Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji

Katedra specialni zootechniky

CESKA ,
ZEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

Posouzeni vlivu vybranych genetickych markeru na
zastoupeni jednotlivych typi svalovych vlaken u prasat

Diplomova prace

Autor prace: Be. Daniela Urbanova

Vedouci prace: doc. Ing. Roman Stupka, CSc.

2013



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Zze svou diplomovou praci "Posouzeni vlivu vybranych genetickych marker na
zastoupeni jednotlivych typl svalovych vldken u prasat" jsem vypracovala samostatné¢ pod
vedenim vedouciho diplomové prace a s pouzitim odborné literatury a dalSich informacnich
zdrojii, které jsou citovany v praci auvedeny v seznamu literatury na konci prace. Jako
autorka uvedené diplomové prace dale prohlasuji, Ze jsem v souvislosti s jejim vytvofenim

neporusila autorské préva tietich osob.

V Praze dne 11.4.2013

Daniela Urbanova



Podékovani

Rada bych touto cestou pod¢€kovala doc. Ing. Romanu Stupkovi, CSc. za odborné
vedeni a pomoc pii vypracovani mé prace. Také bych rada podékovala Ing. Vére Dvorakove,
PhD. a Ing. LuboSovi Brzobohatému za cennou spolupréci pfi tvorbé této prace. Mé diky patii

1 mé rodiné a pratelim za trpelivost a obétavy pfistup behem studia a tvorby této prace.



Posouzeni vlivu vybranych genetickych markeru na

zastoupeni jednotlivych typu svalovych vlaken u prasat

Assessment of the influence of selected genetic markers on the
different muscle fiber types representation in pigs

Souhrn

Cilem prace je posoudit vliv genotypii vybranych genetickych markerii na zastoupeni
jednotlivych typt svalovych vlaken a jejich charakteristiky u prasat. Pro studii bylo pouzito
216 prasat, z nichz 144 byli kiizenci (CBUXCL)xPN a 72 kiizenci (CBUxCL)x(PNxBO).

Zvitata byla porazena v priméru v zivé hmotnosti 123 kg.

Od zvitat byli odebrany vzorky svaloviny ze svala m. longissimus lumborum et
thoracis (pecen¢), m. semimembranosus (kyta), m. cleidocephalicus (krkovice) a m. serratus
ventralis (plec), které byly skladovany v tekutém dusiku pii -80°C. Poté byly v téchto
vzorcich stanovovany 3 typy svalovych vldken a to I, ITIA a IIB, také jejich pocet na plochu,
podil, diametr, plocha fezu a obvod. Déle byla odebrana krev, z niz byla izolovana DNA,
ktera byla skladovana pii -20°C. Z této DNA byli pomoci PCR-RFLP zjistovany genotypy v
genech MYOG, MYODI1 a MYFé.

Byly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi genotypy téchto genid a
histologickymi vlastnostmi svalovych vldken. Pocet, podil a velikost jednotlivych typta
svalovych vlédken souvisi s jednotlivymi genotypy genu MYOG. U genu MYODI1 byly pak
nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi genotypy u poctu svalovych vldken, primérné
plochy fezu a primérného diametru, které byly zjistény i u genu MYF6. Dale byly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily u genotypii genu MYODI také v poctu a podilu svalovych
vlaken typu I a poctu, podilu a velikosti u typu IIA a IIB. U genu MYF6 byly pak nalezeny
statisticky vyznamné rozdily jesté pro pocet a podil svalovych vlaken typu I a IIB.

Kli¢ova slova: prase, svalova vldkna, genetické markery



Summary

The aim of this thesis is to assess the influence of selected genotypes of genetic
markers on the representation of the different muscle fiber types and their characteristics in
pigs. For the study, 216 pigs were used, of which 144 were hybrids (CBUxCL)xPN and 72
hybrids (CBUxCL)x(PNxBO). Representative animals were slaughtered at an average live
weight of 123 kg.

From representative animals were samples taken from m. longissimus lumborum et
thoracis (roast), m. semimembranosus (ham), m. cleidocephalicus (neck), and m. serratus
ventralis (shoulder). Samples were stored in liquid nitrogen at -80 ° C. All samples were
analysed for three types of muscle fibers I, IIA and IIB. Also the number of fibres per unit of
a given area, their proportion in the bundle, diameter, sectional area and perimeter.
Additionally, DNA was isolated from collected blood samples, which were stored in the
temperature of -20°C. Genotypes were determined from DNA samples by using the PCR-
RFLP in genes MYOG, MYODI1 and MYF6.

In this thesis statistically significant differences between genotypes of these genes and
histological characteristics of muscle fibers were revealed, such as number of fibers per unit
of an area, size and proportion of fibers in a bundle of different types of muscle fibers
associated with each genotype in a gene MYOG. Statistically significant differences for
MYODI1 gene were found between genotypes in the number of fibers per unit of an area, the
average sectional area and the average diameter, which were also detected for the gene
MYF6. Another, parameters which have shown statistically different values in genotypes of
MYODI1 gene were number, size of fibers and proportion of the I, IIA and IIB muscle fiber
type, whereas differences for MYF6 gene were in the proportion and number of the I and IIB.

Keywords: pig, muscle fiber, genetic marker
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1 Uvod

Spotieba masa v Ceské republice se pohybuje kolem 79 kg na osobu a rok, z toho
veptové maso Cini piiblizné 46,1 kg, z cehoz vypliva, ze spotfeba tohoto druhu masa je u nas
nejvys$i. Aby bylo mozné odpovédét produkei na poptavku trhu a zaroven zabezpedit
pfijatelnou cenu pro spotiebitele, je nutné zajistit co nejvyssi produkcei i reprodukei, ¢ehoz

muzeme dosahnout cilenym Slechténim.

Ve vyrob¢ vepifového masa byly zavedeny hybridiza¢ni programy, které maji za cil
dosahnout odpovidajici produkci jate¢nych prasat s pozadovanymi reprodukénimi a
produkénimi vlastnostmi pro vyrobu kvalitniho masa, které odpovidd poptavce na trhu.
Zakladem hybridizac¢nich programt je rozdéleni plemen na matefskéd a otcovska. Poslednich
dvacet let se ve Slechténi prasat pouzivaji metody odhadu plemenné hodnoty, které vyjadiuje
genetické zalozeni jedince na zdkladé fenotypové hodnoty. Tyto metody odhaluji ale pouze
aditivni ¢ast genotypu, tedy geny, pfenasejici se z rodicli na potomky. Genotyp jedince vSak

neovliviiuji pouze aditivni geny, ale také interakce mezi nimi.

V poslednich letech pfindsi do Slechténi prasat molekuldrni genetika moznost zlepSeni
odhadu genetického zaloZeni zvifat. Pomoci jejich metod mizeme identifikovat tzv. genetické
markery, které ndm umoziuji 1épe odhadnout geneticky potencial zvifat. Tuto moznost mame,
protoze tyto markery jsou ve spojeni s oblastmi genli na chromozomech, které jsou
zodpovédné za genetickou proménlivost. Genetické markery nam, kromé lepSiho odhadu
genetického potencidlu zvifat, davaji moznost dosdhnout lepsiho selekéniho zisku. Pokud tedy
dosahneme kvalitnich Slechtitelskych programi, mizeme zvirata selektovat jiz v raném véku,
coZ nam umoznuje zkratit generacni interval a rychleji dosdhnout genetického pokroku u

plemen, a tim zefektivnit vyrobu vepfového masa.

Zakladem pro vyuziti poznatkii z molekularni genetiky je vSak znalost vlivu
jednotlivych genetickych markeri na produkéni a reprodukéni vlastnosti zviat. Déle je
dalezité mit kvalitni genetickou zakladnu v chovu, kterda ndm dédva moznost dosahnout

odpovidajicich vysledki ve Slechténi prasat.



2 Cil prace a védecka hypotéza

2.1 Cil prace
Cilem prace je posoudit vliv genotypu vybranych genetickych markerti na zastoupeni

jednotlivych typt svalovych vldken a jejich charakteristiky u prasat.

2.2 Védecka hypotéza
Genotypy geni rodiny MyoD ovliviiuji zastoupeni jednotlivych typi svalovych vldken

a jejich charakteristiky.



3 Literarni prehled

3.1 Maso

Maso patii mezi oblibenou cast lidské potravy, kterd je hlavnim zdrojem bilkovin,
obsahuje velké mnoZzstvi nenasycenych mastnych kyselin, vitaminl, minerdll a Zzeleza
(Nesvadbova, 2012). Jako maso rozumime vSechny casti jateCnych t¢él zivocichd, které jsou
vhodné k lidské wvyzivé. Zahrnuje pficné pruhovanou svalovinu, jeji vazivovou cast,
povrchovy a intramuskularni tuk, cévy, mizni uzliny, nervy, kosti a nékdy je mozno zahrnout

1 opafené kiize (Steinhauser et al., 2000).

Veprové maso se tési velké oblibé. V celkové spotiebé masa v Evropské unii nedochazi
k vyraznym zvratim. Spotfeba masa v Ceské republice je na urovni asi 80 kg na osobu za rok,

coz patii k Evropskému priiméru, pfi¢emz vepfové maso tvoii asi polovinu spotieby.

Poptavka trhu vyzaduje pfedevsim maso, které obsahuje vysoky podil libové svaloviny.
Na slechtitele je proto vyvijen tlak na produkci prasat, kterd budou mit maximalni podil
svaloviny, minimalni podil tuku, ale zaroven kvalitni maso. Chovatel¢ tedy sleduji u
Slechtitelskych linii prasat zejména primérny denni piirdstek, zmasilost, vysku hibetniho
tuku, pfijem krmiva a jeho konverzi, utvéieni jatecného tcla, vytéznost masitych ¢asti, kvalitu

masa, utvareni koncetin a télesny ramec (Nesvadbova, 2012).

3.2 Kosterni svalovina

Hlavni funkci svaloviny je zabezpecit pohyb a pozadovanou polohu téla, coz je
umoznéno schopnosti pfeménit energii Zivin v energii mechanickou a pohyb. Ten je pak
umoznovan pomoci kontrakci (Marvan a kol. 1992). Pfeména na energii mechanickou
probihd asi z 30%, zbylych 70% se preméni na energii tepelnou (Najbrt a kol., 1980). Z
pohledu Zivocisné produkce je svalovina nejvyznamnéjsi slozkou hlavni suroviny, ktera je
ziskavéana z tél jateCnych zvifat, masa, jez ale zahrnuje také vazivové obaly, vlozeny tuk,

povazky cévy a nervy (Marvan a kol., 1992).

3.2.1 Embryonalni vyvoj svalstva
Svaly se vyvijeji béhem procesu, ktery se nazyva myogeneze. Ta je ovlivnéna velkym
mnozstvim faktord, mezi které patii napiiklad geny, rustové faktory a hormony (Rehfeldt et

al., 2010).
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Svaly, presnéji tedy svalova vlakna se v embryonalnim vyvoji tvofi z bunék
nazyvajicich se myoblasty, jejichz pocet vzriistd, dokud se nepfeméni v myotubuly, které se
nakonec diferencuji ve svalova vlakna. Myoblasty maji ptivod v mesodermu, presnéji tedy v
dermomyotomu, ktery je ¢asti segmenti nazyvanych somity. Tyto somity se pak rozdéli na
dorzélni dermomyotom, ktery je zakladem Skary a progenitorovych bun¢k svali a ventralni
sklerotom, jako zéklad osové kostry. Svaly patetfe a koncetin vznikaji z dorsomedialni ¢asti

dermomyotomu, zatimco z ¢4sti ventrolateralni vznikaji svaly hrudniku.

Nediferencované svalové builky cestuji ze somitli pod kontrolou riznych faktort,
produkovanych nervovou trubici a notochordou, a nasledn¢ se specializuji a vytvaii jednotlivé
svaly. Béhem cesty kolem notochordy se svalové buitky mnozi, opoustéji bunéény cyklus a
nasledn¢ zacinaji syntetizovat myofibrilarni proteiny a ptipravuji jejich splynuti, pii které
dochazi k tvorbé skulinovych spojeni, fizi membrdn a cytoplasmy a nasledné mnoha
biochemickym reakcim. Myoblasty s odliSnymi funkcemi miiZzeme najit v riznych fazich

vyvoje a nazyvaji se somitické, embryonalni, fetalni a dosp¢lé.

Na povrchu myotubu se ukryty pod bunéénou membranou nachazi tzv. satelitni buiiky, coz
jsou nediferencované myotomy, které se nachazi u kazdého jedince i v dospé€losti. Maji
zachovanou schopnost bunéného déleni a diferenciace. SlouZi jako rezervni materidl pfi
poskozeni svalového vlakna a také se podili na ristu svalovych vladken po narozeni (Picard et

al., 2002).

3.2.2 Stavba svalu

Hlavni ¢ast svalu tvoii svalové biisko, jez se na kost upina pomoci svalovych Slach,
které¢ odstupuji od svalu, upinaji ho na kost a prendseji na ni silu (Konig a Liebich, 2004).

Svalové btisko tvofi svalovad vlakna, kterd jsou spojena do snopci, které délime na
primarni, sekundarni a terciarni. Jiz primarni svalové snopce jsou viditelné pouhym okem a
pokryva je tenka vrstva vaziva, kterd se nazyva endomysium. Primarni snopce se sdruzuji do
sekundarnich a ty dale do tercidrnich (Marvan a kol., 1992). Najbrt a kol. (1980) déli
vmezefené vazivo nejen na endomysium, ale dale jesté na perymisiuminternum a externum,
pficemz endomysium obaluje svalova vlakna, perymisiuminternum spolu se svalovymi
vlakny tvofi snopce a perymisiumexternum je pevny obal na povrchu svalu. Déle jsou touto
vmezetfenou tkani vedeny nervy, cévy a uklada se zde tuk. Marvan a kol. (1992) dale uvadi,
ze v kazdém svalovém bfiSku se nachazi tzv. satelitni bunky, které umoznuji regeneraci

poskozenych svalovych vldken. Jedna se o mladd vyvojova stadia svalovych vldken,
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nazyvajici se myoblasty, které jsou pozistatkem z embryonalniho vyvoje a slouzi k zachovani

plnohodnotné svaloviny.

Svaly jsou inervovany nervy tak, ze v kazdém vldkné se nachézi alesponl jeden axon
centralniho nervového systému (Konig a Liebich, 2004). Dle Reece (2009) inervuje jedno
nervové vlakno 4-150 svalovych vldken a mensi pomér se nachazi pouze v mistech, kde je
dilezitd velkd presnost svalové kontrakce. V mist¢ kde se vldkno a axon setkavaji je
vytvafena synapse, kterd se nazyva nervosvalova ploténka, nervové a svalové vlakno se zde
nedotykaji, ale nachdzi se zde Stérbina (Reece, 2009). Impuls je pak pfendSen pomoci
acetylcholinu, ktery slouzi jako neurotransmiter. Kromé nervosvalové ploténky se ve svalech
nachazi také svalova vieténka, kterd informuji centralni nervovou soustavu o svalovém tonu a

dale napéti Slach a kloubnich pouzder (Konig a Liebich, 2004).

3.2.3 Chemické a biochemické sloZeni svalu

Samotna libova svalovina se sklada z bilkovin, vody a tuki. Déle obsahuje velmi malé
mnozstvi sacharidu, které fadime mezi bezdusikaté extraktivni latky. Dllezitym ukazatelem je
tzv. Federovo (islo, které udava pomér obsahu vody a bilkovin a u syrového masa se

pohybuje v hodnoté¢ okolo 3,5 (Pipek a Pour, 1998).

Tab.1 - Orienta¢ni analytické parametry vybranych svali u veprového masa

Sval Obsah vody Intramuskularni tuk Celk. dusik  Hydroxyprolin
L.dorsi (kaudal. ¢ast) 76,33 3,36 3,77 670
L.dorsi (kranial. ¢ast) 76,94 3,26 3,69 527
Psoas major 77,98 1,66 3,58 426
Rectus femoris 78,46 0,99 3,41 795
Triceps(lateralni ¢ast) 78,68 1,84 3,46 1680
Superfic.digital.flexor 78,87 1,9 3,35 1890
Sartorius 78,71 0,87 3,41 850
Extensor carpi radialis 79,04 1,39 3,36 2470

Tab. 2 — Orienta¢ni analytické parametry

Veprové maso Voda % Bilkoviny % Tuky %
Bucek 34 7,1 56
Kyta 53 15,2 31
Pecené 58 16,4 25
Plec 49 13,5 37
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3.2.3.1 Bilkoviny

Obsah bilkovin v ¢isté libové svaloving se pohybuje okolo 18-22%. Tyto bilkoviny
jsou vétSinou plnohodnotné, to znamend, Ze obsahuji vSechny esencidlni mastné kyseliny.
Délime je do tfech skupin, do kterych se fadi podle své rozpustnosti ve vodé¢ a solnych

roztocich:

1. Sarkoplazmatické - nachazeji se v sarkoplasmatu, jsou ve vodé rozpustné a denaturuji
pii varu, fadi se sem hemova barviva hemoglobin a myoglobin, které davaji svalim

¢ervené zbarveni.

2. Myofibrilarni - tyto bilkoviny jsou ve vod€ nerozpustné, naopak se rozpoustéji v
roztocich soli, ve svaloving pfevazuji a zpisobuji kontrakci svall, fadime sem aktin a

myosin.

3. Stromatické - nejsou pfimo bilkovinami svald, ale vyskytuji se ve vazivech, §lachach a

membranach svalil, do této skupiny fadime kolagen a elastin (Pipek a Pour, 1998).

3.2.3.2 Lipidy

Lipidy se ve svalech nachazi ve form¢ intramuskuldrniho tuku, ktery ma
nezanedbatelny vliv na kiehkost a chutnost masa. Vyskytuji se ve svalech jako
triacylglyceroly, fosfolipidy a dal§i. Mezi vyznamné steroly tedy lipidy vyskytujici se v
tkanich, fadime také cholesterol, ktery se vlivem ultrafialového zafeni preménuje na vitamin

D3 a miizeme ho tedy zatadit k vyznamnym provitaminim (Pipek a Pour, 1998).

3.2.3.3 Extraktivni a mineralni latky

K témto latkdm fadime predevSim glykogen, ktery ma pii porazce velky vyznam na
okyseleni tkdn¢€ po porazeni zvifete a jeho pozd€jsi udrznost a vaznost. Dale sem zahrnujeme
adenosintrifosfat (ATP), které slouzi k pfenosu energie ve svalech. Posledni skupinou jsou

dusikaté extraktivni latky, mezi které fadime aminokyseliny a nékteré peptidy.

Mezi vyznamné minerdlni latky fadime véapnik, hoic¢ik, draslik a Zelezo, pficemz
hot¢ik se podili na aktivité ATPazy a vapnik hraje dileZitou roli pfi kontrakci svaltl. Zelezo je

ve svalech pfitomno pfedevs§im prostfednictvim hemovych barviv (Pipek a Pour, 1998).

3.3 Svalova vlakna
Svalovina je tvofena svalovymi vlakny, jejichZ nejmenSimi stavebnimi a funkénimi

jednotkami jsou myofibrily. Téch se ve vlakné nachéazi nékolik set az tisic a skladaji se do
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vysSich stavebnich a funkCnich jednotek, které se nazyvaji sarkomery (Reece, 2009).
Sarkomery obsahuji pravidelné uspofddana myofilamenta, pfi¢emz se stiidaji myofilamenta
aktinova a myosinovd, coz zpusobuje piicné pruhovani kosterni svaloviny, které je velmi
dobie viditelné pod mikroskopem (Konig a Liebich, 2004). U pti¢n¢ pruhované svaloviny
jsou sarkomery v zakrytu s ostatnimi podjednotkami svalového vldkna, ¢imz je pak vytvaieno
pticné pruhovani svalu. Na konci kazdé sarkomery se nachézi Z linie, kterd je spole¢na obéma
sousednim sarkomeram a z té vybihaji do stfedu kazdé z nich aktinova vlakna. Déle se zde
nachazi I pés, ktery zahrnuje aktin ze spolecné Z linie dvou sarkomer. Z vldken myozinovych
pak vznikd tmavy prouzek nazyvajici se A pas, tato vladkna jsou soustiedéna do centra
sarkomer a prekryvaji se s vlakny aktinovymi (Reece, 2009). Kromé A, I pasu a Z linie se zde
dale nachazi Hensenlv disk, takzvana H zona, kterou najdeme uprostfed pasu A a dale zde
najdeme tmavsi mesofragmu, jez se také jinak nazyva M pas (Pipek a Pour, 1998). Pomér
aktinovych a myosinovych vldken v myofibrile je 2:1, pfi¢emz se pii svalové kontrakci

aktinova vlakna zasunou hloub¢ji mezi ta myosinova (Reece, 2009).
Svalovéa vlakna se dé€li na tfi typy a to:
1. Cervena (tmava),
2. bilé (svétla),
3. prechodnd - pfechod mezi tmavymi a svétlymi.

Cervena svalova vlakna maji oproti bilym vétsi obsah myoglobinu a mitochondrii
(Reece, 2009.) Také se pomaleji smrst'uji a unavuji a svoji energii ziskavaji pomoci oxidace.
Oproti tomu vldkna bila se rychle unavi, ale maji vysokou stazlivost a energii uvoliuji

pomoci anaerobni glykolyzy (Konig a Liebich, 2004).

Dale muzeme svalova vlakna délit na:

1. Typl,
2. TypIla,
3. Typ IIb.

Toto dé€leni vychazi z rozdilné aktivity enzymu ATPazy. Vldkna typu I maji niz$i aktivitu
ATPézy, vyssi obsah myoglobinu, mitochondrii a krevnich kapilar, to jim dodava jejich

cervené zabarveni. Oproti tomu vldkna typu Ila a IIb, maji vysokou aktivitu ATPazy. Vlakna
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ITa maji stejné jako typ I vySSi obsah myoglobinu a mitochondrii. Typ IIb ma méné

myoglobinu a mitochondrii, ale obsahuje vice glykogenu (Choi a Kim, 2009).

Barvenim pomoci sukcinat dehydrogenazy — SDH a rozdilné aktivity ATPazy mizeme
svalova vldkna dale d¢lit také na BR, kdy je ATPé4za v kyselém prostiedi stabilni a vldkna jsou
oxidativni, aR u nichz je ATPaza v kyselém prostiedi labilni a vldkna jsou oxidativni a aW u
kterych je ATPaza v kyselém prostiedi labilni a vldkna jsou glykolyticka (Ashmore a Doerr,
1971).

Poslednim dé€lenim je zjisténi rozdilt pfi barveni vldken za pomoci rozdilné aktivity
ATPézy a barveni pomoci oxidativniho enzymu NADH-TR, pomoci n¢hoz mizeme vldkna
délit na oxidativni s pomalym stahem — SO, oxidativné glykolytické s rychlym stahem — FOG
a glykolytické s rychlym stahem — FG (Peter et al., 1972).

Pokud tedy shrneme jednotlivd oznaeni, pak pomala oxidativni svalovd vlakna
zna¢ime jako I, BR, SO, rychld oxidativné glykolyticka svalova vldkna znacime jako Ila, aR,

FOG a rychla glykolyticka bila vlakna znac¢ime jako IIb, aW a FG (Picard et al., 2002).

Vlékna jsou u riznych zvifat zastoupena rtizn¢ v zavislosti na druhu, plemenné
ptislusnosti, véku. Za jeden ze znaki domestikace se povazuje pfevladani bilych svalovych
vlaken u zvifat, ktera jsou Slechténa na vysokou intenzitu ristu. Novorozend zvitata pak maji
prevahu Cervenych vlaken oproti bilym, ktera se tvofi diferenciaci vlaken ¢ervenych (Marvan,

1992).

Svalova vldkna maji riznou tloustku, na niz zavisi i kvalita vytézeného masa. Obecné
plati, ze maso, které ma pievahu tenkych svalovych vlaken je kvalitnéjsi a chutné;si. Tloustka
pak zavisi na zatéZovani svalu - ta nejtlustsi se nachazeji na nejvice zatéZovanych Castech téla,
napfiklad na nohdch, mimo jiné se v téchto svalech nachazi také mnohem vice
intramuskularniho vaziva se silnymi svazky kolagennich vladken. Novorozena zvifata maji
svaly skladajici se pouze z tenkych svalovych vlaken, kdy se tlouStka pohybuje v rozmezi 5-

10pum, u dospélych zvitat pak v rozmezi 50-100pm (Marvan, 1992).
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Obr. 1 — Stavba svalu

(dostupné z < http://www.wikiskripta.eu/index.php/Soubor:Kostern%C3%AD _sval.png>)

3.3.1 Faktory ovliviiujici velikost a pocet svalovych vlaken
Tvorbu masa u hospodatskych zvitat ovliviiuje pocet a velikost svalovych vldken, kterd
se vytvaii béhem embryonalniho vyvoje. U zvifat s vy$§im poétem svalovych vlaken, je

produkce masa vyssi a mé také lepsi kvalitu (Gazdova et al., 2006).

Pocet svalovych vldken je ovliviiovan zejména faktory genetickymi a do jisté miry ho
pak ovliviiuji i faktory prostiedi, které jsou schopny ovlivnit myogenezi (Rehfeldt et al.,
2000). Pocet svalovych vlaken je tedy pii narozeni konecny, zatimco jejich velikost je
ovlivnéna mnoha faktory az po narozeni zviiete (Te Pas et al., 2004). Mezi faktory, které
ovlivituji velikost a pocet fadime napiiklad druh, plemeno, prenatilni vyzivu a porodni

hmotnost.

Vlivem plemene na pocet svalovych vldken se ve své studii zabyva Bogucka et al.

(2008), ktera ve své studii zvetejnila, Ze nejvetsi pocet se jich nachazi u divokych prasat. Ten
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se pak snizuje u jejich kiiZzencii s durocem a nejnizs§i pocet je zjiStén u plemene polska
landrace. Oproti tomu Ryu et al. (2008) uvadi minimalni rozdily mezi poctem svalovych
vlaken u plemen berkshire, landrase, yorkshire a jejich kfizenct. Dle Rehfledt et al. (2000) se
u modernich plemen masnych typt prasat nevyskytuji velké rozdily v poc¢tu a velikosti

svalovych vlaken, ktera jsou zjistovana ve svalu m. longissimus.

Pti studii velikosti plochy pfi¢ného fezu svalového vlakna bylo zjisténo, ze kanci maji
tuto plochu nejvétsi, poté nasleduji prasni¢ky a u vepii je tato plocha nejmensi (Solomon et
al., 1990). Pii zjiStovani rozdilu v poctu svalovych vldken, nedoSlo k nalezeni statisticky

vyznamnych odliSnosti mezi prasni¢kami, veptiky a kanci (Rehfeldt et al., 1999).

Podvyziva béhem prenatalniho vyvoje mlze zplsobit nizsi pocet svalovych vldken u
jeji vysoka uroven, je tésné pred zacatkem tvorby sekundarnich svalovych vldken (Dwyer et

al., 1994).

V nazorech na vliv porodni hmotnosti na pocet vlaken se riizni autoii rozchazeji. Dwyer
et al. (1993) uvadi, Ze mezi porodni hmotnosti a poctem svalovych vldken neexistuje Zadna
spojitost, zatimco Gondret et al. (2005) a Rehfeldt a Kuhn (2006) naopak zjistili, Ze selata,
kterd maji pfi narozeni niz$i hmotnost, maji asi o 20% svalovych vlaken méné. Rehfeldt a
Kuhn (2006) se ptiklani k nazoru, ze u selat s nizkou porodni hmotnosti se béhem myogeneze
utvaii méné svalovych vlaken. Vliv porodni hmotnosti na velikost svalovych vldken je
ziejmy. Selata s niz§i hmotnosti, maji pii pordZce na jatkach vétsi svalova vldkna oproti

selatim, kterd méla pfi narozeni vyss§i hmotnost (Dwyer et al., 1993). Rehfeldt (2005)

vvvvvv

3.3.2 Vliv velikosti a poctu svalovych vldken na kvalitu masa a zmasilost

Tloustka svalovych vldken pfi narozeni zvifete se pohybuje od 5 -10um. V prabéhu
zivota vladkna hypertrofuji a jejich tloustka se zvySuje 5-10 x, pficemz prumér u dospélého
zvitete je asi 50-100um (Marvan, 1992). Toto zvétSovani svalovych vldken vede ke
zvétSovani objemu svall,, ¢imz se zdroven zvySuje 1 objem masa (Lefaucher et al., 1995).
Pocet svalovych vldken je dilezitym faktorem, ktery ovliviiuje rist po narozeni. Prasata, které
jich maji pfi narozeni vyS$si pocet, rostou rychleji a s vétsi efektivitou nez prasata, kterd jich

maji méné (Dwyer et al., 1993).
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Fiedler et al. (2004) ve své praci uvadi koeficient heritability pro pocet svalovych
vldken h* = 0,28, pro jejich primér pak h* = 0,12. Oproti tomu Larzul et al. (1997) zjistil
koeficient heritability pro po&et svalovych vlaken h* = 0,22 a pro jejich primér pak h?=0,34.
Fiedler et al. (2004) se dale zabyval korelaci mezi celkovym poc¢tem svalovych vldken a zivou
hmotnosti, plochou pecen¢, hodnotou pH, méfenou 45 min post mortem, a ztatamiodkapem.
Korela¢ni koeficienty poté stanovil ve vysi -0,16 pro korelaci mezi poctem svalovych vldken
a zivou hmotnosti, 0,22 pro korelaci mezi poc¢tem svalovych vldken a plochou pecené, -0,37
pro korelaci mezi poc¢tem svalovych vlaken a hodnotou pH a 0,64 pro korelaci mezi poctem
svalovych vldken a ztratu odkapem. Bulotiene a Jukna (2008) dale uvadéji pozitivni korelaci

mezi velikosti svalového vlakna a ztratou odkapem, ktera se rovna r = 0,48.

Jak je jiz uvedeno, zvifata s nizsi vdhou pii narozeni maji vyssi pocet svalovych vlaken,
ale dochazi u nich dfive k zastaveni rlstu. Ziviny, které jsou piijaty v obdobi po jeho

ukonceni jsou vyuzity v prvni fad¢ pro ukladani zdsobniho tuku (Kratochvilova, 2011).

3.4 Molekulirni genetika ve Slechténi prasat
V chovu prasat je v dnesni dobé velka konkurence a je velmi ekonomicky naro¢ny. Je
tedy nutné, aby efektivita a odezva na Slechténi byla co nejvyssi. Zaroven je nezbytné, aby

jate€na hodnota, reprodukce a kvalita masa byly na vysoké tirovni (Weisz et al., 2011).

Kvantitativni znaky v chovu prasat jsou kontrolovany polygenné a kazdy gen pfispiva
malou c¢asti ke genetické variabilité. V poslednich nékolika desetiletich doslo k velmi
rychlému rozvoji technologii slouzicich k mapovani genetického zalozeni jedince. Tyto
technologie pomahaji odhalit geny, nebo genetické markery, ovliviiujici ekonomické
vlastnosti zvifat. Hlavnim cilem v mapovani genomu hospodaiskych zvifat je pak
identifikovat a charakterizovat geny QTL - QuantitativeTrait Loci (Hu et al., 2009). Znalosti
geni, které ovlivhuji masnou uzitkovost, pak mohou byt vyuzity v tzv.
Markerassistedselection, kterd kombinuje tradi¢né vyuzivanou selekci a molekulérni biologii

za ucelem efektivnéjsi vyroby vepfového masa (Weisz et al., 2011).

3.4.1 Genom prasete

Prase patifi mezi prvni hospodaiské zvite, diky jeho podobé s ¢lovékem, u kterého
mapovani genomu zacalo. Vyzkum slouzil pfedev§im k odhalovani anomalii v karyotypu
somatickych a zarode¢nych bunék, gamet a embryi a studiu chromosomalnich odli$nosti pii

meidze u samcich a samicich embryi (Rothschild a Ruvinsky, 2011).
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Mapovani genomu prasete mize byt vyuzito pro identifikaci oblasti chromozomil ¢i
gend, které kontroluji ekonomicky vyznamné kvantitativni znaky (Malek et al., 2001). Studie
genomu prasat zacala jiz v 60. letech minulého stoleti, kdy zapocalo studium krevnich skupin
a byly tvofeny prvni vazbové mapy (Andersen, 1963). Oficialni zac¢atek genového mapovani
je vSak datovan v 80. letech 20. stoleti. V dnesni dob¢ je zmapovano asi 10 000 lokust, k

jejichz identifikaci bylo pouzito rtiznych zptsobti mapovani (Rothschild a Ruvinsky, 2011).

3.4.1.1 Vazebné mapovani

Tato metoda je zdkladni metodou mapovani genomu (Archibald a Haley, 1995).
Vazbové mapovani genomu vychazi zodchylek, které se projevily pii Mendelistickém
nezavislém vybéru. Geny, které jsou lokalizovany blizko sebe, na stejném chromozomu, se
béhem meidzy, diky vazbam, netfidi nihodné. Zmeény, nebo ndhodnd vymeéna
chromozomovych segmentii homolognich chromozomi, ke kterym dochazi béhem vzniku
gamet, rozbiji vazby s urcitou frekvenci. Pomér ptreskupenych genotyptu je meéfitkem pro
¢etnost vyskytu ndhodné vymény chromozomovych segmentd. Pokud tedy v dostate¢né velké
populaci zjistime vyznamné sdruzeni mezi dédi¢nou c¢asti chromozomu a odchylkou od dané
vlastnosti, pfedpokladdme existenci genu nebo genl, které danou vlastnost ovliviuji

(Rothschild a Ruvinsky, 2011).

Pii vazebném mapovani tedy urCujeme vzddlenost mezi geny pomoci méfeni
frekvence, se kterou dva rizné geny zlistanou ve vazbé na jednom chromozomu v obdobi

meiotického déleni a dojde tedy k pfenosu z generace na generaci (Nussbaum et al., 2004).

3.4.1.2 Cytogenetické mapovani

Prase bylo prvnim hospodaiskym zvifetem, u kterého byla tato metoda vyuzita
(Rothschild a Ruvinsky, 2011). K jejimu nejvétsimu rozvoji dochdzelo na konci 90. let 20.
stoleti, kdy mezi lety 1995-1997 doslo k objevu téméf 300 novych lokust (Yerle et al., 1997).

V dne$ni dobé€ patii tato metoda mezi jiz téméf nevyuzivané. Jejim zdkladem je
fyzicka podoba chromozomii. Chromozomy je potieba nejprve upravit a poté pruhovat,
abychom je mohli porovnat se standartnimi ideogramy. U prasete se pro tvorbu genetickych
map pouzivd hybridizace in-situ, protoZze jeho karyotyp je dobie definovany. Gen
lokalizujeme hybridizaci ur¢itého znacené¢ho useku DNA, ktera obsahuje denaturovanou
DNA chromozomu. Znaceni se pak provadi pomoci fluorescen¢ni in situ hybridizace — FISH

nebo radioaktivné — RISH (Dvotékova, 2012).
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3.4.1.3 RH mapovani

Tato technika vyuZziva tzv. SCH — somatic cell hybrids. Tyto buniky jsou vytvareny
pomoci flize shlodavéimi buiikami a je vytvafeno velké mnozstvi klond hybridnich
somatickych bun¢k (Nussbaum et al., 2004). Pfed tim, nez dojde k fiizi bunécnych linii, je
buiika podrobena rentgenovému zafeni, které zptsobi rozpad chromosomi. Cim vétsi je
rentgenové zareni, tim detailngj$i je rozpad chromozomi (Rothschild a Ruvinsky, 2011).
Vlastni princip metody je zalozen na vzdalenosti genii na chromozomu. Cim je vzdalenost
mensi, tim méné je pravdépodobné Ze by rentgenové zafeni geny oddé¢lilo a naopak.
V ptipad¢ malé vzdalenosti jsou geny piitomny v fadé hybridnich klond, v opacném ptipadé
jsou geny pfitomny na riznych chromozomovych fragmentech. K vyhodnoceni dochazi
pomoci statistického vypoctu soucasné piitomnosti dvou gent v klonech somatickych hybrida

(Nussbaum et al., 2004).

3.4.1.4 Komparativni mapovani

Pro toto mapovani je vyuzivano specidln¢ upravené FISH metody, nazyvané Zoo-
FISH (Schertan et al., 1994). Hlavnim rozdilem mezi t€émito metodami je, ze pro Zoo-FISH
musime pouzit heterologni sondy s dvakrat vice koncentrovanou DNA a dvakrat delsi Cas
hybridizace (Chowdhary a Raudsepp, 2001). Primarnim cilem této metody je pienos
genetickych informaci z map, které obsahuji mnoho zvifecich druhli na mapy, které jich maji
minimum, a tim studium evoluce chromozomi a karyotypii (Ferguson-Smith a Trifonov,
2007). Pomoci této metody mizeme ur¢ovat mnoho vysoce konzervovanych homologii, coz

nam umoznuje urcit QTL oblasti a nasledné urcit kandidatni gen (Dvotakova, 2012).

3.4.2 QTL - QuantitativeTrait Loci

Lokusy pro kvantitativni znaky jsou zjiStovany piedev§im proto, aby byly odhaleny
useky na chromozomu, které obsahuji geny ¢i genové sekvence ovliviiujici ekonomicky
vyznamné kvantitativni znaky, jako je rlst, piijem krmiva, kvalita masa, velikost vrhu a
odolnost viici nemocem (Rothschild et al., 2007). Jednd se o oblast na chromozomu, ve které
se vyskytuji geny ve vazbé, které ovliviiuji kvantitativni znak. Jinak je mozno je oznacit jako
soubor gend, nebo jejich alel, které podminuji fenotyp, ktery byva biochemické nebo

fyziologické povahy (Verner, 2007).

Prvni studie QTL byla uvedena Anderssonem et al. (1994) a uvadi vyznamny lokus na
chromozomu 4, ktery zptsobuje 20% fenotypovou odchylku pro bfisni a hibetni tuk. Pro

znaky, které jsou dobie méfitelné, napf. rist, jsou studie daleko 1épe zaznamenané, nez pro
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znaky meéfitelné obtizné, mezi néz patii kvalita jateCné upraveného trupu a kvalita masa.
Nékteré analyzy se velmi téZce srovnavaji, nebot’ pro n¢ bylo pouZzito vice druhll analyz a

n€kolik moznych sad markert (Rothschild a Ruvinsky, 2011).

Pro QTL znaky prasat existuje databaze, dostupna z

http://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/SS/index , kde jsou shromazd’'ovany veskeré

vysledky mapovani QTL. Také zde najdeme tabulky, které srovnavaji QTL data (Hu a Reecy,
2007). V této databazi mizeme momentalné najit 5621 prasecich QTL, které jsou ptidruzeny

546 riznym znaklim, zvefejnénym ve 237 publikacich (Rothschild a Ruvinsky, 2011).

Ke studiu QTL znakl je nezbytné nutné mit podrobné genetické mapy zaloZzené na
DNA markerech, diky nimz mizeme tyto znaky rozdé¢lit na zéklad¢ statisticky prikaznych

asociaci daného markeru a fenotypové hodnoty jedince (Dvotakova, 2012).

3.4.3 Genetické markery
Genetické markery jsou vyuzivany pro Marker assisted selection, které kombinuje tradi¢ni
postupy Slechténi a molekularni genetiku (Weisz et al., 2011). Urban (2008) d¢li markery

pouzivané pro tyto ucely takto:

1. Pfimé markery, jinak také kandidatni geny — mohou byt charakterizovany dvéma typy

polymorfismu:

a) Funkc¢ni markery — pfic¢inné mutace nalezené na zaklad€ napt. komparativniho

mapovani,

b) Pfimé markery — polymorfismy DNA piimo v sekvenci genu.

2. Neptfimé markery, jinak také polymorfismy, které nemaji ptimy vliv na projev znaku,

ale jsou ve vazbé s QTL. Z hlediska praktického vyuziti je délime na dva typy:
a) LD markery —s QTL jsou ve vazbové nerovnovaze,

b) LE markery —s QTL jsou ve vazbové rovnovaze.

vvvvvv

obtizng, a proto madme velmi malo ptikladd. Vyjimkou jsou vlastnoti, které jsou ovliviiovany

pouze jednim genem (Andersson, 2001). LD markery jsou v dostate¢né velké populaci velmi
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blizko funkcni mutaci. Tyto markery mohou byt identifikovany pomoci kandidatnich gent
(Rothschild a Soller, 1997), nebo jemnych pfistupit mapovéani (Andersson, 2001). Odhalovani
LE markeri je nejjednodussi. Detekce probiha pomoci ploSného mapovani genomu,
zalozeného na pouziti plemenného kiizeni, nebo rozborem polo-sourozeneckych rodin
v ramci jednoho plemene. K odhaleni vétSiny QTL stfedné velkého ucinku vyzaduje tento

postup pouze obecné genomové mapy (Dekkers, 2004).

Odlisnosti najdeme nejen u metod detekce, ale také ve zplsobu aplikace do
Slechtitelskych programt. LD markery mizeme stejné jako pfimé markery pouzit pro selekci
na zakladé genotypu napfi¢ populaci, protoze zde existuje pevnd vazba mezi genotypem a
fenotypem. Oproti tomu pfi pouziti LE markert musime u riznych rodin pocitat s rozdilnosti

vazebnych fazi mezi markery a QTL (Dekkers, 2004).

Molekularni markery byly pouzivany pro identifikaci lokust, nebo oblasti na
chromosomu, které plisobi na vlastnosti a kvantitativni znaky, jez jsou ovlivilovany jednim
genem. Mezi tyto znaky fadime také genetické poruchy, vady a vzhled. Pro tcely detekce a

aplikace QTL muizeme tyto znaky rozd¢lit do tii skupin:
1. Obvykle zaznamenavané znaky
2. Obtizné zaznamenatelné znaky (patii sem piijem krmiva, kvalita produktu)
3. Nezaznamenatelné znaky (odolnost vii¢i nemocem)
Kazda z téchto skupin, ma dalsi tfi podskupiny a to:
i.  Znaky zaznamenané na obou pohlavich
ii.  Znaky pohlavim omezené
iii.  Znaky, které jsou zaznamenany v pozdéjsim véku

Schopnost zaznamenat tyto QTL zavisi na fenotypovém projevu a klesd od 1-3 a
v ramci téchto skupin od i-iii. Potenciondlni pokrok pfi pouziti marker assisted selection, nebo
genetic assisted selection miizeme ocekavat nejvetsi u skupiny 3 a nejnizsi u znaki skupiny 1,
zejména pokud se jedna o znaky zaznamenavané na obou pohlavich (Meuwissen a Goddard,

1996).

22



3.4.4 Kandidatni geny

Kandidatnimi geny nazyvame takové geny, které se nachdzi v oblasti QTL a velmi
vyrazn¢ ovliviiuji ur€itou vlastnost. Ve vysledném fenotypu se projevi jejich produkty a podili
se také na fenotypové variabilité. Jeho identifikace probihd pomoci databaze pro modelova

zvitata, kde podobny fenotyp jiz podlehl studii (Berg, 2006).

Vybirame — li kandidatni gen, vychazime z ptedpokladu, ze pokud byl zaznamenan
ucinek genu u jednoho druhu savcli, pak mizeme s pomoci komparativniho mapovani
usuzovat na jeho uUcinek i u jiného druhu a také ndm napomdhd znamd fyziologicka a

biochemicka funkce genu (Knoll, 1998).

Jedna uzitkova vlastnost miize mit i vice nez 100 navrhovanych kandidéatnich gend, ale
pouze zlomek z nich bude ve svazku s kvantitativnim efektem v uréené populaci (Soller a

Andersson, 1998).

3.5 Metody pouzZivané v molekularni genetice

Jako prvni, publikoval svou metodu, nazyvanou Southernliv pfenos, Edwin Southern
v roce 1975. Tato metoda byla o dva roky pozdéji upravena a piejmenovana na Northerniiv
pfenos. Tyto metody umoznily jako prvni moznost identifikovat specifické geny nebo
transkripty pomoci hybridizace radioaktivné znacenych sond, které obsahuji isek DNA nebo

RNA.

V roce 1983 byla poprvé predstavena polymerdzova fetézova reakce (zkracené PCR)
Kerry Mullisem. Tato metoda nam, spolu s reverzné transkripéni reakci (RT), davd mozZnost

rozeznani specifickych RNA transkriptd.

V roce 1996 byl na trh uveden prvni pfistroj pro real-time PCR s ndzvem 7700 od
firmy AppliedBiosystems. Jde o nejptesnéjsi a nejcitlivéjsi metodu pro detekci a kvantifikaci

nukleovych kyselin (Nesvadbova, 2012).

3.5.1 PCR - Polymerazova retézova reakce

Polymerazova tetézovd reakce nam umoziuje ziskat pozadovanou a specifickou
sekvenci DNA, aniz bychom ji predtim museli klonovat ve vektorech. Jejim zékladnim
principem je replikace nukleovych kyselin. Pomoci DNA polymerazy navodime cyklicky se
opakujici enzymovou syntézu novych fetézcl, ndmi vybranych tsektl, ve sméru 5> 3. Tyto

iseky vymezime pomoci primert, které se vaZou na protilehlé fetézce DNA a jejich 3 konce
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smeiuji k sobé€. Poté co k reakci pridame DNA — polymerazu a nukleotidy, za¢ne na obou

matricovych fetézcich protismérné syntéza novych vlaken.

K tomu, aby reakce prob¢hla tspésné, potfebujeme odpovidajici polymerazu. Ta musi
byt termostabilni, aby odolala teplotam, pii nichZ denaturuje DNA, coZ umoziiuje, aby
syntéza DNA probihala opakované, v cyklech. Tyto polymerazy se ziskavaji z termofilnich

mikroorganismu a jednou z nich je naptiklad Taqg DNA — polymeraza.

Béhem polymerazové tetézové reakce se pravidelné stiidaji tii kroky, které zavisi na
teploté reakéni smési. Behem téchto krokt, se uskutecnuji tfi riizné déje a kazdy z téchto déja

ma odliSné pozadavky na teplotu:
1. Denaturace dvoufetézcovych molekul DNA — 94°C,
2. Pfipojeni primert k odd€lenym fetézcim DNA — 30-65°C,
3. Syntéza novych fetézcti DNA prostfednictvim DNA polymerazy — 65-75°C.

Tato reakce probiha v zafizeni, které se nazyva termocykler. Zde si automaticky nastavime
program, ktery méni teplotu podle délky a vysky ptfedepsané teploty a diky tomu se ndm ve

vzorku vytvaii az miliarda kopii pozadovaného useku (Smarda et al., 2005).

3.5.1.1 PCR-RFLP

Jedna se o jednu z Gprav PCR, kterd se uziva pro urceni cilové sekvence, vétSinou
ur¢itého genu, kterd obsahuje sekvencni polymorfismus. Pomoci této obmény PCR mutzeme
analyzovat jakykoliv gen, v zavislosti na volbé primerta. Tyto primery se piipojuji ke
koncovym konzervovanym oblastem a sekvence se za piisnych podminek amplifikuje.
Vysledkem jsou PCR produkty, které maji stejnou délku a jsou detekovany pomoci
elektroforézy. Poté jsou pomoci restrikéni endonukledzy rozStépeny a znovu naneseny na
elektroforézu k analyze. Typizovany jsou restrikénimi spektry fragmentti amplifikované DNA

(Smarda et al., 2005).

Existuje velky pocet bakterialnich restrik¢nich endonukledz a kazda z nich rozeznava
ruzn¢ dlouhé sekvence a $tépi DNA na rtizné dlouhé useky. Toto Stépeni probihd podle

ruzného poradi bazi a urcité sekvence (Verner, 2007).
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3.5.1.2 Real-time PCR

Tato metoda vyuziva fluorescencéni informaéni molekuly ke sledovani vyroby
produkti amplifikace béhem kazdého cyklu polymerazové tetézové reakce. Umoziuje tedy
spojit amplifikaci DNA a detekci jednotlivych krok do jednoho homogenniho testu, ¢imz
odpada potieba detekce produktu na gelové elektroforéze. Je to jednoducha, citliva a
specifickd metoda, pro kterou jsou neustdle vyvijeny nové chemikalie, pfistroje a protokoly,

v

coz z ni d¢la nejspolehlivejsi technologii pro detekci DNA.

Vysledkem této PCR metody je tzv. amplifikacni kiivka, kterd vznika v pribéhu
reakce a zaznamenavana je vynesenim naméfené fluorescence oproti pofadovému Cislu

urc¢itého cyklu. Tato kiivka ma tfi ¢asti:
1. Skrytd faze — amplifikovany produkt nedosahuje métitelnych hodnot.
2. Exponencionalni f4zi — narGst mnozstvi detekovaného PCR produktu.
3. Plato6 faze — jiz nedochézi k naristu mnozstvi amplifikovaného produktu.

Z této kiivky odvodime pocate¢ni mnozstvi templatovych molekul a ¢im vice jich je
kvantifikaci s pouzitim real-time PCR je zaznamenani mnozstvi produktu béhem
exponenciondlni fize, protoze jeho mnozstvi je pfimo umérné pocatecnimu mnozstvi molekul
pouze béhem této faze. Dale je pro kvantifikaci, pii které se pouzivaji matematické modely,

dilezité znat Cislo cyklu - Cr hodnota, kdy méfena fluorescence piekroci prahovou hodnotu

Obr. 2 — Vstupni komponenty potiebné pro PCR (dostupné z < http://www.biotea.ws/node/15>)
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(Bustin, 2000).

3.5.2 Elektroforéza

Elektroforéza se tadi k jedné znejpouzivanéjSich technik v molekularni biologii.
Pouzivd se koddéleni nukleovych kyselin a proteini. Pohybem nabitych molekul
v elektrickém poli dochézi k jejich separaci, pficemz hlavnim nositelem naboje nukleovych
kyselin jsou zadporné nabité fosfatové skupiny a nukleové kyseliny se tedy pohybuji smérem

ke kladné nabité anodg.

Pro ucely molekularni biologie se pouziva gelova elektroforéza, kdy k pohybu castic
nedochézi pfimo v roztoku, ale na vhodném nosici, kterym je ve vétSin€ ptipadd gel, jez je
bud’ polyamidovy, nebo agarézovy. Tyto latky vytvaii slozitou sitovitou strukturu, jejiz

hustotu v§ak mizeme ovlivnit koncentraci polymeru.

Pro molekuly o velikosti 100 bp az 50 kb pouzivame vétSinou gely agardézové, pro
molekuly mensi, tedy od 100 bp do 1000 bp jsou pak vétSinou uzivany gely
polyakrylamidové.

Déle mtizeme gelovou elektroforézu délit na vertikalni a horizontéalni dle polohy gelu
v elektroforéze a také na kapilarni, u které se gel nachazi uvnitt kapilary (Smarda et al.,

2005).

Jako pufry pouzivame pro elektroforézu TAE — pufr trisacetatovy a TBE — pufr
trisboratovy. TAE je pouzivanéjsi av§ak ma nizkou pufracni kapacitu a proto je vhodnéjsi pro

delsi fragmenty DNA.

Pro vizualizaci gelu se pouziva ethidiumbromidu, coz je silny karcinogen a mutagen.
Je to interkalacni barvivo, které tvoti vazbu s DNA nebo RNA a po navdzani na molekulu
zvySuje schopnost jeji fluorescence az 20x. Tuto fluorescenci mizeme poté detekovat po

osviceni ultrafialovym svétlem (Verner, 2007).

Obr. 3 — Gelova elektroforéza (dostupné z < http://opvk2011.ptacisvet.cz/?title=popis_metod-

gelova elektroforeza&lang=cz>)
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3.6 Prehled studovanych genii

Aktivace autonomnich bunék béhem myogeneze v rtiznych castech embrya je
kontrolovana sérii komplexnich transkripcnich regulacnich drah, které vedou k expresi
zakladnich ¢asti helix-loop-helix, jez obsahuje MRF — myogenni regulacni faktory. Mezi
myogenni faktory se fadi myogenni regulacni faktor 5 — MYF 5, myogenni diferenciacni
faktor 1 (MYOD 1, znamy také jako MYOD), MYF 6, ktery se také nazyva MRF4 a
myogenin (MYOG). Myogenni regulac¢ni faktory jsou zodpovédné, spolu s mnoha dal$imi
kofaktory pro fizeni exprese gend, za fizeni exprese genli potiebnych pro tvorbu

kontraktilnich ¢asti dospé€lého svalu (Bryson-Richardson a Currie, 2008).

MYOD geny patii k helix-loop-helix rodiné proteinti a tato 68 amino kyselinova fada je
nezbytnd a zaroven postacujici pro myogenezi. Vzhledem k tomu, Ze tyto geny maji vliv na
regulaci svalovych vlaken, jsou povazovany za mozné kandidatni geny pro utvareni svaloviny

a kvalitu masa (Kratochvilova, 2011).

MYOD geny jsou vyjadieny pouze v kosterni svaloviné¢ a jejich prekurzorech.
V nesvalovych buiikdch jsou geny této rodiny potlaceny jinymi specifickymi geny. Geny
rodiny MYOD jsou schopny aktivovat svoji vlastni transkripci, coz miize ustalit jejich vazbu

k myogenezi (Weintraub et al., 1991).

Koneénym vysledkem plisobeni myogennich regulacnich faktord, je zaktivovani
signalni dréhy, ktera je nezbytna pro nastartovani diferenciace bunc¢k a vznik svalové tkané

(Brameld et al., 2010).
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V embryu se jako prvni vyjadiuji geny MYF5 a MYODI. Ty maji zasadni vliv na
proliferacni fazi myoblasti. Poté se vyjadiuji MYOG a MYF6, které naopak ovliviuji
konecnou fazi diferenciace a zrani svalovych vldken (Wyszynska-Koko a Kuryl, 2004). Gen
MYF6 je vyjadien zejména v bunkéach organismu po jeho narozeni, zatimco nulovy vyskyt
geni MYF5,MYOD1 a MYOG nemél zadny vliv na postnatalni diferenciaci svali a jsou

vyjadieny zejména v bunkéch satelitnich (Bryson-Richardson a Currie, 2008).

3.6.1 MYODI1

Gen MYODI je prvni z rodiny gentt MYOD, ktery byl izolovan a osekvenovan. Tento
gen se skladd z 318 aminokyselin, které se navzajem spojuji do svalové specifickych
zesilovacu transkripce, nazyvanych enhancery. Jeho produktem je myogenni bHLH protein,
ktery funguje jako transkripcni faktor a pod jeho vlivem jsou aktivovany svalové specifické
geny (Braun et al., 1989). Vlivem exprese tohoto genu je inhibovan bunéény cyklus a dochazi
k proliferaci myoblastli, ¢imz je umoznéna diferenciace myoblastii a jejich utvafeni do

svalovych vldken (Kitzman et al., 1998).

U prasat byl izolovan a osekvenovan v roce 1995 (Chang et al., 1995). Poté Knoll et
al. 1997, navrhli podle této sekvence fragment dlouhy 998 bp a vjeho intronu 1 poté

detekovali polymorfismus, k ¢emuz pouzili restrikéni endonukledzu Ddel.

Soumilion et al. (1997) lokalizovali gen na chromozomu 2 a Cepica et al. (1999) uvadi

oblast 2p1.4-1.7

Obr. 4 — Diagram prasec¢iho chromozomu SSC2
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3.6.2 MYOG

Tento gen se jinak také nazyvad myogenin. Jeho tlohou v organismu je fizeni flize
myoblastli v myofibrily, jeho hlavni roli je tedy diferenciace svali (Hasty et al., 1993). Jeden
z predpokladu je, Ze ma vztah k proménlivosti poctu utvarenych svalovych vldken, coz vede
k proménlivosti mnozstvi svall, a tim i k hmotnosti libové svaloviny na jate¢né upraveném
trupu (Soumilion et al., 1997). Exprese tohoto genu vede k omezeni exprese geni MYODI a
MYFS5. Nésledkem tohoto jsou bunky vytazeny zbunééného cyklu a nastdva fize do
myofibril (Te Pas et al., 1996).

V roce 1993 byl poprvé zjistén polymorfismus tohoto genu, kdy ho Ernst et al. (1993),
pomoci restrikéni endonukledzy Mspl rozstépili na tfi fragmenty. V roce 1996 byl objeven
polymorfismus na 3 konci myogeninu a poté v roce 1999 byla u prasat plemene yorkshire
zjisténa souvislost polymorfismu s hmotnosti pii narozeni, rychlosti rtistu, hmotnosti libové
svaloviny ve 200 dnech a vyskou hibetniho tuku (Te Pas et al. 1996, Verner, 2007). Zatimco
Cepica et al (2003) neprokazali statisticky vliv myogeninu na riist ani zmasilost, tak Te Pas et
al. (1999a) uvedli 4% variace fenotypu pro hmotnost pii narozeni, intenzitu ristu a hmotnost

jate€ného téla a 5,8% pro hmotnost libového masa.

Tento gen byl lokalizovan na chromozomu 9 v oblasti 992.1-2.6 (Ernst et al., 1998)

Obr. 5 — Diagram prase¢iho chromozomu SSC9
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3.6.3 MYF6

Olson et al. (1990) uvadi, ze tetnto gen se projevuje zejména po narozeni organismu a
jeho hlavni tlohou je udrzovéani myofibril v diferencovaném stavu. Déale ma také vliv na fiizi
satelitnich bun¢k s myofibrilami a podili se 1 na regeneraci svald. Je povazovan za kandidatni

gen pro kvalitu masa (Zhou a Bornemann, 2001).

Exprese genu MYF6 probihd ve dvou fazich. Prvni ¢ast nastava brzy po expresi genu
MYF5 v myoblastech. U druhé faze se predpokladd, ze ma vliv na zrani vlaken, zajistuje
nervosvalova spojeni a vytrva i po narozeni. Postnatalné je tento gen exprimovan az 10x vice

nez ostatni geny rodiny MYOD (Bober et al., 1991).

Kompletni sekvence genu byla popsana poprvé v roce 1991 Miner a Wold (1990) a
skladd se ze tii exonli a dvou intronll. Poté Ernst et al. (1994) detekovali polymorfismus
metodou RFLP restrikéni endonukledzou Mspl na zakladé¢ hybridizace s krysi cDNA.
Vykoukalova et al. (2003) uvadi tfi jedno nukleotidové polymorfismy v intronu 1, které byly
zjiStény pomoci radiacniho hybridniho panelu. Amplifikace useku genu MYF6, ktery
zahrnoval exon 1, 2 a intron 1, probéhla pomoci primerd, které byly navrzeny podlé lidské
sekvence spolu s mySi mRNA a genomovou DNA. Wyszinska-Koko et al. (20006) zjistili na
genu v oblasti promotoru a exonu 1 celkem tii polymorfismy. Tyto mutace vSak nemusi byt

pti¢inné, ale mohou byt ve vazb¢ s jinymi mutacemi ovliviiujicimi myogenezi.

Gen MYF6 se nachdzi na chromosomu 5 v oblasti 5q2.5 v blizkosti genu MYF5
(Vykoukalova et al., 2003).

Obr. 6 — Diagram prasec¢iho chromozomu SSC5
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3.7 Dalsi kandidatni geny pro masnou uzitkovost

3.71 MYF5

MYF5 prvni zrodiny svalové regulacnich faktorii, ktery byl exprimovan in vivo
v myoblastech. Je jako prvni, vpo sobé jdouci tad¢ téchto faktor, vyjadien béhem
embryonalniho vyvoje ve svalovych bunkéach. Vlivem tohoto genu prochdzeji zarodecné
svalové buniky nepfetrzitym mitotickym délenim. Pod vlivem regulacnich faktorti, mezi které

patii i MYFS5 a myogenin, dochédzi ke kone¢né diferenciaci svalovych bunék (Braun et al.,

1989, Te Pas a Wisher, 1994).

Pii zjistovani polymorfismu tohoto genu byly detekovany tii mikrosatelity, z toho dva
v oblasti promotoru a jeden v intronu tfi, a dva polymorfismy, kdy byl gen S§tépen pomoci
restrikénich endonukledz Pvull a Hinfl (Te Pas et al., 1999b). Urbanski et al. (2006) poté
zjistil na tomto genu tfi nové mutace v oblasti promotoru. Jde o mutace A65C, C580T a

Co613T.

Soumilion et al. (1997) lokalizoval tento gen na chromozomu 5 a dle Cepice et al.

(1999) se nachézi v oblasti 5q2.5.

3.7.2 RYRI1

Jedna se o jeden z nejduilezitéjsich pricinnych genl u prasat, diive zndmy jako HAL
(Dvorakova, 2012). Gen ryanodinového receptoru zptisobuje, v pfipadé ze je v genomu
zvifete autozomalni recesivni alela, praseci stresovy syndrom (Mitchell a Heffron, 1982).
Zvitata s homozygotn¢ recesivnim genotypem maji na jednu stranu vys$si obsah svaloviny

v JUT, ale oproti tomu maji nizsi kvalitu masa u n¢hoz se Casto vyskytuje vada PSE (Webb et

al., 1982).

Fuji et al., 1991 nalezli jednobodovou mutaci, kterd je ve vztahu s maligni hypertemii
prasat. Zmény v genu RYR1 ptisobi na membranu svalu a nasledkem je, Ze pfi odezvé na stres

dochazi ke zvySenému uvolnovani iontt Ca’" (Gronert et al., 1986).

Fidler et al. (1999) uvadi, Ze prasata s genotypem NN, méli daleko méné pomalych
oxidativnich vldken nez prasata s genotypem nn a naopak vice rychlych glykolytickych
vlaken. Homozygotné¢ dominantni jedinci pak také maji vyssi pocet svalovych vlaken na

1mm?” nez jedinci heterozygotni nebo recesivng homozygotni (Klosowska et al., 2004).

Gen RYRI je lokalizovan na chromozomu 6 v oblasti 6p11-q21 (Fuji et al. 1991).
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3.7.3 IGF2

Gen IGF2, nazyvany také inzulinu podobny ristovy faktor patii do rodiny genti IGF
(Allan et al., 2001). Tento gen, je povazovan za kandidatni pro masnou uzitkovost a plodnost.
Nové vyzkumy také zvazuji moznou souvislost s obsahem libového masa a konverzi krmiva.
Tato rodina geni patii k peptidim stimulujicim rist, se stejnou strukturou a podobnou

biologickou funkci jako inzulin (Gerrard et al., 1998).

IGF2 reguluje proliferaci a diferenciaci myoblastl a je velmi dulezity pro myogenezi
po narozeni organismu (Magri et al., 1994; Van Laere et al., 2003). Tvoii ho deset exonll a
devét intronti a nachdzi se na chromozomu 2 v oblasti 2p1.7 (Jeon et al., 1999; Nezer et al.,

1999).

Van Laere et al. (2003) objevili mutaci na intronu 3. Tato mutace ovliviiuje rust sval,
uloZzeni tuku a velikost srdce. Prasata, kterd tuto mutaci zdédi po otci, maji po narozeni
zvySenou expresi mRNA IGF2 genu, coz naznacuje, Ze se jedna o pfi¢inny nukleotid QTN

znaku. Déle se u tohoto genu bézn¢ testuje mutace na intronu 7 (Verner, 2007).

3.7.4 GDFS8
Tento gen patii do super rodiny genit TGF-B a je nepostradatelny pro rust svalll a
jejich vyvoj. Blokuje funkci myogeninu a zamezuje tim tvorbé dalSich svalovych myofibril

v embryu, a tim tedy omezuje rtst kosterni svaloviny (McPherron et al., 1997).

Na pocatku embryogeneze ptsobi exprese tohoto genu pouze na myotomy vyvijejicich
se somitil. Ke konci embryogeneze a dospélych jedinct je pak exprimovan do riznych

svalovych tkéani celého téla (Verner, 2007).

Na exonu 3 byla u skotu popsdna mutace u plemene belgické modré. Tato mutace je
zpisobena jedenactinasobnou nukleotidovou deleci, kterd zptisobuje dvojité osvaleni u tohoto
plemene (McPherron a Lee, 1997). V oblasti promotoru byla zjisténa mutace a posléze u
plemene yorkshire souvislost s hmotnosti pfi narozeni. Predpoklada se tedy ze by tato mutace

mohla byt genetickym markerem QTL pro procento libové svaloviny (Li et al., 2002)

Gen myostatinu se nachazi na chromzomu 15 v oblasti 15g2.3-2.4 (Pinton et al.,

2000).
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Obr. 7 — Gen praseciho chromozomu SSC15
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4 Metodika a material
Studie probihala v testacni stanici Ploskov, ktera patii pod katedru specialni

zootechniky Ceské zemédélské univerzity. Zahrnovala 216 prasat, z nichz bylo 144 kiiZenct

(CBUxCL)xPN a zbylych 72 kiizencti (CBUxCL)x(PNxBO).

Studie zahrnovala tfi po sob¢ jdouci testy. Béhem kazdého testu bylo naskladnéno 72
zvitat vyrovnaného pohlavi, jejichZ primérna ziva hmotnost byla 25 kg. Tato zvifata byla po
naskladnéni ustajena v kotcich po dvou kusech. Zvirata byla krmena ad-libidné ve tiech

fazich s kontinuitnim pfechodem a potieba Zivin byla dodrzovana dle Simeéek et al., 2000).

Porazkova hmotnost zvirat byla v praiméru 123 kg a druhy den byl proveden jate¢ny

rozbor.
Stanoveni polymorfismu vybranych genii

Krev byla odebirana béhem porazky zvirat do zkumavek, které obsahuji K;EDTA. Z
krve byla izolovana DNA pomoci proteindzové metody dle Nebola et al. (1994) a pomoci JET
Quick (Blood and Cell Culture) DNA SpinKit - GENOMED. Pot¢ byla skladovana pti -20°C.
Polymorfismus gent byl poté zjistovan pomoci metody PCR-RFLP.

Polymorfismus genu MYODI1 byl stanovovan dle Knoll et al. (1997). Amplifikovany
usek genu ma délku 998bp a obsahuje tii restrikéni mista. Byl rozstépen na Ctyfi ¢asti o délce
477, 317, 114 a 90bp. Alela A byla Stépena na Ctyfi fragmenty, které mély délku 477, 317,
114 a 90bp. Alela B obsahovala polymorfni §t€pné misto pro restrikéni endonukleazu Ddel a

usek o délce 477 bp byl stépen na fragmenty o délce 385 a 92 bp.

Obr. 8 - Stépeni genu MYOD1 pomoci restrikéni endonukleazy Ddel (Kratochvilova, 2012)

BE AB AA BB AA AB AB BB AA
-— - - - - -—
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Polymorfismus genu MYOG byl stanovovan dle metody Soumiliona et al. (1997).
Ziskany usek mél délku 353 bp. Na alele A se nachizelo polymorfni $t€pné misto pro
restrikéni endonukledzu Mspl a doslo k rozstépeni na dva fragmenty o délce 2019 a 134 bp.

Oproti tomu alela B byla nestépena a jeji délka ztistala na 353bp.

Obr. 9 - Sté&peni genu MYOG pomoci restrikéni endonukleazy Mspl (Kratochvilova, 2012)

Polymorfismus genu MYF6 byl stanoven dle metody Vykoukalové et al. (2003). Usek
o délce 379bp byl typicky pro alelu A. Alela B pak obsahovala $tépné misto pro restrikéni

endonukledzu BseRI, ktera tsek nastépila na dva fragmenty o délce 216 a 163 bp.

Obr. 10 - Stépeni genu MYF6 pomoci restrikéni endonukledzy BseRI (Kratochvilova, 2012)

AA BB AA BB BB AB AB AB AB BB.
. - -

-_—

-—
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Stanoveni zakladnich charakteristik svalovych vlaken a zastoupeni

jednotlivych typu

Odebrané vzorky svaloviny byly ziskany ze svali m. longissimus lumborum et
thoracis (pecené), m. semimembranosus (kyta), m. cleidocephalicus (krkovice) a m. serratus
ventralis (plec). Velikost vzorki byla 0,5 x 0,5 x 2 cm. Vzorky byly oznafeny a zmrazeny v
tekutém dusiku. Nez byly vzorky analyzovany, byly ulozeny v hluboko mrazicim boxe pfi

teploté -80°C.

Pro vlastni analyzu bylo nutné nafezat vzorky svall napfi¢ svalovymi vlakny na platky
silné 10um. K tomuto byl pouzit kryostat Leica, ve kterém kréajeni pobihalo pfi teploté -20°C.
Tyto fezy byly posléze fixovany na podloznim sklicku. Abychom mohli stanovit plochu fezu
svalového vlékna, jeho diametr a pocet vlaken na 0,5mm?’, byla pouZita metoda barveni
pomoci Hematoxilinu a Eozinu. Tyto zakladni charakteristiky byly stanoveny pro vSechny 4

vyse uvedené svaly.

Pro identifikaci typa svalovych vldken ve vyhodnocovaném vzorku svaloviny, byla
pouzita metoda klasifikace svalovych vldken dle Brooke a Keiser (1970). Poté byl vytvotfen
trvaly histologicky preparat. Typy svalovych vldken byly stanovovdny ve svalech m.

longissimus lumborum et thoracis, m. semimembranosus (n=432) .

Snimky preparatu byly pofizeny pomoci optického mikroskopu s fotoaparitem
(CAMEDIA-5060, OLYMPUS). Tyto snimky byly posléze vyhodnoceny pomoci programu

obrazové¢ analyzy NIS-Elements.
Byly ziskany nasledujici ukazatele:
e pocet vlaken na 0,5mm?” plochy,
e prumérny diametr svalového vladkna v pm,
e prumérna plocha fezi svalového vldkna v pum,
e podil vlaken typu I z celkového poétu vlaken na 0,5 mm* v %,
e pramémy diametr svalovych vlaken typu I v pm?,

e podil vlaken typu II z celkového poétu vldken na 0,5mm* v %,
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e pramérny diametr svalovych vlaken typu Il v um,

e priméma plocha fezu svalovych vldken typu II v pm?,

e podil vldken typu IIA z celkového poctu vlaken na 0,5mm?,
e prumérny diametr svalovych vlaken typu ITA v um,

e primérna plocha fezu svalovych vlaken typu ITA v pm?,

e podil vlaken typu IIB z celkového po&tu vldken na 0,5 mm?,
e pramérny diametr svalovych vldken typu IIB v pm,

e priméma plocha fezu svalovych vldken typu IIB v pm?

Statistické zpracovani vysledki pomoci programu SAS

Pro statistické vyhodnoceni vysledkii byl pouzit program SAS, ktery vyuziva

statisticko-matematické metody.

Pro vypocet hodnot (N), primérd (Mean), smérodatnych odchylek (Std Dev) a
minimalnich (Minimum) a maximalnich (Maximum) hodnot sledovanych znaka byla pouzita
procedura MEANS. Dale byla data analyzovana pomoci procedury GLM, ktera vyuziva
linearni model s pevnymi efekty hybridni kombinace, pohlavi, partie a vlivu genil rodiny
MYOD. Tabulka 1 uvadi priméry, smérodatné odchylky, minima a maxima. Tabulka 2-12
uvadi vysledky GLM modelu LSMENS + stfedni chyba priméru a prukaznost rozdilu.
Odlisnosti byly pak testovany Tukey testem v hladinach vyznamnosti 0,001, 0,01 a 0,05.

Pro vyhodnoceni vlivu hybridni kombinace, pohlavi, partie a vlivu genit rodiny MYOD byl

pouzit model:

Yijkimno= [ + @i+ bj+ ck+ di+ eijki
Kde:

u — primér populace,

a; — pevny efekt pohlavi (vepfici, prasnicky);
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b; — kiizeni [(CBUxCL)xPN; (CBUxCL)x(PNxBO)];

cx — partie (peceng, kyta),

d, — pevny efekt genotypu genu - MYOG (AA, AB, BB),
-MYODI (AA, AB, BB),
- MYF6 (AA, AB, BB),

ejjia — rezidudlni chyba.
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5 Vysledky

5.1 Soubor zakladnich dat
Tabulka 3 uvadi pramérné hodnoty celého souboru sledovanych hodnot svalovych
vlaken. Tyto hodnoty byly sledovany na histologickém fezu a u tohoto souboru dat neni bran

ohled na polymorfismus vybranych sledovanych gend.

V priméru bylo zjisténo 89,56 ks vlaken na 0,5 mm?, jejichz priméma plocha byla
4733,00 pm? a diametr 74,47 pm. Nejméné vlédken bylo nalezeno u typu ITA a to 3,64 na 0,5
mm’. Tato vldkna mé&la zaroveli v priméru nejmensi naméfenou plochu (2028,00 um?) a
diametr (49,53 um). Naproti tomu nejvice vlaken jsme nalezli u typu IIB jejichz pocet byl v
priméru 77,14 na 0,5 mm”. Nejvétsi naméfena plocha byla u vlaken typu II (4635 um?), ktera

méla zaroven nejveétsi naméteny diametr (73,71 um).
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Tab. 3 - Zékladni charakteristiky svalovych vldken u celého souboru

N Mean Std Dev Minimalni hodnota Maximalni hodnota

Pocet na 0,5mm” plochy 11009 89,56 26,11 43,00 202,00
Primérny obvod v um 8939 272,21 93,83 54,07 990,87
Primérny diametr v um 11009 74,47 21,91 16,16 148,40
Primérna plocha fezu v pm® 11009 4733,00 2683,00 205,11 17297,00
Pocet vldken typu I na O,Smm2 plochy 6707 10,26 5,80 1,00 22,00
Podil vldken typuIv % 6707 11,67 6,13 1,05 26,83
Primérny obvod typu I v um 450 204,36 45,92 68,03 415,57
Primérmy diametr typu I v um 783 62,49 13,64 20,15 115,09
Priimérna plocha fezu typu I v um® 783 3213,00 1345,00 318,80 10403,00
Pocet vlaken typu II na O,Smm2 plochy 6707 77,04 16,91 43,00 135,00
Podil vldken typu I v % 6707 88,33 6,13 73,17 98,95
Primérny diametr typu I v pm 5924 73,71 21,64 16,16 148,40
Priimérna plocha fezu typu IT v pm® 5924 4635,00 2551,00 205,11 17297,00
Pocet vlaken typu IIA na O,Smm2 plochy 4637 3,64 5,71 0,00 24,00
Podil vldken typu IIA v % 4637 3,86 5,45 0,00 16,67
Primérny obvod typu IIA v um 179 172,29 44,12 67,04 351,43
Primérny diametr vldken typu IIA v um 179 49,53 11,38 20,91 76,82
Primérna plocha fezu typu IIA v pm’ 179 2028,00 878,26 343,42 4634,00
Pocet vlaken typu IIB na 0,5mm’ plochy 4637 77,14 16,52 43,00 135,00
Podil vldken typu IIB v % 4637 86,44 8,00 68,75 98,95
Primérny obvod typu IIB v pm 4008 277,59 101,08 54,07 990,87
Primérny diametr vldken typu IIB v pm 4008 73,38 22,19 16,16 148,40
Primérny diametr vlaken typu IIB v um 4008 4616,00 2580,00 205,11 17297,00
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5.2 Vliv vybranych geni na zastoupeni jednotlivych typi svalovych vliken a
jejich histologické charakteristiky

5.2.1 Gen MYOG

Tabulka 4 uvadi jednotlivé primémé hodnoty sledovanych vlastnosti svalovych

vlaken. Tato tabulka nerozliSuje jednotlivé typy vldken a uvadi hodnoty pro kazdy z genotypt
genu MYOG.

Statisticky vyznamné rozdily byly zjistény v poétu svalovych vlaken na 0,5 mm? u

vSech genotypii MYOG genu. Graf 1 tyto rozdily znazorniuje. Nejvétsi pocet vlaken byl
zjistén u genotypu BB, nejmensi pocet byl zjistén u genotypu AA.

Graf' 1 - Polymorfismus genu MYOG a jeho vliv na pocet svalovych vladken

Pocet svalovych vlaken
Pocet vldaken N e . S
108 v* _ e =
106 v/ : .
104 ¥/, : - _
102 " / : : —
100 +— s
. T
BB o Genotyp

Zvitata s genotypem AA tohoto genu, méla statisticky vyznamné nejvétsi svalova
vldkna. Tato velikost je dana plochou fezu a diametrem svalovych vldken a u zvifat s timto

genotypem byly naméfené hodnoty 4173,02 um?® pro plochu fezu a 70,21 pm pro diametr.

Nejmensi svalové vlakna pak méla zvifata s genotypem AB, v priméru 3699 pm? plochu fezu
a 66,98 um diametr.

Tabulka 5 znazoriuje rozdily mezi jednotlivymi genotypy daného genu a zaroven jsou

svalova vlakna rozdélena podle typu I a II. VSechny zjisténé rozdily byly pro nas statisticky

vyznamné a byly stanoveny pro vSechny sledované vlastnosti svalovych vlaken.
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Tab. 4 - Utvafteni svalovych vlaken pod vlivem genu MYOG

Genotyp

AA
AB
BB
Hladina vyznamnosti

0,001
0,01
0,05

Pocet na O,Smm2
104,47 + 0,40
108,14 £ 0,52
110,79 + 1,00

AA/AB; AA/BB
AB/BB

Obvod v pm
257,06 £ 2,06
250,72 + 2,65
250,37 £ 4,69

AA/AB

Tab. 5- Utvareni svalovych vldken I a II typu pod vlivem genu MYOG

Genotyp

AA
AB
BB
Hladina vyznamnosti

0,001
0,01
0,05

Genotyp

AA
AB
BB
Hladina vyznamnosti

0,001
0,01
0,05

Pocet v1. typu I na 0,5mm*
9,81+0,12
7,47+ 0,14
14,02 £ 0,30

AA/AB; AA/BB; AB/BB

| Pocet vl. typu II na 0,5mm’

68,81 + 0,42
74,84 + 0,49
98,53 + 1,05

AA/AB; AA/BB; AB/BB

Podil vl. typu I
11,97 £0,12
8,92+0,15
10,97 £ 0,31

AA/AB; AB/BB
AA/BB

Podil vl. typu I1
88,03 +0,12
91,08 +0,15
89,03 £0,31

AA/AB; AB/BB
AA/BB

Diametr v um

70,21 £ 0,43
66,98 £ 0,56
67,84 £1,07

AA/AB

AA/BB

Diametr typu I v um
61,23 +£1,22
60,45+ 1,51
53,53+ 3,18

AA/BB; AB/BB

Diametr typu II v pm
78,24 + 0,65
75,21 £ 0,77
68,87 + 1,63

AA/AB;AA/BB;AB/BB

Plocha fezu v pm*
4173,02 + 52,59
3699,66 + 68,01
3934,68 + 130,48

AA/AB

Plocha fezu typu I v pm’
3103,46 £ 120,26

2973,15 + 148,83
2358,10 £ 312,77

AA/BB

Plocha fezu typu I v pm’

5119,30 + 77,34
4724,83 + 90,93
4063,91 +£ 192,83

AA/AB; AA/BB; AB/BB
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Statisticky nejvyssi pocet svalovych vlaken I a II typu byl nalezen u genotypu BB, ale
tento genotyp mél zaroven nejmensi plochu fezu a diametr vladken. Oproti tomu zvifata
s genotypem AA meéla nejmensi pocet vladken II typu, ale nejvétsi plochu i diametr u obou
typd vlaken. Genotyp AB m¢él pak nejmensi pocet vldken typu I. Na grafu 2 mizeme vidét

rozdilné plochy fezu u rozdilnych genotypii a typt vldken.

Graf 2 - Polymorfismus genu MYOG a jeho vliv na plochu fezu svalovych vlaken typu I a 11

Plocha fezu u svalovych vldken I a Il typu v pm?

Plocha fezu
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Tab. 6 - Utvareni svalovych vlaken typu I, IIA a IIB pod vlivem genu MYOG

Typ I
Genotyp
AA
AB
BB
Hladina vyznamnosti
0,001
0,01
0,05
Typ ITA
Genotyp

AA
AB
BB
Hladina vyznamnosti
0,001
0,01
0,05
Typ IIB
Genotyp

AA
AB
BB
Hladina vyznamnosti
0,001
0,01
0,05

| Potet vl. typu I na 0,5mm’
9,81 +£0,12
7,47 +0,14
14,02 + 0,30

AA/AB;AA/BB;AB/BB

| Potet vl. typu 1IA na 0,5mm’
1,68 0,18
2,65+0,22
18,47 £ 0,34

AA/AB;AA/BB;AB/BB

| Po&et vl. typu 1IB na 0,5mm’
71,30 + 0,69
72,83 +£ 0,83
83,08 + 1,29

AA/BB;AB/BB
AA/AB

Podil vl. typu I
11,97+ 0,12
8,92 £0,15
10,97+ 0,31

AA/AB;AB/BB
AA/BB

Podil vl. typu ITA
2,20+ 0,20
3,42+0,24
14,69 + 0,37

AA/AB;AA/BB;AB/BB

Podil vl. typu IIB
88,44 £ 0,27
90,07 + 0,32
76,89 £+ 0,50

AA/AB;AA/BB;AB/BB

Obvod typu I v pm Diametr typu I v pm Plocha fFezu typu I v pm’
230,07 £ 6,50 61,23+ 1,22 3103,46 + 120,26
230,77 + 8,07 60,45+ 1,51 2973,15 + 148,83
207,77+ 11,64 53,53 +3,18 2358,10 + 312,77

AA/BB;AB/BB AA/BB;AB/BB AA/BB

Obvod typu ITA v um  Diametr typu IIA v um  Plocha ¥ezu typu IIA v pm’

177,24 + 11,04 51,77+ 2,83 2170,80 +£216,87
160,46 + 13,33 48,40 + 3,42 1863,79 +£261,94
129,96 + 14,00 40,39 + 3,60 1308,19 + 275,07
AA/BB AA/BB AA/BB
AA/AB;AB/BB AB/BB AB/BB

Obvod typu IIB v pm Diametr typu IIBv pm  Plocha fezu typu IIB v pm®

284,91 + 4,49 76,19 £ 0,99 4901,54 £ 114,91
289,48 + 5,39 7591 £ 1,18 4856,52 + 137,80
276,12 + 8,89 71,25+ 1,95 4279,50 £ 227,42
AA/BB
AB/BB AA/BB;AB/BB
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Tabulka 6 popisuje rozdily v jednotlivych genotypech, rozdélime-li vldkna na typy I,
ITA a IIB.

Nejmensi plocha fezu a diametr byl zjistén u jedincii s genotypem BB. Tito jedinci

cwwr

ITA a IIB byl stanoven u jedincii s genotypem AA, kteti méli zaroven nejvétsi plochu fezu a
diametr u vSech typd vldken. Rlzna zastoupeni jednotlivych typa svalovych vlaken u

jednotlivych genotyptli znazornuji grafy 3-5.

Graf 3-5 - Zastoupeni jednotlivych typi svalovych vlaken (LIIA,IIB) u kazdého z genotypi

Genotyp AA
9,81
1,68
ETyp |
ETyp lIA
ETyp lIB
Genotyp AB
7,47 2,65
M Typ |
¥ Typ lIA
H Typ 1IB
Genotyp BB
ETypl
HTyp lIA
@Typ lIB
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5.2.2 Gen MYOD1
Tabulka 7 uvadi jednotlivé primérné hodnoty sledovanych vlastnosti svalovych
vlaken. Tato tabulka nerozliSuje jednotlivé typy vladken a uvadi hodnoty pro kazdy z genotypt

genu MYODI.

Statisticky vysoce vyznamny a zaroveil nejvyssi pocet svalovych vlaken, v priméru
113,43, byl zjistén u zvirat s genotypem BB genu MYODI. U tohoto genotypu byla zaroven
prokazana nejmensi plocha fezu (3702,94 pm?®) a diametr (66,29 pum). Oproti tomu byl u
genotypu AA tohoto genu zjistén v priméru nejmensi pocet svalovych vldken, kterd méla ale

naopak svalové vlakna nejvétsi jak v plose fezu (4531,13 pm?), tak v diametru (73,26 pm).

Tabulka 8 zndzornuje rozdily mezi jednotlivymi genotypy daného genu a zarovei jsou
svalova vlakna rozdélena podle typu I a II. VSechny rozdily byly pro nés statisticky vyznamné

a byly stanoveny pro vSechny sledované vlastnosti svalovych vladken.

Stejn¢ jako u predchozi tabulky, byl i zde po rozdéleni vlaken na 2 typy zjistén
stejn¢ jako v pfedchozi tabulce nejvétsi, a to jak zhlediska plochy fezu, tak diametru.
Nejvyssi pocet svalovych vlaken typu I (9,6), byl stanoven u genotypu AB. Tato vlakna méla
nejmensi plochu fezu i diametr. U Genotypu BB byl zjistén nejvyssi pocet vlaken typu II —

85,22. Vlakna mé¢la vSak nejmensi plochu fezu i diametr.
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Tab. 7 - Utvafreni svalovych vlaken pod vlivem genu MYODI1

Genotyp

AA
AB
BB

Hladina vyznamnosti

0,001
0,01
0,05

Potet na 0,5mm’”
97,29 + 0,47
105,41 +£ 0,39
113,43 £ 0,61

AA/AB; AA/BB; AB/BB

Obvod v pm Diametr v pm
271,05 +2,47 73,26 + 0,51
251,69 + 1,99 69,02 £ 0,43
245,67 + 3,37 66,29 + 0,66

AA/AB; AA/AB AA/AB; AA/BB; AB/BB

Plocha fezu v um2

4531,19+ 62,41
4015,84 + 52,73
3702,94 + 81,05

AA/AB; AA/BB; AB/BB

Tab. 8 - Utvareni svalovych vlaken I a II typu pod vlivem genu MYOD1

Typ 1l
Genotyp
AA
AB
BB
Hladina vyznamnosti
0,001
0,01
0,05
Typ 11
Genotyp

AA
AB
BB
Hladina vyznamnosti
0,001
0,01
0,05

| Potet vl. typu I na 0,5mm’

9,20+0,14
9,60+ 0,13
9,53 +0,19

AA/AB

Poéet vl. typu II na 0,5mm*
67,98 + 0,46

73,47 £ 0,44
85,22 £ 0,63

AA/AB;AA/BB;AB/BB

Podil vl. typu I Diametr typu I v pum
11,52+ 0,14 61,06 +1,31
11,01 £ 0,13 60,24 +1,34
9,60 £ 0,19 60,97 + 1,86

AA/AB;AA/BB;AB/BB

Podil vl. typu II Diametr typu Il v pum
88,48 + 0,14 79,86 + 0,72
88,99 + 0,13 75,59 + 0,67
90,40 + 0,19 70,95 + 0,98

AA/AB;AA/BB;AB/BB  AA/AB;AA/BB;AB/BB

Plocha fezu typu I v pm?
3080,13 = 128,53

2996,35 £ 131,64
3029,16 + 182,83

Plocha fezu typu Il v
pm’
5299,65 + 85,00
4801,57 + 79,87
425325 + 116,24

AA/AB;AA/BB;AB/BB

47




Posledni tykajici se sledovaného genu, tabulka 9, uvadi vliv MYODI1 genu na utvaieni
vlaken typu I, ITA a IIB. Nejvyssi pocet vlaken typu I (9,60) a IIA (3,53) byl zjistén u zvitat
s genotypem AB. U genotypu BB byl pak zjistén nejvyssi pocet vlaken typu IIB (93,52).
Nejnizsi pocCet vSech tii typ byl stanoven u jedinci s genotypem AA, u kterych byla ale
zaroven zjiSténa nejvetsi plocha fezu 1 diametr. Tyto dvé hodnoty byly pak nejvyssi u vldken

typu IIB. Graf 6 znazoriiuje rozdilné plochy fezu u jednotlivych genotypii a typl svalovych
vlaken.

Graf 6 — Polymorfismus genu MYODI1 a jeho vliv na velikost plochy jednotlivych typi

svalovych vldken
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Tab. 9 - Utvéteni svalovych vldken typu I, IIA a IIB pod vlivem genu MYOD1

Typl
Genotyp
AA
AB
BB
Hladina vyznamnosti
0,001
0,01
0,05
Typ ITA
Genotyp

AA
AB
BB
Hladina vyznamnosti
0,001
0,01
0,05
Typ IIB
Genotyp

AA
AB
BB
Hladina vyznamnosti
0,001
0,01
0,05

| Poket vl. typu I na 0,5mm’
9,20+ 0,14
9,60 + 0,13
9,53 +£0,19

AA/AB

| Poéet vl. typu ITA na 0,5mm’

0,85+ 0,28
3,53+0,24
3,01 £0,39

AA/AB; AA/BB

| Poéet vl. typu IIB na 0,5mm’

69,23 £ 0,74
73,28 £ 0,64
93,52 £ 1,06

AA/AB; AA/BB; AB/BB

Podil vl. typu I
11,52+ 0,14
11,01 £0,13
9,60 + 0,19

AA/AB;AA/BB;AB/BB

Podil vl. typu ITA

1,57+ 0,27
3,67+0,23
3,56 £0,38

AA/AB; AA/BB

Podil vl. typu IIB

89,96 + 0,34
87,30+ 0,29
93,52 £ 1,06

AA/AB; AB/BB

Obvod typu I vpm  Diametr typu I v pm Plocha fezu typu I v pm’

245,34 £ 7,32
224,22 + 6,44
258,48 + 10,86

AA/AB;AB/BB

Obvod typu IIA v pm Diametr typu IIA v pum Plocha fezu typu IIA v pm

207,83 +£12,70
163,31 + 10,51
177,84 + 15,06

AA/AB
AA/BB

Obvod typu IIB v um  Diametr typu IIB v um Plocha fezu typu IIB v pum

297,39 £ 5,27
281,07 £ 4,51
274,12+ 7,51

AA/AB; AB/BB

61,06 1,31 3080,13 £ 128,53
60,24 + 1,34 2996,35 + 131,64
60,97 + 1,86 3029,16 + 182,83

2

59,90 + 3,21 2798,37 £245,71

48,42 + 2,66 1910,32 +£203,37

51,52 + 3,81 2173,44 £ 291,33
AA/AB AA/AB
AA/BB AA/BB

2

79,66 + 1,15 531321 = 134,17
74,63 + 0,99 4711,60 + 114,92
71,76 + 1,64 4419.35 = 191,35

AA/AB; AB/BB AA/AB; AB/BB

AB/BB
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5.2.3 Gen MYF6

Tabulka 10 uvadi jednotlivé primérné hodnoty sledovanych vlastnosti svalovych
vlaken. Tato tabulka nerozliSuje jednotlivé typy vladken a uvadi hodnoty pro kazdy z genotypt
genu MYF6. U zvifat s genotypem BB genu MYF6 byl zjistén nejvyssi pocet svalovych
vladken (104,20) a zaroven také nejmensi svalova vldkna. Tato vlakna méla nejmensi plochu
fezu, ktera byla v priméru 3560,20 pm?” a také nejmensi diametr, ktery v praméru dosahoval
hodnot 66,11 pm. Oproti tomu nejniz$i poc€et svalovych vldken byl prokdzan u zvifat
s genotypem AA (95,28), avSak tato vldkna méla naproti tomu nejvétsi diametr, v priméru

70,88 um?’. Nejvétsi pramérnou plochu fezu jsme stanovili u genotypu AB a to 4149,04 pm?.

Tabulka 11 znadzorfiuje rozdily mezi jednotlivymi genotypy daného genu a zaroven
jsou svalova vldkna rozdélena podle typu I a II. VSechny rozdily byly zjistény statisticky
vyznamné a byly stanoveny pro vSechny sledované vlastnosti svalovych vldken. Zde byl u
jedinct s genotypem AA zjiStén nejnizsi pocet vlaken typu II (11,9), ale oproti tomu nejvyssi
pocet vlaken typu I (71,03). Tato vlakna maji v genotypu AA nejmensi plochu fezu (2766,08
a nejvyssi pocet vlaken II typu (72,37). Tato vldkna méla zaroven nejvetsi prumérnou plochu
fezu (4955,93 pm®) a diametr (76,92 um). Nejvétsi plocha fezu (3321,54 pm?) a diametr
(62,92 um) u vlaken typu I byl zjistén pro genotyp BB a v tomto genotypu byla zaroven

zjisténa nejmensi plocha fezu a diametr (4472,22 pm?; 73,15 pm?) pro svalové vlékna II typu.

Posledni tabulka k tomuto genu, tabulka 12 uvadi vliv MYF6 genu na utvaieni vlaken
typu I, ITA a IIB. Genotyp BB genu MYF6 nebyl v souboru zvitat zjistén zadny. U zvitat
s genotypem AA nebyla nalezena Zadna vlédkna typu IIA a zvifata s genotypem BB méla
pouze vlakna typu 1. Vldkna typu IIA byla tedy nalezena pouze u jedinct s genotypem AB.
Nejvyssi pocet vlaken typu I (11,09) méli jedinci s genotypem AA, ktefi méli zaroven
nejmensi plochu fezu (2766,08 um?) a diametr (58,56 pum). Nejnizsi pocet vlaken typu I
(9,34) méli jedinci s genotypem AB. Nejvétsi plochu fezu (3321,54 pm?) a diametr (62,92
um) u vlaken I typu jsme zjistili u jedincti s genotypem BB. Vldken typu IIB bylo zjisténo
v pruméru vice (72,51) u genotypu AB nez u genotypu AA (67,01). Oproti tomu byla u
genotypu AA zjisténa vétsi plocha fezu (5333,04 um?) a diametr (79,83 pm).

Pocet jednotlivych typa svalovych vldken u jednotlivych genotypt pak znazornuje

graf 7.
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Tab. 10 - Utvaieni svalovych vldken pod vlivem genu MYF6

Genotyp

AA
AB
BB
Hladina vyznamnosti

0,001
0,01
0,05

Pocet na (),Smm2
95,25 +£1,01
103,60 + 0,36
104,20 + 1,38

AA/AB; AA/BB

Obvod v um
266,21 + 5,25
256,66 + 1,81
241,45+ 10,78

AA/BB

Diametr v um
70,88 + 1,08
70,09 + 0,39
66,11 £ 1,47

AA/BB; AB/BB

Plocha fezu v pm’

4129,43 + 131,98
4149,04 + 47,45
3560,20 + 179,76

AB/BB
AA/BB

Tab. 11 - Utvateni svalovych vlaken I a II typu pod vlivem genu MYF6

Typ I
Genotyp
AA
AB
BB
Hladina vyznamnosti
0,001
0,01
0,05
Typ 11
Genotyp
AA
AB
BB
Hladina vyznamnosti
0,001
0,01
0,05

| Pocet vl. typu I na 0,5mm’

11,09 £ 0,29
9,34 +0,12
9,84 +£0,37

AA/AB

AA/BB

Pocet vl. typu II na 0,5mm’

71,03 £1,03
72,37 £0,42
71,78 £1,32

AA/AB

Podil vl. typu I

12,29 £ 0,30
11,01 £0,12
11,40 £ 0,38

AA/AB

Podil vl. typu 11
87,71 £ 0,30
88,99 £0,12
88,60 + 0,38

Diametr typu I v um
58,56 + 2,65
60,78 + 1,20
62,92 + 3,05

Diametr typu Il v pum

75,58 £ 1,52
76,92 + 0,62
73,15+ 1,97

AB/BB

Plocha Fezu typu I v pm?
2766,08 + 260,54
3053,44 +£ 118,49
3321,54 +£299,93

Plocha ¥ezu typu II v pm®

479771 + 179,45
4955,93 + 73,82
447422 + 233,19

AB/BB
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Tab. 12 - Utvareni svalovych vlaken typu I, IIA a IIB pod vlivem genu MYF6

Typ I
Genotyp
AA
AB
BB

| Pocet vl. typu I na 0,5mm>
11,09 + 0,29
9,34+0,12
9,84+ 0,37

Podil vl. typu I
12,29 + 0,30
11,01 £0,12
11,40 + 0,38

Obvod typu I v pm

243,02 + 13,61
228,18 £ 6,50

Diametr typu I v um
58,56 + 2,65
60,78 = 1,20
62,92 + 3,05

Plocha fezu typu I v pm?

2766,08 + 260,54
3053,44 £ 118,49
3321,54 £299,93

Hladina vyznamnosti

0,001
0,01
0,05

Typ ITA
Genotyp

AA
AB
BB

AA/AB

AA/BB

| Poéet vl. typu ITA na 0,5mm’

3,08 +0,24

AA/AB AA/AB

Podil vl. typu IIA  Obvod typu IIA v pm

3,35+0,23 167,61 + 11,49

Diametr typu IIA v um

49,50 +£2,92

Plocha fezu typu ITIA v pm’

1995,03 +£223,78

Hladina vyznamnosti

0,001
0,01
0,05

Typ 1IB
Genotyp

AA
AB
BB

| Poéet vl. typu IIB na 0,5mm’

67,01 £1,47
72,51 £ 0,69

Podil vl. typu IIB  Obvod typu IIB v pm

92,20+ 0,61 278,69 + 9,37
87,73 £ 0,29 285,43 £ 4,45

Diametr typu IIB v pm

79,83 £2,06
75,67 £0,98

Plocha fezu typu IIB v pm’

5333,04 £239,55
4835,96 = 113,81

Hladina vyznamnosti

0,001
0,01
0,05

AA/AB

AA/AB

AA/AB

AA/AB
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6 Diskuse

U genu MYOG se v nasi studii ukazal byt primérné nejvyssi pocet svalovych vldken u
jedincti s genotypem BB (110,79) a nejnizsi pocet méli jedinci s genotypem AA (104.47). V
rozporu s nasim vysledkem Jiusheng et al. (2009) uvadi nejvyssi pocet svalovych vlaken u
jedinct s genotypem AA, nejnizsi pak u jedinct s genotypem BB genu MYOG. Klosowska et
al. (2004) pak viibec neuvadi jedince s genotypem AB, a rozdil v poctu svalovych vldken u
jedincti s genotypem AA a BB je velmi maly. Urbanski et al. (2007) uvadi stejné jako
Klosowska et al. (2004) pouze dva genotypy, ovSem rozdilng, a to genotyp AA a AB genu
MYOG. Uvadi pak, Ze vyssi pocet svalovych vldken byl nalezen u genotypu AA oproti
genotypu AB.

Velikost svalovych vldken jsme zjistili nejvétsi u jedincl s genotypem AA a to jak na
ploge fezu (4173,02 pm?) tak v diametru (70,21 pm). Jedinci s genotypem AB v genu MYOG
pak méli svalova vlakna nejmensi v obou hodnotach (3699,66 um?; 66,98 um). Jiusheg et al.
(2009) uvadi shodné¢ s nasimi vysledky nejmensi plochu fezu i diametr svalovych vldken u
zvitat s genotypem AB, avSak rozchézi se ve vysledcich tykajicich se nejvétsi plochy fezu a
diametru, kde na rozdil od nasich vysledka dosel k zavéru, ze nejvétsi svalova vlakna v obou

hodnotach maji jedinci s genotypem BB genu MYOG.

Poté co jsme svalova vlakna rozd¢lili na typy I, IIA a IIB, nam vysel jejich nejvyssi

pocet opét u jedincl s genotypem BB. Stejné jako v predchozim, byla vlakna tohoto genotypu

cwwvr

cvwr

zjisténi, Klosowska et al. (2004) nezjistila zadné statisticky vyznamné rozdily v poctu

svalovych vldken mezi genotypy AA a BB.

V nasi praci byl zjistén nejvyssi pocet svalovych vldken typu IIB u vSech genotypt.
Shodn¢ s nasim zjisténim uvadi také Klosowska et al. (2004) nejvyssi pocet vlaken tohoto

typu u obou genotypi.

U jedincii s genotypem BB genu MYOD byl nalezen statisticky vysoce vyznamné

[RA4

genotypem AA (97,29). V rozporu s nasim zjisténim uvadi Klosowska et al. (2004) nejnizsi
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pocet svalovych vldken u jedinct s genotypem BB genu MYODI a nejvyssi pocet vldken u

genotypu AB.

Genotyp BB genu MYODI mél nejvice svalovych vlaken, ovSem tato vlakna byla
nejmensi jak v plose fezu (3702,94 pm?) tak v diametru (66,29 pm). Nejvyssich hodnot
doséhla zvitata s genotypem AA. Jejich plocha fezu byla v praiméru (4531,33 um?) a diametr
v pruméru (73,26 um). Urbanski et al. (2007) zjistil v rozporu s nasimi vysledky statisticky
vyznamny rozdil a nejvétsi svalova vldkna u genotypu BB. Tento vysledek pak zjistil u

vldken typu IIA. Nejmensi svalova vlakna pak uvadiu genotypu AB.

Statisticky nejvyssi pocet svalovych vldken typu I (9,60) a IIA (3,53) byl zjistén u
genotypu AB. Tento genotyp u téchto typti vldken s sebou zaroveil nesl i nejmensi plochu
fezu a diametr. Klosowska et al. (2004) zjistili nejvyssi podil svalovych vladken typu IIB u
genotypu AB genu MYODI1 a jeho vyznamny vliv na podil téchto vldken ve svalu. Shodné s
nasimi vysledky uvadi nejvyssi pocet svalovych vlaken typu I u genotypu AA. V rozporu s

nasim zjiSténim pak uvadi nejvyssi podil vldken typu IIA u genotypu BB.

U genu MYF6 byl zjistén nejvetsi pocet vSech typh svalovych vldken pro genotyp BB
(104,20) a nejmensi pocet pro genotyp AA (95,28). Genotyp BB mél zaroven s nejvysSim

poétem, nejmensi vldkna jak v plose fezu (3560,20 pm?), tak v diametru (66,11 pm).

Vlakna typu ITA byla zjisténa pouze u genotypu AB. Genotyp BB byl pak zjistén
pouze u vlaken typu I. Vlakna typu IIB pak méli pouze jedinci s genotypem AA a AB.

U tohoto genu zadny autor nezminuje vyznamnou genetickou variabilitu, ani se jim
blize ve své praci nezabyva. Te Pas et al. (1999) uvadi, Ze tento gen nevysvétluje genetickou

variabilitu mezi znaky masné uzitkovosti prasat.
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7 Zavér

Statisticky vyznamny vliv genu MYOG byl stanoven u poctu svalovych vlaken,
plochy fezu a diametru. Nejnizsi pocet svalovych vlaken, ale zaroven nejvétsi plochu fezu a
diametr jsme zjistili u jedinci s genotypem AA. Nejvyssi pocet svalovych vlaken byl pak

prokéazan u zvitat s genotypem BB.

U jednotlivych typt svalovych vlaken byl zjistén statisticky vyznamny vliv genu
MYOG na pocet jednotlivych typt, jejich podil a velikost. Nejvice svalovych vlaken I typu,
ktera byla také nejmensi, jsme stanovili u jedinct s genotypem BB. Nejvétsi pocet svalovych
vldken typu IIA, jsme nalezli rovnéz u genotypu BB, i tato vldkna byla v porovnani s
ostatnimi genotypy nejmensi. U stejného genotypu byl zjistén nejvyssi pocet i pro vldkna typu
IIB. Genotyp BB genu MYOG s sebou tedy u zvifat nesl nejvétsi pocet svalovych vlaken

vSech tii typt, ale také nejmensi svalova vldkna v porovnani s ostatnimi genotypy.

Statisticky vyznamny rozdil vlivu genotypti genu MYODI1 byl stanoven u poctu
nejveétsi plochu fezu a diametr jsme zjistili u jedinci s genotypem AA. Nejvyssi pocet
svalovych vléken byl pak prokdzan u zvifat s genotypem BB a tato zvifata méla také nejmensi

svalova vlakna.

U svalovych vlaken typu I byly u genu MYODI1 zjistény statistické rozdily v poctu a
podilu, u vlaken typu ITA a IIB pak i ve velikosti. Nejvyssi pocet a podil a nejmensi velikost
svalovych vldken typu IIA byl zjistén u genotypu AB, nejmensi pocet, podil a nejvétsi
velikost téchto vladken byla stanovena u genotypu AA. Nejvyssi pocet a podil a nejmensi
velikost svalovych vladken typu IIB byl zjistén u genotypu BB, nejmensi pocet a nejveétsi

velikost téchto vlaken byla stanovena u genotypu AA.

Statisticky vyznamny rozdil genotypti genu MYF6 byl stanoven u primérného poctu
svalovych vldken, primérné plochy fezu a primérné¢ho diametru. Nejvyssi pocet vldken a

zaroven nejmensi plochu fezu a diametr jsme stanovili u jedinct s genotypem BB.

Statisticky vyznamny rozdil u genotypt genu MYF6 byl také zjistén pro pocet a podil
svalovych vlaken typu I a IIB. U obou typi vladken byl zjistén vyssi pocet 1 podil u genotypu
AA, oproti genotypu AB.
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Mizeme tedy potvrdit nasi hypotézu, ze existuji védecky vyznamné asociace mezi
genotypy vybranych kandidatnich genli, tedy genl rodiny MyoD, u ukazateli

charakterizujicich zastoupeni jednotlivych typt svalovych vldken a jejich charakteristik.
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