36
Pc 33 16 1 50
Pn 50 0 0 50
W 38 0 0 38
Soucet 222 55 50 327
‘ DF ‘ Soucet diferenci | p-hodnota

Chi-Kvadrat 284.468 <.0001
Plemeno Frekvence Plemeno Frekvence Plemeno vs.

alel alel Plemeno

C T C T

Pn 1.00 0 Bu 0.64 0.36 Pnvs.Bu
Pn 1.00 0 D 0.11 0.89 Pnvs.D
Pn 1.00 0 L 0.93 0.07 Pnvs. L
Pn 1.00 0 Mg 1.00 0 Pnvs. Mg
Pn 1.00 0 Pc 0.82 0.18 Pnvs. Pc
Pn 1.00 0 W 1.00 0 Pnvs.W
Plemeno Frekvence Plemeno Frekvence Plemeno vs.

alel alel Plemeno

C T C T

D 0.11 0.89 Bu 0.64 0.36 Dyvs.Bu
D 0.11 0.89 L 0.93 0.07 Duvs.L
D 0.11 0.89 Mg 1.00 0 Dvs. Mg
D 0.11 0.89 Pc 0.82 0.18 Dyvs. Pc
D 0.11 0.89 Pn 1.00 0 Duvs.Pn
D 0.11 0.8 W 1.00 0 Dvs.W

Frekvence vs.
frekvence alel

1.00 vs
1.00 vs
1.00 vs
1.00 vs
1.00 vs
1.00 vs

Frekvence vs.
frekvence alel

0.11vs
0.11vs
0.11vs
0.11vs
0.11vs
0.11vs

.0.64
.0.11
.0.93
.1.00
.0.82
.1.00

.0.64
.0.93
.1.00
.0.82
. 1.00
. 1.00

Rozdil
diferenci

40.8451
99.0751
7.5269
X
20.4819
X

Rozdil
diferenci

47.6348

82.603
84.9607
70.5678
99.0751
86.9937

p-
hodnota

<0.0001
<0.0001
0.0125
X
<0.0001
X

p-
hodnota

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001



