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ABSTRACT

This work deals with the possible impact of selécngle-nucleotide polymorphism in the gene
PDK4 on three parameters of pig meat productioms&hare backfat thickness, average daily gain
and lean meat content. Testing took place on aofetl pigs of Large White breed. PCR
(polymerase chain reaction) and RFLP (restrictragrent length polymorphism) were used as the
polymorphism detection methods.

Frequency of genotypes was calculated in the testpgnd subsequently was performed
association analysis of commercial properties. Thismonstrated statistically significant
increase/decrease in average daily growth of badidaween genotypes AA and AB and also
increase/decrease of meat lean content betweetygesd®A and BB.

Key words: candidate gene, QTL, meat productiBdK4, pig.
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uvoD

Od dob domestikace hospasi@ych zvfat lidé manipulovali s genyé&thto zvfat pomoci
selektivniho p#eni tj. vykeru rodicovskych péi na zaklad exteriéru. Na piatku dvacatého stoleti
vznikla s pomoci biometriky a mendelistické gengtilenetika kvantitativnich znakktera se stala
zakladem pro teorii Sleckri. Ta je UspSna pro zvySovani uzitkovosti a zardwdokaze eliminovat
nekteré nezadouci doprovodné projevy. Analyza gengromoci DNA technologie umaaje
identifikaci jednotlivych gefh podmiiujicich uzitkové vlastnosti a tim také efektjai pozitivni

selekci pozadovanych viastnosti a negativni seldlstnosti nezadoucich (SPRYCL, 2002).

Pii mapovani prasgho genomu bylo nalezeno mnoho d@ien nichZ se fedpoklada nebo je jiz
potvrzen vliv na tjakou vlastnost. Pokud je niagpomoci komparativniho mapovani identifikovan
gen, u Bhoz se pedpoklada vliv na &akou dilezitou vlastnost, je tento gen testovan. Moznym
zpisobem testovani asociace daného genu s uz komkiétytipovanymi vlastnostmi je provedeni

asocigni analyzy.

Gen PDK4 koéduje enzym pyruvatdehydrogenazu 4,éhaz se pedpoklada, ze fize mit velky
vyznam pro kontrolwinnosti pyruvatdehydrogenazového komplexu ve stal&@enPDK4 byl

v minulosti zkouman ve velké ief hlavré u ¢lovéka, mnoho praci se zabyvalo jeho vlivem na
Diabetes Mellitus 2. stugra inzulinovou rezistenci. Pré&sgenPDK4 se stal objektem zkoumani
védeckych tynii o neco pozdji nez ten lidsky. Nejasgji byva zkoumana expre$s®DK4 v raznych
tkanich nap pri hladowni (WU a kol., 2000), dale byl tento gen davan dovsslosti s hybernaci
usav@. Nekolik praci se téz zabyva oviievanim exprese gen®DK4 glukokortikoidy

a inzulinem. Prasé gen PDK4 byl lokalizovan na chromozomu 9 (9912 + 1/3q21AUDLI a
kol. 2000). Kéduje 407 aminokyselin a jeho molekonidamotnost je 46,17 kDa.

MATERIAL A METODIKA

Testovand skupina:jednalo se o skupinu prasnic plemereké bilé uSlechtilé, u nichz se v letech
1992 — 1997 sledoval jomérny denni piristek (g) od narozeni do hmotnosti 90 kg. In vivo se
meéfila vySka Hbetniho tuku (cm), zji§h byl obsah libového masa (%) pomoci ultrasondy
PIGLOG 105 (SFK, Soborg, Denmark) (Tab. 1yipBdné odchylky setppaitavaly pomoci
regresni kvky. DNA byla ziskana z krveéthto zvfat. Laboratorni prace byla provedena ve
vyukové laboratth Ustavu morfologie, fyziologie a genetiky Mendejouniverzity v Brrs.
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Tab. 1 Popisna charakteristika zkoumaného souboru pragl@mene bilé uSlechtilé
Znak n ptimér S min max
Primeérny denni pirastek 71 596,97 40,79 484,00  667]00
Vyska tbetniho tuku 71 1,002 0,14 0,71 1.33
Obsah libového masa 71 59,25 1,59 54,20 64, 00

Vyska hibetniho tuku @rend v centimetrech, obsah libového masa v grameeimeérny denni
priristek v % , §— snerodatna odchylka, min — minimalni hodnota, max aximalni hodnota
sledovanych znak

PCR: probihala na terméalnim cykleru Gene AMT PCR Sys2804 (AB Applied Biosystems).

SloZeni reaéni snesi je zobrazeno v tabulce 2. Teplotni profil je pép v tabulce 3. Po préfimuti
amplifikace byla provedena kontrola pomoci gelové elektroforéay3% gelu. Pro PCR byly
pouZity markery od firmy Fermentas

PCR optimalizovana pro termalni cykler:
Pouzité primery: TCATTG CTT ATC CAT TCC AAA GA PDK4 F (23-mer)

GGC AAA TGA ATC AGG ACACTG A PDK4 R (22-mer)
Tab. 2 Optimalizovana reaki sn#s pro PCR: metodika dle #Zstové (2010)

HotStarTaq Master Mix (Qiagen) 7,5ul
H,O 5,9ul
Primer PDK4 F 0,3ul
Primer PDK4 R 0,3ul
Templatova DNA 1ul

Celkovy objem 15ul

Tab. 3 Teplotni profil PCR

Patateni denaturace 95°C/ 15 min|
Denaturace 95°C/ 20 s
Annealing 35 cykh 58°C/ 30 §
Elongace 72°C/ 30's
Zawretna elongace 72°C/ 7 min
Koneiné zchlazeni 4°Cl oo
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PCR _RFLP:

Detekce polymorfizmu v genu PDK4testovano metodou PCR — RFLP. Byla pouZita restfik
endonukledza BseRI (odvozenéa od Bacillus species).

Restrikeni mistoBseR{

5...GAGGAG(N)o " ...3'

3...CTCCTC (N}"...5'

SNP bylo identifikovano na pozici 647 v intronu @17G>A). Alela A m& v této pozici adenin
a neobsahovala restéid misto a tedy nedochéazelo ke&p&ni a velikost jediného fragmentu
(shodného s velikosti PCR produktu) byla 298 blaAB n€la v tomto mist guanin, obsahovala
Sttpné misto a po nafteni restrikni endonukleazou BseRI vznikly dva fragmenty o kaadii
167 a 132 bp (ZRSTOVA, 2010). Pro atteni byly vybrané vzorky sekvenovany.

Slozeni reaéni snesi a pdadi je popsano v tabulce 4.

Tab. 4 Slozeni reatni sn¥si pro RFLP

H2O 8,25l
Pufr N2 1,5ul
BseRI 0,25pl
PCR produkt 5ul
Celkovy objem 15ul

Sekvenovani:Sekvenani sies (Tab.5) byla fipravena z gediSténého PCR produktu, fgtisteny
pomoci QIAGEN - MinElute Reaction Cleanup Kit), sffiekého primeru a kitu Big Dye
Terminator Cycle Sequencing v1.1 (Applied Biosysterfroster City, CA, USA) dopima
destilovanou vodou na celkovy objem reakceuRSekvenani reakce probihala v amplifikatoru
GeneAmp®PCR Systém 9700 (Applied Biosystems, FoSigy, CA, USA) za nasledujicich
teplotnich atasovych podminek: 96 °C/1 min — (96 °C/10s — 569E/60 °C/4min) 25x —d/

Tab. 5Reakni snes pro sekvenami PCR

BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit v1.1 (AppliBiosystems) 7]
Pufr 2ul
Primer PDK F 0,32ul
Destilovana HO 12,68l
PCR produkt 1ul
Celkovy objem 20l
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Statistické vyhodnoceni

Asociani analyza: byla provedena pomoci programu SAS for Windows49 (BAS Institute Inc.,
2004). Vyuzita byla metoda GLM — obecny linearnideloumo#ujici zkoumani vlivu jednoho
nebo vice faktdr na rekolik proménnych sodasre. Pro vypaet asociaci byla pouzita rovnice:

Yi =R+ gen+q + M+ gy
W= pramer
gen = pevny efekt genotypu (i = AA, AB, BB)
0j = nahodny efekt j-tého otce
mx = nahodny efekt k-té matky

eijkl = reziduum

VYSLEDKY A DISKUZE

Pomoci PCR byl amplifikovam f{slusny Gsek DNA o velikosti 298 bp. PCR produki by
vizualizovan EtBR na 3% agarézovém gelu. Jakdesthi standard byl vyuzit marker Fermentas.
PCR produkt byl &pen restrikni endonukledzoBseRla inkubovan $i 37°C 24 hodin

NasSepené fragmenty byly separovany pomoci agar6zovévgetlektroforézy a vizualizovany

EtBR

bp M100 PCRp CH18 CH19 CH20 CH21 CH22 CH23

298bp 298 bp

(Obr.1Genotypy genu PDK4dtené restrikni endonukledzou BseRI na 3% agar6zovém gelu)
M100 - velikostni standard

PCRp — PCR produkt o velikosti 298 bp

Genotypy: AA, AB, BB

U zkoumané skupiny prasat byly pozorovany tyto akele: ptmérny denni piristek (g) a to do
hmotnosti 90 kg, vySkarbetniho tuku (cm) a obsah libového masa (%).
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Vypoéitand hodnota testového kriteria oze@a * zndi prikaznost g hladine vyznamnosti

P< 0,05, ozn&na ** znai prikaznosti i hlading vyznamnostP < 0,01 (STAVKOVA, 2001).

UZitkovost prasat byla popsan&zhymi statistickymi charakteristikami — aritmetickgramer,
sttedni odchylka od gméru a minimum a maximum (Tab.6).

Tab. 6Hodnoty masné uzitkovosti retené dle genotyp

pramér S min max

Prirastek 577,93 43,85 484,00 640,00
Genotyp

Hibetni tuk 1,05 0,17 0,76 1,33
AA

Obsah LM 58,80 1,99 54,20 61,50

Prirastek 602,45 42,07 491,00 667,00
Genotyp

Hibetni tuk 1,01 0,11 0,71 1,24
AB

Obsah LM 59,14 1,39 56,00 62,10

Prirastek 605,20 26,19 562,00 656,00
Genotyp

Hibetni tuk 0,93 0,13 0,74 1,18
BB

Obsah LM 60,03 1,52 57,30 63,00

LM — libové maso,ss- sn#rodatna odchylka, min — minimalni hodnota, max aximalni hodnota
sledovanych znak

Tab. 7Porovnéani genotypmetodou nejmensiciverai

Genotypy
Sledované vlastnosti

AAXAB AAXBB BBxAB
Prirastek 0,0453* 0,0643 0,8197
Hibetni tuk 0,3544 0,0182* 0,0510
Libové maso 0,4804 0,0348* 0,0633

*P < 0,05 statistiky prikazny rozdilP < 0,1 blizici se pikaznosti

GLM analyzou byly vyhodnoceny parametry masné okitisti plemeneteské bilé uslechtilé
u jednotlivych genotyp. Fi hlading vyznamnosti X 0,05 se jako statisticky {tkazny jevi rozdil
v hodnotach mezi genotypy AA a AB uipnérného dennihoiriistku.
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Dale byl stanoven jpkazny rozdil mezi genotypy AA a BB u vyskjbletniho tuku, vySSi hodnoty
vykazoval genotyp AA (Tab. 10). Zji§t4 hodnota fiikaznosti se blizi vysoceiiaznému rozdilu
P<0,01.

Pro obsah libového masa byl statistickyik@zny rozdil mezi genotypy AA a BB (0,05, vyssi
hodnoty vykazoval genotyp BB. Rozdil mezi genotyly a BB se statistické fikaznosti blizi
(P<0,1) (Tab.7).

V této praci byl testovan jednonukleotidovy polyfimnus v genuPDK4, nachazejici se v intronu
10 v pozici 674A>G na prasien chromozomu 9 (SSC9). Aso¢id analyza souboru 71 prasnic se
tiemi znaky masné uzitkovosti prokéazaldkazné rozdily mezi genotyp¥A a AB pro pimérny
denni girastek, ve prosgch heterozygotniho genotypu. SSC9 zkoumali ve s&éi péZ Quintanilla

a kol. (2001), na #Zencich plemene Large White a Meishan. U testasan®TL na tomto
chromozomu zjistili statisticky fikazny vliv na pimérny denni pirastek a téz na vahala v 22
tydnech ¥ku.

U vySky hbetniho tuku jsem zjistila statistickyifazny rozdil mezi genotyppA a AB, vysSi
hodnoty vykazoval homozygotni genot¥@, coz je mozno porovnat s vysledky Lan a kol. (2009
kde vyssi hodnoty pro vySkutretniho tuku vykazoval téZ homozygotni gendB@. Zde se vSak
jednalo o Kizence Large White &inského plemene Meishan, coz jévpdni ¢inské plemeno
s vysokou plodnosti, pomalyniistem a silnou protinénosti. Vlastni nagtené hodnoty se tedy
znané lisi, coz je zpsobeno pravtouto odliSnosti.

Lan a kol. (2009) téz uvéf, ze selekce na&si mnoZstvi masaiiwie vést ke snizeni jeho kvality,
stejné stanovisko ve své praci uvedli v roce 2080dD a kol.

U obsahu libového masa jsem zjistila statistick§kpzny rozdil mezi genotyppA a BB, vyssi
hodnoty nél genotypBB. Rozdil mezi genotypAB a BBse statistické fikaznosti blizil. Lan a
kol. (2009) zkoumal poit mezi masem a tukem a dosli k &y, Ze vySSi poir, tedy ¥tSi obsah
masitécasti vykazoval genoty@BA Tento genotyp vSak ¢htéz vyssi hodnoty intramuskularniho
tuku a nizsi vySkuitetniho tuku.

Zrastova (2010) testovalastéi soubory, konkrétn216 jedind plemeneseské bilé uslechtilé, 105
jedina1 ¢eské landrase a 96igstickych cernostrakatych prasat. Peavelikost souboru (také
nahodnost vyéru jedindi do €chto soubal) je mozno povazovat za jednu #dn nesouladu
u rekterych posuzovanych hodnot. Tato analyza zahraogmn PDK4, kone&né fenotypové
vlastnosti a tedy i na#tené a vypstené hodnoty mohly byt ovlivmy jinymi geny a také zde
mohlo mit vliv prostedi.

ZAVER
Ze zde prezentovanych vyslddje patrné Ze, kauzalni gen, u kterého by se pibtiid na nékteré

z vlastnosti masné uzitkovosti v této oblasti nelndud nalezen. Je tedy nadéle nutné podrobovat
tuto oblast prasého genomu dalSimu zkoumani. Nicraémzhledem k charakteru testovaného
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polymorfizmu (lezi v nekddujici oblasti) je moznéuaovat na vazbu polymorfnich mist a tato

nalezena polymorfni mista vyuzit jako mozné markery

Gen PDK4 byl zkouméam jako kandidatni gen pro vlastnosti méaszitkovosti prasat. Byla zde
testovana asociace jednonukleotidového polymorfisT™A>G v intronu 10 smito vlastnostmi:
vySka Hbetniho tuku (cm), gmeérny denni piristek (g) a obsah libového masa (%). Detekce
polymorfizmu byla provedena metodou PCR — RFL®sI&Sny usek DNA o velikosti 298 bp byl
amplifikovAm pomoci PCR a dalesgen restrikni endonukledzoBseRI.Na zaklad pritomnosti
polymorfniho mista se odliSily dvalely. AlelaA neobsahovala resttiki misto a @stala tedy po
pusobeniBseRInerozstpena. AlelaB obsahovala restriki misto a 3fpila se na dva fragmenty

o velikosti 164 a 132 bp.

Statistickou analyzou pomoci programu SAS byl vytamén viiv SNP 674A>G v geneDK4 na
tii vybrané ukazatele masné uzitkovosti praBsta pouzita GLM analyza a metoda nejmensich
ctverai.

Vliv genu PDK4 byl shledan jako statisticky {gkazny (P < 0,05)u pitimérného dennihoifrastku
mezi genotypyAA a AB, u obsahu libového masa mezi genotygya BB. U vysky hbetniho tuku
byla nalezena statistickatfuaznost mezi genotypfA a BB, rozdil mezi genotypyAB a BB se
statistické pitkaznosti blizi(P < 0,01) Z vysledki této prace nelze usuzovat na jednémya
pozitivni vliv alelA neboB na sledované parametry masné uzitkovosti. Nabiztle tedy moznost
dalSiho testovani moznych polymorfnich mist totg#au a celého SSC9, vyuzitit§ich soubar
prasat a zahrnuti vice paranfetmasné uzitkovosti, ve snhaze objeviticmny gen, jez by
vyznamnou rérou [ispel k GspESné selekci prasat.
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