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ABSTRACT

Our objective was to analyze polymorphismsHMGCR TCFL, H-FABP and FTO genes and
assess association with meat quality parametegtingetook place on a set of 104 pigs Large
White breed. As the polymorphism detection methwdse used PCR (polymerase chain reaction)
and RFLP (restriction fragment length polymorphisim the test group were calculated the
frequency of genotypes and subsequently was peefbrassociation analysis of commercial
properties. We observed influence of A>G polymosphinHMGCRgene to color (yellowness b).
We proved statistically significant differencesve¢n genotypeBD - dd (P < 0.05) anddd - dd

(P < 0.05) for meat coloryéllowness b Moreover, we found association betwedhMGCR
and L (lightness) (P < 0.05AC genotype was associated with higher lightness vadoempared to
CC and AA genotypes. No association was found betw&€fiL, H-FABPand FTO genes and
intramuscular fat (IMF), ultimate pH, ultimate eiécal conductivity and color.
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uvoD

Stale zvySujici setdaz na kvalitu potravin, nejen ze strany konzuriieklade vysoké naroky na
produkci vepového masa. V chovu prasat jiz tedy nejde jen demlyuzitkovych vlastnosti, ale
o vlastnosti jako jsou barva masa, jeho pH, obsahstmjch kyselin, obsah vody
a intramuskularniho tuku a dalSich vlastnosti. i@ilgéto prace je analyzovat mozné asociace
vybranych gefr s €mito vlastnostmi. Byl vybran soubor jedinplemene bilé uSlechtilé, jez ma
v naSem stétv chovech prasat majoritni zastoupeni. Geny bylyrdny na zakladl védeckych

praci, ve kterych je prévato problematika diskutovana.

GenHMGCR (3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase) je limjicim enzymem pro biosyntézu
cholesterolu. Ovliiiuje tedy vlastnosti souvisejici s obsahemitdte také vlastnosti kvality masa
a produkni vliastnosti prasat. V této praci byla studovanaate c.807A>C v exonu 9fgvzana
z Canovas et al. (2010).

GenTCFL (TCF7L2 transcription factor 7-like 2) byl vybran k tegémi na zakladl asoci&nich
prokazany asociacBCF7L2s vySkou kbetniho tuku, procentem lipicti s barvou masa a dennim
prirastkem (Duet al, 2009; Faret al, 2010).

GenH-FABP (fatty acid binding protein 3) vyznamovliviiuje ukladani intramuskularniho tuku.
U prasete je gehl-FABP lokalizovan na chromozomu 6. Pro tuto praci bybnan polymorfismus
1811G>C lokalizovany v intronu 2. Metodiky PCR-RFla sekvence primerbyly prevzaty
z publikace Pangt al. (2006).

Gen FTO (fat mass and obesity associated) Pro tuto pradi Mybran polymorfismus
FTO.g.276T>G, u Bhoz Fontanesiet al (2010) prokazal vliv alelyT na vysSi UGrouve
intramuskularni tuku a je asociovana i s vySSithetnim tukem u populace italského duroca

a kometnich linii prasat.

MATERIAL A METODIKA

Testovana skupina: Jednalo se o 104 prasnic plemeteské bilé uSlechtilé pochazejicich
z jednoho chovu. &em porazky byla odebrana periferni krev, z nizabyyizolovana DNA
pomoci QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN). Byly vykany vhodné jednonukleotidové
polymorfizmy.

Méieni barvy syrového vépvého masa preéblo s vyuzitim systému CIE L*a*b* pomoci

spektrofotometru Konica Minolta CM-3500d (Konicardlta, Osaka, Japan). pH bylcifano po

24 hodinach post mortem pomoci pH-metru PortaméssIRPh (Knick Elektronische Messgeréte,
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Berlin, Némecko). Pro stanoveni elektrické vodivosti masavwzit konduktometr Fleischtester

LF 191/F (WTW, Germany). Toto bylo provedeno naavsttechnologie potravin.

Vysledky byly zpracovany v programu SAS for Windo@4.4. linearnim modelem s pevnymi
efekty GLM (Tab.1, Tab.2).

Polymorfismus HMGCR: c.807A>C byl testovan metodou PCR-RFLP. Primenya@azena
metodika byly pevzaty z Canovast al (2010).

Primery:

F: 5"-CAAATCCTGTTACTCAGAGAG- 3’
F: 5SCAGGAGCATAGCGTGTTATG- 3°
SloZeni reakni smési:

1x Taq pufr kompletni (Top-Bio, Prague, Czech RepublitP0 pM kazdého nukleotidu
(Fermentas, Vilnius, Lithuania), 0,M kazdého primeru, 0,6 TWaqDNA polymerazy Unis (Top-
Bio, Prague, Czech Republic) a 50 ng genomové DNA.

PCR byla provedena v termélnim cykleru GeneAmp Bg&em 2400 (Applied Biosystems).
Teplotni profil PCR reakce:

Celkovy objem 12 fl.

Pazateini denaturace: 95°C/5min,

35cykli: (95°C/30s, 56°C/30s, 72°C/40s),

Zawretna elongace 72°C/5min.

Ziskany PCR fragment o velikosti 650 bp byl vizealian na 3% agar6zovém gelu pomoci
ethidium bromidu pod UV silem.

PCR fragment byl dale &ten restriknim enzymemHin6l (izoschizomerHhal). Podminky
restrikce byly nasledujici: 1 U resttikiho enzymuHin6l (Fermentas, Vilnius, Lithuaniafip37°C
po dobu 16 hodin fes noc). Dale byla provedena agar6zova elektrafiorégsledné genotypy
byly vizualizovany pomoci ethidium bromidu pod UVésem. Ri piitomnosti alelyA zistava
PCR fragment nefpen (650 bp), je-li itomna alelaC, je PCR produkt 8pen na 2 fragmenty
o velikostech 450bp a 200 bp.

Polymorfismus TCFL: c.646+154A>G byl testovdn metodou PCR-RFLP. Primemnavrzena
metodika byly pevzaty z Fanet al (2010). Oproti fivodni metodice byla upravena teplota
annealingu na 62°C.
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Primery:

F: 5- AGAAAGGAAAGGGTGCAGGT - 3’
F: 5- GCGATAACTTGTCAGCACGA - 3°
SloZeni reakini smési:

1x Taq pufr kompletni (Top-Bio, Prague, Czech Rdipyb200 pM kazdého nukleotidu
(Fermentas, Vilnius, Lithuania), 0@M kazdého primeru, 1,25 U Tag DNA polymerazy Unis
(Top-Bio, Prague, Czech Republic) a 50 ng genoniiVA.

PCR byla provedena v termalnim cykleru GeneAmp FS3Rtem 2400 (Applied Biosystems).
Celkovy objem byl 12 4.

Teplotni profil PCR reakce:

Patateini denaturace: 95°C/5min,
35cykla (95°C/30s, 62°C/40s, 72°C/40s),
Zawretna elongace: 72°C/5min

PCR fragment o velikosti 314 bp byEgen restriknim enzymenBseNI . Podminky restrikce byly
néasledujici: 1 U restriiniho enzymuBseNl (Fermentas, Vilnius, Lithuania)ip65°C po dobu

16 hodin (pes noc). Genotypy byly &ny na 3% agarozovém gelu po elektroforéze pomoci
ethidium bromidu pod UV stlem. Alela A Zistava ne$pena (314 bp), vifpad pritomnosti
alely G je PCR produkt 8pen na 2 fragmenty o velikostech 192 a 122 bp

Polymorfismus FTO:9.276 T>G byl pevzat z Fontanest al (2010)
Primery:

F: 5"- ACAGGCCCTGAAGAGGAAAG- 3’

F: 5- AGTAACCTGGAGTTCCTGTGG 3’

Slozeni reakini smési:

1x LA PCR pufr kompletni (Top-Bio, Prague, Czechp&aglic), 200 uM kazdého nukleotidu
(Fermentas, Vilnius, Lithuania), 0,M kazdého primeru, 2 U LA DNA polymerazy mix (TopeB
Prague, Czech Republic), 3 % DMSO a 50 ng genorDdiA&.

Teplotni profil PCR reakce:

Pasateini denaturace 95°C/2min,

40x (95°C/30s, 64°C/40s, 68°C/50s),

Zawretna elongace 68°C/7min, celkovy objem 12,5

766



MENDELNET 2011

Ziskany PCR fragment o velikosti 397 bp byl vizmalian na 3% agar6zovém gelu pomoci
ethidium bromidu pod UV slem a déle $pen restriknim enzymenirail. Podminky restrikce
byly nasledujici: 1 U restrélniho enzymurail (Fermentas, Vilnius, Lithuania)fip65°C po dobu
16 hodin (pes noc). Genotypy byly determinovany na 3% agarzogelu po elektroforéze
pomoci ethidium bromidu pod UV &em. AlelaT zistava ne&pena (397 bp), vifpact alely

G je PCR produkt 8pen na 2 fragmenty o velikostech 275 a 122 bp.

Polymorfismus H-FABP Y16180g.1811G>C byl fevzat z Pangt al. (2006).

Primery:

F:5-ATT GCT TCG GTG TGT TTG AG- 3’
F:5-TCAGGAATG GGAGTTATT GG - 3
SloZeni reakni smési:

1,1x Taq pufr kompletni (Top-Bio, Prague, Czech Republicy mM Md* (Top-Bio, Prague,
Czech Republic), 21aM kazdého nukleotidu (Fermentas, Vilnius, Lithuanid,2 uM kazdého
primeru, 0,5 UTag DNA polymerazy Unis (Top-Bio, Prague, Czech Remjtd 50 ng genomové
DNA.

PCR byla provedena v termalnim cykleru GeneAmp FEyRtem 2400 (Applied Biosystems).
Celkovy objem byl 12 &.

Teplotni profil PCR reakce:

Pasateini denaturace94°C/3min,

32 cykli (94°C/1min, 62°C/1min, 72°C/2min),

Zawretna elongace: 72°C/10min.

Statisticka analyza:

Vysledky byly zpracovany v programu SAS for Windo@4.4. linedrnim modelem s pevnymi

efekty GLM. Do vypd@tu byla aplikovana Bonferroniho korekce.

VYSLEDKY A DISKUZE
Stanoveni polymorfizmu v getdMGCR ¢.807A>C

PCR produkt (650 bp) t¥b po Stpeni restrikni endonukledzou Hin6l podle genotypu na
fragmenty néasledujicich velikosti:
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Alela A - 650 bp (neobsahujesphé misto pro Hin6l)

Alela C - 450 a 200 bp

Obr. 1, Stanoveni genotyp genu HMGCR, vizualizace na 3% agar6zovém gelu

Stanoveni polymorfizmu v geltCFL: ¢.646+154A>G:

PCR produkt tvli po Stpeni REBseNI podle genotypu fragmenty nasledujicich velikosti
Alela A - 314 bp (neobsahujesphé misto praseNI)

Alela G - 192 a 122 bp

Obr. 2, Stanoveni genotygenu TCFL, vizualizace na 3% agarézovém gelu
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Stanoveni polymorfismu v genu H-FABP g.1811G>C

PCR produkt tvi po Stpeni REHadlll dle genotypi nasledujici fragmenty:
AlelaD - 405, 278, 117 a 16 bp

Alelad - 683, 117 a 16 bp

M100 PCR 25 26 27 28

—

—
e ——
e

dd dd DD DD Dd Dd

Obr.3, Stanoveni genotygenu H-FABP, vizualizace na 2% agarézovém gelu

Stanoveni polymorfismBT0.9.276T>G

PCR produkt tvli po Stpeni RETail dle genotypu nasledujici fragmenty:
AlelaT - 397 bp (neobsahujespné misto)

Alela G - 275 a 122 bp

Obr.4, Stanoveni genotygenu FTO, vizualizace na 3% agar6zovém gelu

Po stanoveni genotygednotlivych genl byly vypasitany frekvence genotypa alel (Tab.3). Pro
genHMGCRDbyl stanoven genotyp u vSech 104 vZgnk genuTCFL to bylo 102 vzort. Rovréz
u genuH-FABP byly frekvence genotypa alel pgitany ze 100 vzork a pro genFTO tvoril
soubor 99 jedin. U genuFTO nebyl nalezen genotyp GG.
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Tab.1 Porovnani genotymenu HMGCR a TCFL metodou nejmené&teiera: (GLM)

Ger Genotyp

HMG Sledovan AA AC CcC
L lightnes: 166,33+] 166,704 153,58+
a rednes 62,932 60,83+ 153,58£
b yellownes 1,5840,¢ 2,130 1,7440,2
PHui. 12,7740 12,424 12,360
EVy4 5,4040,1 5,5840. 5,5240,(
%susin 30,2541 29,24+ 29,8340
tuk \Y 1,4440,2 1,250, 1,3140,€
tuk v % 4,64089 3,680 3,870,z

TCF AA AG GG
L lightnes: 160,53 + 154,41 161,934
a rednes 61,6840 61,52+ 60,6840
b yellownes 1,9240,2 1,7040. 2,0940,:
PHuit- 12,460 12,34+ 12,3240
EVaa 5,5040,: 5,560 5,5840,(
Y%susin' 29,4340 29,764 29,6540
tuk V% 1,2840,( 1,280 1,3040,C
tuk v % 3,7740,2 3,7840. 3,9340,:

* P <0,05 statisticky pikazny rozdil

L lightnes — sétlost masa, a redness —barva masgargené/zelena s@adnice), b yellowness —
barva masa (Zlutd/modré stadnice),pHu , EVzs ( elektricka vodivost) miené 24 hod. post mortem
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Tab.2 Porovnani genotymenu H-FABP a FTO metodou nejmengfiterai (GLM)

H- DD Dd dd
L lightnes: 162,54 + 158,96+, 154,733
a rednes 61,5340 60,9940, 60,81+1,!
b yellownes 1,760, 1,83+0,2: 2,92+0,0,
PHu. 12,43+( 12,38+0,. 12,33+0,!
EVoy 5,510, 5,54+0,0: 5,67+0,0,(
%susin 28,8740 30,02+0,¢ 30,75+0,1
tuk v gramec 1,2¢+0,C 1,29+0,0° 1,68+0,0:
tuk v % 3,69+0,: 3,89+0,2. 3,83+0,4°
FT 1T TG GG
L lightnes: 155,03+ 169,08+5 X
arednes 61,26+0 60,68+1,( X
b yellownes 1,98+0,: 1,81+0,3. X
PHuit. 12,4540 12,2140,. X
EVy4 5,54+0,( 5,56+0,(3 X
Yosusin 29,8140 29,1240, X
tuk v gramec 1,29+0,( 1,25+0,1( X
tuk v % 3,850, 3,67+0,3: X

* P <0,05 statisticky pikazny rozdil

L lightnes — sitlost masa, a redness —barva masar¢ené/zelena sdadnice), b yellowness —
barva masa (Zlutd/modré stadnice),pHu , EVzs ( elektricka vodivost) miené 24 hod. post mortem
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Tab. 3 Frekvence genoiyp alel

Ger absolutni frekvence genotj absolutni frekvence a
HMGC AA AC CC A 50
3 44 5€ C 15€
relativni frekvence genoty relativni frekvence al
AA CA cc a 0,2t
0,C 04 0.t c 0,7¢
TCFL absolutni frekvence genoty absolutni frekvence a
AA AG GG A 111
36 3¢ 27 G 93
relativni frekvence genoty relativni frekvence al
AA AG GG a 0,54
0,3 0,2 0,2 g 0,4¢€
H- absolutni frekvence genoty absolutni frekvence a
DD Dd dd D 13C
41 48 11 d 70
relativni frekvence genoty relativni frekvence al
DD Dd dd D 0,6¢
04 04 0,1 d 0,3t
FTQO absolutni frekvence genoty absolutni frekvence a
1T TG GG T 17z
72 28 0 C 28
relativni frekvence genoty relativni frekvence al
1T CT cC t 0,8¢€
0,7 0,2 0 c 0,14

Canovast al (2010) studovali muta¢diMGCRc.807A>C v exonu 9 a nalezliikaznou asociaci
alely A s vyS8im obsahem intramuskularniho tukwy$$im obsahem olejové kyseliny a naopak
s niz§im obsahem linolové kyseliny v tuku u koénémpopulace prasat plemene duroc. V naSem
studovaném souboru byla nalezena asociace tohttmedismu se sitlosti masgL lightnes)

Byl prokdzam statisticky jpkazny rozdil mezi genotypC a CC (P < 0,05), vySSi hodnotu
vykazoval genotygA\C (Tab.1)

Dale byl nalezen statisticky iazny rozdil pro barvu masa (b yellowness)<(®,05) v genu
H-FABP. Rozdil byl mezi genotypendd, ktery vykazoval nejvy3Si natiené hodnoty oproti
genotymim Dd a DD (Tab.2). Nebyl nalezen zadny vliv polymorfismu 86T na obsah tuku ani

dalSi testované vlastnosti.
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ZAVER

Na zaklad provedenych analyz byla potvrzena asociace gehRBABP sbarvou masa
(b yellowness). Statisticky fikazny rozdil byl mezi genotyp®D add, dale také mezi genotypy
Dd add Pro gerHMGCRbyl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi ggpgtAC a CC, vySSi
hodnoty udaval genotypC. Pang et al.,(2006), Li et.a(2010)popsali asociaci genu pro obsah
intramuskularniho tuku (IMT). Chalupova et al., 12)popsala vliv alehDD na obsah IMT, toto
nebylo na nami testovaném souboru prok&zano.

Chalupova et al., (2011}éz nalezla vliv genotypAC genuHMGCR na vysSi obsah IMT, oproti
alele CC. V naSem studovaném souboru byla nalezena asdwhot polymorfismu se stlosti
masa(L lightnes)

U ostatnich testovanych gea jejich polymorfisni nebyla stanovena zadna asociace s vybranymi
vlastnostmi masné uZzitkovosti. Tato studie je éasti rozsahlejSi prace, jez bude dalema

a publikovana v roce 2012. Soubor fati¢itajici 104 jedind je pro tuto praci dostajici, do
testovani bude zahrnutétsi mnoZzstvi gely u nichz byl jiz v odbornych publikacich prokazdiv

na dané vlastnosti vigvého masa.
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