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ABSTRACT

Meat quality parameters are important part of ppriduction effectiveness. These traits are
influenced by many geneMC4R (Melanocortin 4 receptor) plays role in metaboligggulation,
food intake and obesity.PIN1 (Lipinl) has an influence to adipose tissue dguwalent and lipid
metabolism.SERCA1(Sarcoendoplasmic reticulum Ta&TPase 1) affects i.a. skeletal muscle
relaxation. Our objective was to analyze polymaspis inMC4R LPIN1 andSERCAland assess
association with meat quality parameters (intramlascfat and fatty acids content). In total,
44 Czech Large White pigs were genotyped. Sampére tested for polymorphisms previously
described: G>A polymorphism MC4R (codon 298), C93T (exon 2) kkPIN1 and C66T (exon 8)
in SERCA1MC4R andLPIN1 were genotyped by PCR-RFLPa(). SERCAlwas genotyped by
sequencing. Moreover, two other polymorphismsSIEBERCAlwere found: A56G and C180T
(exon 8). Relative frequency of alleke and C (MC4R LPIN1) was 0.7 and 0.84 respectively.
Relative frequencies @ERCA1allelesG, C andC were following: 0.91; 0.89 and 0.66 (A56G,
C66T and C180T respectively). No association wasdobetween tested polymorphisms and
intramuscular fat content. Non significant diffeces were found iMC4R and fatty acid content
(stearic, oleic and linolic). GenotypET was associated with higher stearic acid contergnwh
compared toaCC (P<0.05). andCT (P< 0.05). Results should be verified in other popate.
Number of samples tested will be extended, reseatinues.
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UvoD

Kvalita masa je limitujicim faktorem pro Gt produktu na trhu.

Lze ji definovat jako satet nutrénich (vyzivna hodnota), senzorickych (barva, ttlauwving,
&avnatost a iehkost), technologickych (vhodnost masa ke zpratiovpodil masa, tuku)
a hygienicko-toxickych vlastnosti (Skodlivé latkgelkovy zdravotni stav a welfare) B®va

et Vaclavkova, 2009). Kvalita masa je owliwana genetickymi faktory i ¥sim prostedim.

Snahou o zvy3eni podilu svaloviny doslo k vyrazné&mikeni podilu tukové tkén k poklesu
obsahu intramuskularniho tuku, ktery podstawvliviiuje pra¥ senzorické vlastnosti masa
(Beckové et Véaclavkova, 2009). Dostateé mnozstvi intramuskularniho tuku je pro zajist
poptavky po produktech z vigyého masa nezbytné. V sasné dob se na tuto vlastnost

ve zvySené ni¢ zangiuji Slechtitelské programy (Schwabal, 2009).

Vlastnosti tuku z hlediska vyzivového i fyzikalnibauje zastoupeni mastnych kyselifiegevSim
pak vzajemny po#r nasycenych (s vy$$imi body tani) a nenasycengchizkymi body tani).
Z hlediska vyzivy je v tuku Zadouci vySSi obsahasyecenych mastnych kyselin (olejova, linolova,

linolenova) (Békovéaet Vaclavkova, 2009).

Gen SERCA1 (sarcoendoplasmic reticulum ¥a\TPase 1) kédujici kanal transportujici °Ga
hraje klgovou roli @i relaxaci kosternich sv@alprostednictvim transportu cytosolického Calo
sarkoplazmatického retikula. V exonu 8 byl naleZNP (C>T), ktery lze detekovat pomoci
ARMS-PCR (amplification refractory mutation systemBERCA1 ma vliv na obsah
intramuskularniho tuku (Chet al, 2010). Nachazi se v oblasti 3p16-17 (Ciobeinal, 2002).

LPIN1 (Lipinl) hraje roli v metabolismu lipid rozvoji tukové tkaa a je asociovan s mnozstvim
intramuskularniho a atrobniho tukwPIN1 je kandidatnim genem lipodystrofie &oveka
(Heet al, 2009).

MC4R (Melanocortin 4 receptor) ovliwje mj. metabolismus, iffem potravy, rychlost tistu
a obezitu (Kimet al, 2000).

Cilem prace je analyzovat polymorfismy v gendt®4R LPIN1 aSERCAIna aktualnim souboru

prasat plemene bilé otcovské a zhodnotit asociakazgateli kvality masa.
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MATERIAL A METODIKA

Bylo analyzovano 44 prasat plemene bilé otcovstiéhgzejicich z jednoho chovu.

DNA byla izolovana z periferni krve pomoci QIAafnpNA Blood Mini Kit (QIAGEN) v souladu
s protokolem vyrobce. 1zolace byla provedena autichkyapomoci pistroje QIAcube (QIAGEN).

MC4R

SloZeni PCR reakni smési

MC4R F:5'- TACCCTGACCATCTTGATTG - 3'.

MCA4R R:5- ATAGCAACAGATGATCTCTTTG - 3° (Kimet al, 2000).

Celkovy objem 12,5 pl

9,4 pul HO, 1,25 ul Tag PCR buffer complete (Top-Bio), 3,230 mM dNTP mixu (Fermentas),
0,25 pl primeru MC4R F (10 pmol/ul), 0,25 pl primeviC4R R (10 pmol/ul), 0,1 pl Tag DNA
polymerazy (5 U/ul) (Top-Bio), 1 pl templatové DNA.

Teplotni profil PCR reakce

PCR reakce byla optimalizovana pro termalni cykBEmeAmp®PCR System 2400 (Applied
Biosystems).

95 °C/2 min

35 x (95 °C/30 s; 58 °C/30 s; 72 °C/30 s)

72 °C/10 min

LPIN1

SloZeni PCR reakni smési

LPIN1 F5- GTTTGTCACCGTGAAGGA - 3’

LPIN1 R 5- AAGCCACAGTAATCAGAACA - 3" (Heet al, 2009).

Celkovy objem 12,5 pl

9,4 ul HO, 1,25 pl Tag PCR buffer complete (Top-Bio), 0,23.0 mM dNTP mixu (Fermentas),
0,25 pl primeru LPIN1 F (10 pmol/ul), 0,25 pl primeLPIN1 R (10 pmol/ul), 0,1 ul Tag DNA
polymerazy (5 U/ul) (Top-Bio), 1 pl templatové DNA.

Teplotni profil PCR reakce

PCR reakce byla optimalizovana pro termalni cykBEmeAmp®PCR System 2400 (Applied
Biosystems)

95 °C/4 min

33 x (95 °C/35 s; 58 °C/35 s; 72 °C/25 s)

72 °C/3 min

Stanoveni genotyfi MC4R a LPIN1

PCR produkty byly nasleédns&pen ges noc restriéni endonukleazourad (1 U) pii 37 °C
(Heet al, 2009; Kimet al, 2000). Fragmenty byly elektroforeticky separovaa 3% agar6zovém
gelu (TBE pufr). Vizualiace fragmehprobhla pomoci ethidium bromidu za pouziti UVeta.
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SERCA1

SloZeni PCR reakni smési

SERCA1 F 5  CAAGGGGCATCACCCGACT 3’

SERCA1 R 5 CTGGAATTGCAGCCACAGC 3’ (Chet al, 2010).

Celkovy objem 12,5 pl
4,75 ul HO, 0,25 ul primeru F (10 pmol/ul), 0,25 pl primeRu(10 pmol/ul), 6,25 pl Hot Star
Tag™ Master Mix (QIAGEN), 1 pl templatové DNA.

Teplotni profil PCR reakce

PCR reakce byla optimalizovana pro termalni cyklBEmeAmp®PCR System 2400 (Applied
Biosystems)

95 °C/15 min

33 % (95 °C/40 s, 56 °C/30 s, 72 °C/20 s)

72 °C/10 min

Slozeni sekven&ni reakéni smeési

Sekvenani reakce byla provedena v termalnim cykleru Geng®MRCR System 9700 (Applied
Biosystems)

Celkovy objem 10 pl. Modifikovano dle standardnirotokolu.Redsno 8krat.

7,09 pl HO, 0,5 pl reagentu (Sequencing RR-100), 1,75 p$éguencing Buffer, 0,5 pl PCR
produktu. 0,16 pl primeru F

Teplotni profil sekvenatni reakce
96 °C/1 min
25 x (96 °C/10 s; 50 °C/5 s; 60 °C/4min)

Purifikace sekvenani reakce
Sekvenani reakce byla purifikovana pomoci BigDye® XTerntord™ Purification Kit (Applied
Biosystems) v souladu s protokolem vyrobce.

Analyza na automatickém sekvenatoru
Sekvence byla analyzovana pomoci 4-kapilarovéhanaatického sekvenéatoru
ABI| PRISM® 3100Avant

Stanoveni kvalitativnich paramefrmasa

Obsah intramuskularniho tuku - extrakce xylenenoxh&tow extrakinim pistroji po dobu 3 h.
Stanoveni mastnych kyselin - celkové lipidy, mettdey MK — plynova chromatografie
FISON 800.
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Statisticka analyza
Analyza byla provedena v programu SAS8.¢.4 pomoci procedury GLM s pevnymi efekty:

Yy = 4 + MC4R + LPINL + SERCA, + SERCA + SERCA,, + &

Yijmn— fenotypové hodnota analyzovaného znaku
W — primer populace

MC4R - pevny efekt genotypu MC4R

LPINZ; — pevny efekt genotypu LPIN1

SERCAI{L— pevny efekt genotypu SERCA36G
SERCAI{- pevny efekt genotypu SERCAL C66T
SERCAZL— pevny efekt genotypu SERCAL C180T
gjumn— N@hodna chyba pozorovani

VYSLEDKY A DISKUZE

Stanoveni polymorfizmu Tdqv genu MC4R

PCR produkt (226 bp) t¥b po Stpeni restrikni endonukledzodad dle genotypu fragmenty
néasledujicich velikosti:

AA— 226 bp (neobsahujead Stépné misto)
GA- 226, 156 a 70 bp
GG-156 a 70 bp

M23 PCR MC4R

AA GA

Obr. 1 Stanoveni genotyp- polymorfismus Tdg genuMC4R.
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Stanoveni polymorfizmu Tdqv genu LPIN1

PCR produkt (316 bp) t¥bpo Stpeni restrikni endonukledzodad dle genotypu fragmenty
nésledujicich velikosti:

TT— 316 bp (genotyp nebyl v souboru detekovan)

CT- 316, 256 a 60 bp

CC- 256 a 60 bp

M23 PER-LIP - -7
T

Obr. 2 Stanoveni genotyp- polymorfismus Tdq/ genuLPIN1.

Vizualizace PCR reakce SERCA1

) NSNS R RN e amwew—— 3730

Obr. 3 Ovreni kvality PCR produktu genu SERCAL.
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Sekvenovani PCR produktu — detekce polymorfisiin

Kromé¢ polymorfismu C66T v exonu 8, ktery popisuji Ciobagi al, 2002 a Chagt al, 2010 byly
sekvenovanim objeveny dalSi dva SNP (A56G a C186%ownu 8). Nelze vylatit, Ze jsou shodné
s polymorfismy uvedenymi Ciobarat al, 2002 — nejsou oztiany konkrétni SNP ani pozice.

Obr. 5 Vysledky sekvence — polymorfismus C66Tnue¢Sequence Scanner v1.0).
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Obr. 6 Vysledky sekvence — polymorfismus C180®meX (Sequence Scanner v1.0).
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Vypadet frekvence genotypa alel
Tab. 1 Frekvence genotyMC4R a LPIN1.
MC4R LPIN1
genotyp AA GA GG TT CT CcC
Cetnost absolutni 23 16 5 0 14 30
¢etnost relativni 0,52 0,36 0,11 0 0,32 0,68
z 44 44
Tab. 2 Frekvence genoySERCA1.
SERCA1 A56G SERCA1 C66T SERCA1 C180T
genotyp AA  AG GG cc ctT 1T | cc CT 1T
¢etnost absolutni 0 8 36 35 8 1 17 24 3
¢etnost relativni 0 0,18 0,82 0,80 0,18 0,02| 0,39 0,55 0,06
z 44 44 44
Tab. 3 Frekvence alel MC4R a LPIN1.
MC4R LPIN1
alela A G C T
¢etnost absolutni 62 26 74 14
Cetnost relativni 0,70 0,30 0,84 0,16
z 88 88
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Tab. 4 Frekvence alel SERCAL.
SERCA1 A56G SERCA1 C66T SERCA1 C180T
alela A G C T C T
Cetnost absolutni 8 80 78 10 58 30
¢etnost relativni 0,09 0,91 0,89 0,11 0,66 0,34
2 88 88 88

GenotypTT polymorfismuSERCAIC66T byl v souboru detekovan pouze u jednoho vzqkoto
byl tento jedinec znéasledné asdcila analyzy vyloden. V gipadt asociace s obsahem
intramuskularniho tuku je tedy kalkulovano se 48rjei.

Hodnoty mastnych kyselin jsou prozatim k dispoici u 30 zufat, z tohoto @ivodu je asociace
s MK na tyto vzorky omezena.
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Asocia’ni analyza

Tab. 5 Asociace polymorfiznv genech MC4R, LPIN1 a SERCA1 s obsahem intratéusiw
tuku (LSM £ SE).

MC4R AA(23) GA(16) GG(4)

% intramuskularniho tuku 3,43+£0,33 3,74 £0,43 3,91 +0,57
LPIN1 TT(0) CT(14) CC(29)

% intramuskularniho tuku - 3,99+0,42 3,40 £0,37
SERCA1 A56G AA(0) GA(8) GG(36)

% intramuskularniho tuku - 3,87 £0,52 3,52+0,30
SERCA1 C66T TT(1) CT(8) CC(36)

% intramuskularniho tuku - 3,88 £0,49 3,50 £0,29
SERCA1 C180T TT(3) CT(25) CC(16)

% intramuskularniho tuku 3,55+0,67 3,71+£0,35 3,82+0,33

Hodnoty se stejnymi exponentyr&dku vykazuji nasledujici statisticky vyznamné ityzd
**P < 0,01, * P< 0,05,% blizici se piikaznosti, LSM — pimérny nejmensétverec, $ — stedni chyba pmeru.

Chai et al, 2010 uvédi, Ze jedinci genotypdC (SERCA1C66T) vykazovali nizSi obsah

intramuskularniho tuku a vy$si obsah vody 6d7a TT. Alela T vykazuje asociaci se zvySenym
obsahem intramuskularniho tuku a snizenym obsalogin v

He et al, 2009 popisuje fikazre nizsi obsah intramuskularniho tuku u prasat ggnoGC oproti
CT (LPIN2).

V nami zkoumaném souboru nebyly u obsahu intramaskilno tuku mezi uvedenymi genotypy
MC4R LPIN1 a SERCA1zjisteny prikazné rozdily.
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Tab. 6 Asociace polymorfiZinv genech MC4R, LPIN1 s obsahem mastnych kys&i ¢SE).
MC4R | LPIN1
AA(17) GA(10) GG(3) TT(0) CT(11) CC(19)
kyselina palmitova 27,72 £0,55 28,01 £0,68 28,40 +0,84 - 28,29 £ 0,62 27,80 £ 0,56
kyselina stearova 15,57 £ 0,49 15,87 + 0,60 14,39 +0,74° - 15,33+ 0,55 15,22 + 0,49
kyselina olejova 49,91 +0,85% 49,71 +1,06" 52,55 + 1,31% - 50,75 £ 0,97 50,70 £ 0,87
kyselina linolova 6,81 +0,63% 6,39 +0,78 4,68 +0,97% — 5,61 +0,72 6,31 + 0,64
Hodnoty se stejnymi exponentyr&dku vykazuji nasledujici statisticky vyznamné iityzd
**P < 0,01, * P< 0,05,% blizici se piikaznosti, LSM — pimérny nejmensétverec, $ — stedni chyba pmeru
Tab. 7 Asociace polymorfiziv genu SERCA1 s obsahem mastnych kyselin (LSN1 + SE
SERCA1 A56G SERCA1 C66T SERCA1 C180T
AA(0) GA(7) GG(23) TT(0) CT(5) CC(25) TT(2) CT(17) CC(11)
kyselina palmitova - 28,07 £0,73 28,02 + 0,46 - 28,40 + 0,76 27,69 + 0,43 28,01 +1,07 27,94 + 0,51 28,18 + 0,55
kyselina stearova - 15,20 + 0,65 15,35+ 0,41 - 14,96 + 0,67 15,59+0,38 | 16,71£0,95"2 14,58 +0,457 14,54+0,49"
kyselina olejova - 50,81 +1,14 50,64 + 0,72 - 50,48 +1,19 50,97 + 0,67 48,93 + 1,66 51,68 +0,79 51,56 + 0,87
kyselina linolova — 5,95 + 0,85 5,98 + 0,54 — 6,15 + 0,88 5,77 + 0,50 6,39 + 1,24 5,78 £ 0,58 5,72 +0,64

Hodnoty se stejnymi exponentyr&dku vykazuji nasleduijici statisticky vyznamné iityzd

**P < 0,01, * P< 0,05, blizici se pikaznosti, LSM — pim&rny nejmensétverec, $ — stedni chyba gméru
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V piipact genu MC4R, jedinci genotypuGA vykazovali vySSi obsah kyseliny stearové oproti

zviratim GG (blizici se pikaznosti). Genotyf5G je asociovan s vysSim zastoupenim kyseliny
olejové (oprotiGA aAA; blizici se pikaznosti). VySsi obsah kyseliny linolové byl zjigu jedindg

AA oproti GG (blizici se plikaznosti).

U genu LPIN1 nebyly zjiStny mezi genotypy fiikazné rozdily. Genoty@ T nebyl v souboru
detekovan.

GenotypTT (SERCAIC180T) je asociovan s vy$sim obsahem kyseliny etéaoprotiCT aCC

(P < 0,05). U polymorfisth A56G a C66T $ERCA) nebyly mezi genotypy zji&y prikazné
rozdily.

ZAVER

V souboru prasat plemene bilé otcovské byly testpygolymorfismy v genectMC4R LPIN1
(PCR-RFLP) eSERCA1(sekvenovani). Byla provedena as®piaanalyza s vybranymi parametry
kvality masa — obsahem intramuskularniho tuku atmyak kyselin (palmitova, stearovd, olejova,
linolova). V naSem souboru nebyla zjia asociace obsahu intramuskularniho tuku s Zzadnym
z testovanych polymorfisin U genuMC4R byly zjiSttny rozdily (blizici se gikaznosti) v obsahu
mastnych kyselin (stearova, olejova, linolova).dketvany polymorfismus C180T v exonu 8 genu
SERCA1lje asociovan s obsahem kyseliny stear@astoupeni genotypbylo v nerovnondrné.
Soubor zvfat bude rozgén, vyzkum pokréuje.
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