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ABSTRACT

This study was concerned with the evaluation of diverzity between breeds of pig in Czech
Republic according to microsatellites (MS) used in parentage panel. The panel contains these
microsatellites: S0068, S0107, SW24, SW353, SW936, S0070, SW72, TNFB, S0355 and
S0386. Animals of Czech Large White (CBU; n = 202), Czech Landrace (CLA; n = 81) and
Prestice Black-Pied breeds (PC; n = 142) were studied. Measure of diversity like
heterozygosity, polymorphism information content (PIC) and Nei’s genetic distance were
determined. CLA breed had the lowest values of heterozygosity and PIC. On the other hand,
the PC breed had this parameter the highest. Between CBU a CLA breeds higher value of
Nei's genetic distance was discovered, than between both white breeds and the genetics
source PC. On the base of dendrogram, the gene resource PC had the highest phylogenetic
distance from both improved white breeds.
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ABSTRAKT

Pfedmétem této studie bylo zhodnoceni diverzity mezi plemeny prasat v CR podle
mikrosateliti (MS) pouzivanych v panelu pro ur€ovani rodi¢ovstvi a ptivodu. V panelu byly
pouzity tyto mikrosatelity: S0068, S0107, SW24, SW353, SW936, S0070, SW72, TNFB,
S0355 a S0386. Byly sledovani jedinci plemen ¢eské bilé uslechtilé (CBU; n = 202), deska
landrase (CLA; n = 81) a piestické Cernostrakaté (PC; n = 142). Byly stanoveny miry
diverzity: heterozygotnost, polymorfni informacni obsah (PIC) a Neiova geneticka distance.
Plemeno CLA méla nejniz$i hodnoty heterozygotnosti a PIC. Na rozdil od plemene PC, které
mélo tyto ukazatele nejvyssdi. Mezi plemeny CBU a CLA byla zjiiténa vétsi geneticka
distance nez mezi témito plemeny a genovym zdrojem PC. Genovy zdroj PC byl vsak
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V CR se u prasat provadi identifikace jedincti a ovéfovani piivodu (parentity) pomoci
DNA mikrosateliti (MS). V roce 2002 byl zkonstruovan novy panel MS, ktery je od roku
2003 vyuzivan pro plemennou knihu SCHPCM. Panel obsahuje tyto mikrosatelity: S0068,
S0107, SW24, SW353, SW936, S0070, SW72, TNFB, S0355 a S0386. Cilem bylo zhodnotit
genetickou diverzitu mezi plemeny ceské bilé uSlechtilé, Ceskd landrase a prestické
cernostrakaté pomoci mikrosatelith pouzivanych v testech parentity.

MATERIAL A METODIKA
Pro analyzy jsme vyuzily jedince plemen &eské bilé uslechtilé (CBU) v podtu 202,
Ceska landrase (CLA) v poétu 81 jedincii a prestické Gernostrakaté (PC) v poétu 142 jedincil.

Biologické vzorky

Material byl ziskan z krve, spermatu, vrubu z ucha a chlupové cibulky zvitrat. Z krve
byla genomova DNA izolovana pomoci kitu JETQUICK® Blood&Cell culture DNA Spin
Kit.. Pfi izolaci ze spermatu piedchédzela suspendace s PBS pufrem a B-mercaptoethanolem.
Izolace DNA ztkané a z chlupovych cibulek byla provadéna pomoci kitu Invisorb®Spin
Tissue Mini a kitu JETQUICK®Tissue DNA Spin Kit.

Multiplex PCR

Multiplexova PCR pomoci, které byla uskute¢néna amplifikaci vS§ech MS sekvenci
najednou, probihala za pouziti termélniho cykléru GeneAmp™ PCR.. Reakéni mix o
celkovém objemu 12,5 ul obsahoval. 1,2 x PCR pufr (15 mM MgCl,; 100 mM Tris-HCI, pH
8,3; 500 mM KCI; 0,01% Zzelatina), 336 uM kazdy DTP, 100-600 nM kazdého primeru, 1,8 U
Tagq polymerazy a 10-100 ng templatové DNA.

.....

Podminky cyklovani: iniciani denaturace 95°C/10min; 30 cyklld (denaturace
95°C/30s, hybridizace 54°C/30s, elongace 72°C/60s); zéavérecnd elongace 72°C/60min.
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Podrobnéjsi informace uvadi Putnova et a/.(2003) a Nechtelberger et al.(2001).
Fragmentacni analyza

Testovani polymorfismu bylo provadéno prostfednictvim fragmentarni analyzy DNA
v automatickém sekvenatoru ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer. 1 pl PCR produktu, 0,5 pl
velikostniho standardu bylo smichéno s 11,5 pl formamidu. Vzorky byly denaturovény pfi
95°C po dobu 5 min.a vlozeny na led. Postupné dochazelo k separaci PCR fragmentt
kapilarni elektroforézou v polyakrylamidovém gelu a laserovému skenovéni fluorescencéné
znacenych DNA fragment. Urceni genotypt v konkrétnich MS probéhlo vyhodnocenim
velikosti DNA fragmentl softwarovymi programy GeneScan® 3.7 NT a Genotyper® 3.7 NT.
Mikrosatelity byly stanoveny pracovistém Laboratot aplikované molekularni genetiky.

Metody a software

Z databaze byly vypocitany nasledujici parametry diverzity: pozorovana
homozygotnost (P_Hom); pozorovana heterozygotnost (P_Het); ofekavana homozygotnost



(O_Hom) a océekavana heterozygotnost (O Het) podle Levene (1949); a ocekavana
heterozygotnost (Nei) podle Nei (1973).

Pro vypocet polymorfniho informacniho obsahu (PIC) jsme vyuzili vzorec podle

K k 2k
(Botstein et al. 1980): PICzl—fo—(foj +2xf. Hodnota PIC je definovana jako

i=1 i=1 i=1
pravdépodobnost, Ze genotyp markeru dané¢ho potomka umozni vyvodit, kterou ze dvou alel
markeru ziskal od konkrétniho heterozygotniho rodice (pfi neptitomnosti crossing-overu). Pro
vypoget genetickych distanci a dendrogramu byl pouzit software POPGENE® verze 1.3.

VYSLEDKY A DISKUZE

Hodnoty heterozygotnosti a homozygotnosti byly spocitany pro vSechny MS pouzivané
v panelu na ur¢ovani rodi¢ovstvi u jednotlivych plemen prasat. V tabulce ¢. 1 jsou popsany
hodnoty ukazateli diverzity u plemene CBU. V ukazateli P_Hom byly v rozmezi od 0,1584
do 0,4851. Nejnizsi hodnoty pozorované homozygotnosti a zaroven nejvyssi heterozygotnosti
se vyskytovaly v lokusu S0107 a S0070 (0,1584 resp. 0,1931). Primérna homozygotnost a
heterozygotnost za vsechny MS u CBU byla 03173 a 0,6827. O&ekavané hodnoty
sledovanych ukazatelli diverzity mély obdobnou vysi. Pouze lokusy S0355 a S0386
vykazovaly v oCekavanych parametrech heterozygotnosti hodnoty vyssi (O Het S0355 =
0,7303; O_Het S0386 = 0,6677).

Tab. 1. Miry genetické diverzity u plemene ¢eské bilé uslechtilé

Lokus n P_Hom P_Het O_Hom* O_Het* Nei**
S0068 404 0,4851 10,5149 10,4878 0,5122 10,5109
S0107 404 0,1584 10,8416 10,1636 0,8364 0,8344
SW24 404 0,3069 0,6931 0,3100 0,6900 0,6883
S0355 404 0,3366 0,6634 0,2697 0,7303 0,7285
S0386 404 0,4010 0,5990 0,3323 0,6677 0,6661
SW353 404 0,4653 10,5347 0,4656 0,5344 0,5330
SW936 404 0,3168 10,6832 0,3160 0,6840 0,6823
S0070 404 0,1931 10,8069 0,1796 0,8204 10,8184
SW72 404 0,2921 10,7079 0,2656 0,7344 0,7325
TNFB 404 0,2178 0,7822 0,1761 0,8239 0,8219
Primér 404 0,3173 10,6827 0,2966 0,7034 0,7016
Smér. odch. 0,1099 0,1099 0,1128 0,1128 0,1125

Pozn.: n: pocCet alel; P_Hom: Pozorovana homozygotnost; P_Het: Pozorovana heterozygotnost; O_Hom:
Ocekavana homozygotnost; O_Het: O¢ekavana heterozygotnost; * Oc&ekavana homozygotnost a
heterozygotnost byla vypoétena pomoci Levene(1949); ** Neiova (1973) oCekavana heterozygotnost

U plemene CLA (viz Tab. 2) byly hodnoty pozorované homozygotnosti nejnizsi u MS
TNFB (0,1975) a nejvyssi u S0355 (0,7901) a S0386 (0,6173). V ostatnich MS byly hodnoty
obou ukazateli obdobné a pohybovaly se u P Hom od 0,2469 do 0,4938. Primérné hodnoty



pozorované homozygotnosti a heterozygotnosti ve viech lokusech byly u CLA 0,3938 resp.
0,6062. Oc¢ekavané hodnoty sledovanych ukazatelii diverzity mély obdobnou vysi, kromé MS
SW353. V ném se vySe ocekdvané homozygotnosti i heterozygotnosti vyznamné¢ lisily od
pozorovanych hodnot (O Hom = 0,2121; O_Het =0,7879) a to v obou ptipadech o0 0,1212.

Tab. 2. Miry genetické diverzity u plemene Ceska landrase

Lokus n P_Hom P_Het O_Hom* O_Het* Nei**
S0068 162 0,3580 0,6420 0,3599 0,6401 0,6362
S0107 162 0,2716 0,7284 0,2744 10,7256 0,7211
SW24 162 0,2469 0,7531 10,2724 10,7276 0,7231
S0355 162 0,7901 0,2099 0,7328 0,2672 0,2656
S0386 162 0,6173 0,3827 0,6003 0,3997 0,3973
SW353 162 0,3333 0,6667 0,2121 10,7879 0,7830
SW936 162 0,4938 0,5062 0,4865 0,5135 0,5104
S0070 162 0,3457 0,6543 0,3903 0,6097 0,6059
SW72 162 0,2840 0,7160 0,3270 0,6730 0,6688
TNFB 162 0,1975 0,8025 0,1754 10,8246 0,8195
Prameér 162 0,3938 0,6062 0,3831 0,6169 0,6131
Smér. odch. 0,1860 10,1860 0,1765 0,1765 0,1754

Pozn.: n: pocet alel; P_Hom: Pozorovana homozygotnost; P_Het: Pozorovana heterozygotnost; O_Hom:
Ocekavana homozygotnost; O_Het: O¢ekavana heterozygotnost; * O&ekavana homozygotnost a
heterozygotnost byla vypoc¢tena pomoci Levene(1949); ** Neiova (1973) oCekavana heterozygotnost
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S0355 bylo procento homozygotii nad padesat procent a to P Hom = 0,5563. V ostatnich
lokusech se mira homozygotnosti pohybovala v rozmezi 0,1127 az 0,3803. Primérné hodnoty
celého panelu MS v pozorované homozygotnosti byly u PC 0,2486 a heterozygotnosti
0,7514.

Tab. 3. Miry genetické diverzity u plemene prestické cernostrakaté

Lokus n P_Hom P_Het O _Hom* O_Het* Nei**
S0068 284 0,2746 0,7254 0,2589 0,7411 10,7384
S0107 284 0,1268 0,8732 0,1656 0,8344 10,8315
SW24 284 0,2254 10,7746 0,2040 0,7960 0,7932
S0355 284 0,5563 0,4437 0,4484 0,5516 0,5497
S0386 284 0,2465 0,7535 0,3146 10,6854 0,6829
SW353 284 0,3803 0,6197 0,3485 0,6515 0,6493
SW936 284 0,2254 0,7746 0,2244 0,7756 0,7728
S0070 284 0,1127 10,8873 0,1364 10,8636 0,8606
SW72 284 0,2113 10,7887 10,2379 0,7621 0,7594
TNFB 284 0,1268 0,8732 0,2046 0,7954 10,7926

Primér 284 0,2486 10,7514 10,2543 0,7457 0,7430

Smér. odch. 0,1347 0,1347 10,0932 0,0932 0,0928



Pozn.: n: pocCet alel; P_Hom: Pozorovanad homozygotnost; P_Het: Pozorovana heterozygotnost; O_Hom:
Ocekavana homozygotnost; O_Het: Ofekavana heterozygotnost; * O&ekavana homozygotnost a
heterozygotnost byla vypoctena pomoci Levene(1949); ** Neiova (1973) ofekavana heterozygotnost

V tabulce €. 4 je zobrazena primérna heterozygotnost vSech plemen pro jednotlivé
mikrosatelity. Nejvyssi hodnoty vykazoval MS TNFB (0,8113) a nejnizs$i S0355 (0,5146),
pricemz celkové primérna hodnota heterozygotnosti sledovanych mikrosatelitii byla 0,6859.

Tab. 4. Pruimérna heterozygotnost jednotlivych MS u vSech plemen prasat

Lokus n Pram_Het
S0068 850 0,6285
S0107 850 0,7956
SW24 850 0,7348
S0355 850 0,5146
S0386 850 0,5821
SW353 850 0,6551
SW936 850 0,6552
S0070 850 0,7616
SW72 850 0,7202
TNFB 0,8113
Pramér 850 0,6859
Smér. odch. 0,0957

Pozn.: n: pocet alel; Pram_Het: Primérna heterozygotnost;

Dilezitym parametrem pro zhodnoceni genetické diverzity mezi plemeny je také
polymorfni informacni obsah (PIC). Jeho hodnoty jsou zobrazeny v grafu ¢. 1. Je zde patrno,
7e hodnoty PIC jsou nejnizsi v MS S0355. U plemene CLA dosahuje pouze 25,28%. Ze
sledovanych plemen mélo nejvyssi hodnoty PIC plemeno PC a to v Sesti MS lokusech

z deseti.



Graf 1. Hodnoty PIC pro jednotliva plemena
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V tabulce €. 5. je popsana Neiova nevychylena mira genetické identity a distance [Nei
(1978) Genetics 89:583-590] mezi populacemi. Mezi plemeny ceské bilé uSlechtilé a
uslechtilé a ceska landrase nejvyssi. PfiCemz z dendrogramu z obrazku €. 1 vyplyva, ze
fylogeneticky se bila plemena oddélila od Eernostrakatého dfive, nez se plemena CBU a CLA

oddélila od sebe.

Tab. 5. Geneticka distance mezi plemeny

Ms

06789 9eneticka distance (pod diagonalou).

Plemeno CBU CLA PC
CBU 0,5925 0,7688
CLA 0,5234

PC 0,2629 0,3873

Neiova (1978) geneticka identita (nad diagonalou) a




Obr.1 Dendrogram plemen prasat v CR
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ZAVER

Bylo zjisténo, Ze nejmensi miru heterozygotnosti, a tim 1 variability, mélo plemeno
Ceska landrase. Toto plemeno meélo také nejmensi hodnoty polymorfniho informaéniho
obsahu a to zejména v MS S0355. MlZe to byt céastecné zkresleno men$im poctem
testovanych zvifat nez u ostatnich studovanych plemen. Naopak plemeno prestické
cernostrakaté ma v Sesti lokusech zdeseti nejvy$si PIC a také nejvétSi primérnou
heterozygotnost.

Plemena PC a CLA méla nejvyssi homozygotnost v mikrosatelitu S0355. Zejména u
plemene PC je procento homozygotli vtomto lokusu vyrazné vyssi. To znamend, Ze se
pravdépodobné v blizkosti tohoto MS lokusu nachézi jiny, vyznamnéjsi lokus, ktery ma vztah
k uzitkové vlastnosti, na ktery je vyvijen silnéjsi selekéni tlak.

Piestické Gernostrakaté prase, jakozto genovy zdroj prasat v CR, fylogeneticky
oddélilo diive od plemen bilych (CLA a CBU). Piesto byla zjiténa vétsi geneticka vzdalenost
mezi bilymi plemeny navzajem neZ mezi nimi a plemenem PC. Vyplyva to pravdépodobné
z pisobeni intenzivnéjSich Slechtitelskych postupit u bilych plemen a extenzivnéjSimu
ptistupu k genové rezerve.
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