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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate associatiatyais betweeEEF1A2gene polymorphism and
pig meat performance characteristics (backfat tiesk, average daily gain and lean meat
percentage). The polymorphism was analysed in aillptpn of 69 Czech Large White pigs.
Individual genotypes were detected using PCR arldPRimethods with use of restriction
endonucleaseHin6l. Association analysis between genotypes and vithal performance
characteristics using the SAS 9.1.4 software wasechout after frequencies of genotypes and
alleles were counted. The genotype frequencies 2&@9% GC and 73.91% CC. No GG genotype
was observed. A low frequency of allele G (0.1384) a high frequency of allele C (0.8696) were
find out. In the association analysis between iiddial genotypes (GC and CC) and meat
performance characteristics were no significanfedéhce (p<0.05) and no traits approached
to significant level (p< 0.1)
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uvoD

GenEEF1A2je v této praci zkouman jako kandidatni gen auliici parametry masné uzitkovosti
u prasat. ldentifikace gén které ovliviuji uzitkovost hospodékych zvfat, pispiva k roz&eni
znalosti o genetické podndimosti masné uZzitkovosti a nabizi perspektivu vyu&ithto poznatk ve
Slecheni. Poznatky molekularni genetiky jiZigpély a nadale mohoui{spivat vyznamnou #mou

k uspSnému napkni novych cili ve Slechini prasat podle pozadavlspotebiteli a technolog

a ke snizeni doprovodnych nedostatk

MATERIAL A METODIKA

Zkoumany soubor tudy prasnice plemen&eské bilé uSlechtilé. Do asoid studie bylo zahrnuto
69 vzorki. Vysledky testovani paramétrmasné uzitkovosti jednotlivych Zat byly ziskany
z databaze Ustavu morfologie, fyziologie a genetidgirat Agronomické fakulty Mendelovy
univerzity v Brrg.

Polymerazovaretézova reakce (PCR)

Metodika PCR i RFLP byla zpracovana dle Svobodovéle (dosud nepublikovano). Slozeni
reakéni snmési pro PCR je uvedeno v tabulce 1.

Byly pouzity primery:
11A: CTG AGG TGA AGT GGG TGG AGA TG fimy
11B: CGC TGC CTG GGA AGA CGG zZ@tny

Tab.1:SlozZeni readni sn¥si pro PCR o objemu 23

Chemikalie Mnozstvi ()
destilovana KO 9,5
DNA 2
primer A 0,5
primer B 0,5
et

Podminky pro amplifikaci zkoumaného Useku DNA:

Vlastni PCR probihala v termalnim cykleru PTC-2hMJ Research, Inc.Teplotni profil PCR byl
dodrzen pesre dle pivodni metodiky autdr. patateini denaturace 95 °C / 15 min.;
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vlastni PCR: 30 cykil— denaturace 95 °C / 20s, annealing 64 °C / 2@lsngace 72 °C/ 10s;

zawrecna elongace 72 °C/ 10 min.

Po skoreni PCR byla provedena kontrola kvality PCR produlda 3% agar6zovy gel (Serva)
s pridavkem ethidiumbromidu (0,1 pg na 1 ml gelu) byémaseno 5 pl PCR produktu smichaného
s nanaSecim pufrem (40% sacharéza a bromfenolod#).nRCR produkt byl nasledrvizualizovan
prostednictvim transiluminatoru a fotografovan. Byla hodena jeho kvalita, vyskyt
nespecifickych fragmefita mnozstvi amplifikované DNA.

Polymorfizmus délky restrikénich fragmenti (RFLP)

PCR produkt byl &pen v restrikni smési skladajici se z destilované vody, pufru a rke&nii
endonukledzy. SloZeni raal smési uvadim v tabulce 2. teni probihalo v termostatuiB87 °C
po dobu 12 hodin.

Tab.2:Slozeni readni sn@si pro RFLP

Chemikalie Mnozstvi ()
destilovana KO 3,3
pufr Y/ Tango™ (Fermentas) 1,5
restrikéni endonukleazblin6l (Fermentas) 0,2
PCR produkt 10

Nésledr byla provedena elektroforéza na 4% agar6zovém gksahujicim barvivo GelStar®
Nucleic Acid Gel Stain (FMC Corporation, Philadeakph které se ukazalo byt pro vizualizaci
vhodrgjSi nez ethidiumbromid. Vysledeképeni byl vizualizovan pod UV stlem a fotografovan.
Po vizualizaci pod UV sttlem byly odéteny jednotlivé genotypy.

Ode:itani genotyp v polymorfnim mist bylo prova@no dle nasledujiciho Kié:

212 bp dlouhy PCR produkt je¢gen na fragmenty 173 bp a 39 bp (alela¢iC)istava nedpen
(alela G)

Elektroforéza pro osfeni vysledku PCR i RFLP probihala v TBE pufturgapsti 100 V po dobu 30
aZz 40 minut. Pro a¥eni velikosti fragmerit byl pouZit marker M100 (GeneRul¥r100 bp DNA
Ladder).
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Statistické vyhodnoceni asocimi analyzy

Pro statistické vyhodnoceni asociace mezi jednotlivgenotypy a masnou uzitkovosti byl pouzit
program SAS pro Windows 9.1.4. Byla hodnocena aseanezi genotypy a jednotlivymi ukazateli
masné uzitkovosti, meziéa byl zahrnut frastek, vySka fbetniho tuku a procento libové
svaloviny.

Pomoci programu SAS pro Windows 9.1.4. byl Wjin pamér nejmensiclitverai (least squares
means) a #dni chyba odhadu (standard error) pro jednotlie¢ametry masné uzitkovosti

a genotypy

Byla pouzita metoda odhadu REML (restringovana aeetmaximalni ¥rohodnosti). Pro vyptet
byla pouzita smiSena rovnice:

Yik =p+ G + O+ M+ g

Kde:
. Vi jsou pozorované Growrenaki
. u je ptamérna hodnota u sledovaného znaku

. Gije pevny efekt, genotyp Zéfte v gentlEEF1A2
. O; je nahodny efekt j-tého otce
. Mk nahodny efekt k-té matky

. gju jsou nahodné rezidualni efekty

VYSLEDKY A DISKUZE

Po Stpeni restrikni endonukledzoHin6l byla detekovana alela G, ktera $8tepi (212 bp), a alela
C obsahuijici §pné misto (173 a 39 bp), viz. obrazek 1.

M100 PCRp CH2 CH9 CH11 CH12 CH17 CH28 CH29 CH33 CH34 CH36

Obr.1: Genotypy genu EEF1A2 poegeni 212 bp PCR produktu restil endonukleazou
Hin6l. (PCRp- ne&peny PCR produkt)
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V souboru 69 prasnic byl genotyp GC zastoupen avii&t, genotyp CC u 51 Zwt, genotyp GG
nebyl pozorovan. Na zakladichto absolutnich frekvenci genotybyly vypaiitany relativni
frekvence genotypa absolutni a relativni frekvence alel, které jswedeny v tabulkach 3 a 4.

Tab.3:Frekvence genotyip

Genotyp Frekvence absolutni Frekvence relativni
GG 0 0
GC 18 0,2609
cC 51 0,7391
) 69 1

Tab.4:Cetnosti alel

Alela Frekvence absolutni Frekvence relativni
G 18 0,1304
C 120 0,8696
) 138 1

V testu byly sledovany asociace gendtyp genu EEF1A2 s nasledujicimi parametry masné
uzitkovosti prasat: vySkarbetniho tuku, prmérny denni piristek a podil libové svaloviny. K tomu
byl vyuzit software SAS, metoda odhadu REML. Vyg&ledsoci&ni analyzy jsou shrnuty v tabulce

5.

V asocigni analyze mezi genotypy zjgtymi ve studovaném souboru (GC a CC) a parametry
masné uzitkovosti nebyla zjita statisticka gikaznost (p< 0,05) ani statisticky rozdil blizici se

prikaznosti (p< 0,1).

Tab.5:Asociace genotypgenu EEF1A2 s parametry masné uzitkovosti

Znak Genotyp GC  (n=18)| Genotyp CC (n=51) Prikaznost
LMS£SE LMS+£SE GC-CC
PRIR (9) 593,35+15,08 594,66+13,54 0,8863
HRTUK (cm) 0,99+0,04 1,01+ 0,03 0,6714
LS (%) 59,37+0,48 59,01+0,37 0,4130
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Kde PRIR je pimérny denni piristek, HRTUK je vySka ifbetniho tuku, LS je podil libové

svaloviny, n je p&et zviat, LMS+SE je pimér nejmenSiclEtverai (least squares means) fesini
chyba (standard error).

V piedkladané praci byly u souboru prasat plemé&ské bilé uSlechtilé zji&ty tyto frekvence
genotypi: 26,09 % GC a 73,91 % CC. Genotyp GG nebyl u stadych zvfat pozorovan, tudiz
byla zjiS€na nizka frekvence alely G (0,1304) a vysoka frekeealely C (0,8696).

Vliv polymorfizmu v genuEEF1A2na parametry masné uZzitkovosti prasat byl dopasudovan
pouze v jediné préaci (Svobodova et al., dosud niémyano).

Ve zmirgné préaci byly zkoumany frekvence alel celkem u oglaimen, avSak zahrnuto bylo pouze
14 jedindi plemeneteské bilé uSlechtilé. Zaznamenané frekvence aehoto plemene byly 0,14
pro alelu G a 0,86 pro alelu C. Nebyitpmen Zadny jedinec plemerseské bilé uslechtilé
s genotypem GG, stejjako v mnou testovaném souboru. Genotyp GG byk v§iatén u zastupt
jinych plemen prasat (duroc, meishan, hampshing)i{8dova et al., dosud nepublikovano).

Vzhledem k Gloze genBEF1A2v metabolismu, k jeho funkcim popsanynilavéka (Knudsen et
al., 1993), mysi (Lee et al., 1994) &terych jinych drufi Zivocicha (Lee et al., 1993; Kahns et al.,
1998) a také jeho lokalizaci na 17. chromozomu giréSvobodova et al., dosud nepublikovano),
kde byly objeveny QTL pro vlastnosti masné uzitkstvgrasat (Animalgenome), bychom mohli
piedpokladat jeho asociaci s masnou uzitkovosti.ieklpdané praci v3ak nebyla v asoéoia
analyze mezi jednotlivymi zaznamenanymi genotyp{ (& CC) a parametry masné uzitkovosti
(vySka Hbetniho tuku, pimérny denni pirastek a podil libové svaloviny) zjiSta statisticka
prikaznost (px 0,05) ani statisticky rozdil blizici sefjgaznosti (p< 0,1).

Souwasti srovnavané prace (Svobodova et al., dosudbliepuano) byla asocimi analyza genu
EEF1A2 s parametry masné uzitkovosti prasat. Do tétoyapabylo zahrnuto 313 prasat druhé
filialni generace Kzendi plemen meishan a pietrain. Mezi studované pargmeasné uzitkovosti,

u nichz byl zjisn prikazny rozdil mezi genotypy, gdy: hmotnost vigjSiho tuku nad kytou (ham
external fat weight), hmotnostifetniho tuku (back fat weight),fezy tuku (fat cuts), vyska
bederniho tuku (loin fat depth),{mnérna vyska kbetniho tuku (average back fat depth), hmotnost
kyty v pongru k jat&né pilce (weight of ham meat relative to half carcas$)n@otnost slaniny

v poneru k libovym¢astem (weight of bacon meat relative to lean cuts).

U v8ech zmidnych parametr byl zjiStn prikazny rozdil (p< 0,05) mezi genotypy GG a CC. Ve
vSech &chto ukazatelich byl také zj&t prikazny rozdil mezi genotypy GG a GC, vyjma hmotnosti
vngjSiho tuku nad kytou (ham external fat weight), kabyl pfikazny rozdil zjis&n, a hmotnosti
hibetniho tuku (back fat weight) &eaii tuku (fat cuts), kde byl zji&h rozdil bliZici se gikaznosti
(p<0,1). Pouze u parametru hmotnostjstho tuku nad kytou (ham external fat weight) fjidtén
rozdil blizici se pikaznosti také mezi genotypy GC a CC.
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Je dilezité zminit fakt, Ze gefeEF1A2lezi 8,8 cM distals od GNAS complex locus (guanine
nucleotide binding protein, alpha stimulating coexpllocus) (Svobodova et al., dosud
nepublikovano). GerGNAS koduje extracelularni transportni protein, ktefferasi informeéni
molekuly z transmembranovych recefitdr cilovym proteiim (efektofim) (Carel et al., 1999).
Tento gerbyl popséan a je nadale zkouman v souvislosti sé&keemmobezity a ukladanim tuku (Carel
et al.,, 1999; Weinstein et al., 2010). Vazba memiygEEF1A2 a GNASby mohla ovliviovat
prikaznost asoctmich studiiEEF1A2ve vztahu k masné uzitkovosti. Bylo by vhodné psbwialSi

studie, které prozkoumaji vliv vazby s gen&MNAS

ZAVER

V asoci&ni analyze mezi jednotlivymi genotypy (CG a CC)aagmetry masné uzitkovosti nebyla
zjiSténa statisticka pikaznost (p< 0,05) ani statisticky rozdil blizici sefjpaznosti (p< 0,1). Resto
nemizeme zavrhnouEEF1A2jako kandidatni gen pro masnou uzitkovost, metagsledky této
prace jsou patgovlivnény malym souborem prasat pouzitym pro analyzu.ifti@pnost genotypu
GG ve studovaném souboru znemoznila vzajemné smovagociani analyzy pro jednotlivé
genotypy, ve studii byly srovnany pouze genotypy &CC, vysledky jsou tudiz netplné. Proto by
bylo vhodné provést dalsi testovani vlivu gdfliF1A2na ukazatele masné uZzitkovosti &Sm
souborem z¥at a vyrovnagSim zastoupenim genotyp
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