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Anotace

Tato diplomova prace navazuje na bakalafskou praci a jeji ukol spociva
ve zpracovani analyzy vyskytu PSE masa v populaci ¢eského bilého uSlechtilého
plemene jako dulsledek kongenitalni choroby stresového syndromu prasat.
V literarnim pfehledu prace je uvedena obecna problematika vzniku kongenitalnich
poruch. Déle prace pojednava o stresovém syndromu prasat a o stresu, jez se podili
na vzniku vad masa jako vnéjsi €initel. Popsany jsou také molekularné — genetické

metody, které se pouzivaji v praktické ¢asti.

Vlastni vyzkum se zameéfil na genotypizaci lokusu vybraného panelu vzorkd,
na urceni frekvence alel a genotypl ve vybraném lokusu a na statisticky vztah mezi
genotypem a projevem PSE masa. V zavéru byly statisticky zpracovany

a vyhodnoceny vysledky.

Kli¢ova slova: kongenitalni porucha; stresovy syndrom prasat; PCR; RFLP;
gen RYR1; PSE maso.

Annotation

This diploma thesis follows the bachelor thesis and it's task is to processing
analysis of the occurrence of PSE meat in a population of the Czech white breed
as a pigs stress syndrome impact. General problem of congenital diseases
is processed in literature review. Further, this work deals with pigs stress syndrome
and stress, which causes the meat defects as an external factor. Molecular - genetic

methods, which are used in the practical part, are described as well.

The research focused on genotyping of loci selected panel of samples,
to determine the frequency of alleles and genotypes of selected locus and the
statistical relationship between genotype and expression of PSE meat. Results were

statistically processed and evaluated at the end.

Key words:  congenital diseases; stress syndrome of pigs; PCR; RFLP;
RYR1 gene; PSE meat.
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1. Uvod

Chov prasat je nedilnou souc€ésti chovu hospodarskych zvifat. Na rozdil
od jinych chovd neni chov prasat v sou¢asnosti regulovan a ani neni pfimo dotovan
z Evropské unie, a proto je mozné srovnavat ekonomické podminky chovatell
prasat v EU.

Na svété se odhadem chova asi 1,2 miliardy kusut. NejvétSim chovatelem prasat
je v sougasné dobé Cina, ktera chovéa pfes 50 % zvifat. USA se podili zhruba 10 %.
EU ma podil na celosvétovych stavech asi 20 % s po¢tem pfiblizné 150,15 miliond
prasat k prosinci 2010. V Evropé jsou nejvétSimi chovateli Némecko, Spanélsko,
Polsko, Rusko a Francie.

Celkovy stav prasat v Ceské republice k 1. srpnu 2011, ktery zverejnil Cesky
statisticky Urad, potvrdil trend snizovani celkovych stavli prasat na 1 658 000 kusu
Z 1 948 634 kusu oproti 1. srpnu 2010. Stavy prasnic ¢inily 103 500 kusl ze 130 054
kust. Hlavnim duvodem je staly narlst dovozu veprového masa a zivych prasat
ze zahranici.

V chovu prasat se neustale prohlubuji problémy, zakladajici se na neschopnosti
producentl se sjednotit a mit spoleénou produkéné-odbytovou politiku. Nékdy maze
spocivat problém také ve Spatné zoohygiené v chovech. A hlavné stale jesté
neumime plné vyuZzit geneticky potencial chovanych zvifat, coz mohlo zpusobit,
Ze chov prasat nemél mnoho let naroky na jakoukoliv podporu, jako je tomu
napfiklad v chovu pfezvykavcu.

Chov prasat zasahuje vyznamné jednak do oblasti ZivociSné a rostlinné vyroby,
kde hraje duleZitou roli v konzumaci obilovin, které se vypéstuji v CR, ale také

do oblasti pramyslové vyroby.

Vepfové maso je nejvice konzumovanym druhem masa ve svété i u nas. Mezi
hlavni pfi¢iny tohoto stavu patfi nepochybné jeho obliba u spotfebitelt
a ekonomicka efektivita jeho produkce. Spotfeba vepfového masa je v CR téméF
51% 1z celkového mnozstvi masa. Proto patfime kzemim s nadprimérnou
spotfebou. Podle CSU u nas v roce 2010 pfipadlo na 1 obyvatele pfiblizné 41,7 kg
veprového masa z celkové spotfeby 75,9 kg masa. Vyznamnou roli hraje kvalita
masa, tedy kvalita jate¢nych prasat, kvalita jate¢né upravenych tél prasat, kvalita

masa (v SirSim i uzsim smyslu) a konecné i kvalita vyrobkl z vepfového masa.



Mezi hlavni poZzadavky na kvalitu jate€nych prasat a na kvalitu vepfového masa,
které kladou v soucasnosti zpracovatelé a spotfebitelé, patfi co nejvétSi odolnost
jate€nych prasat vici stresu. To je dulezité pro kvalitu libového vepfového masa.
Jedna se, jak o absenci vady PSE, u které je nejvétSim nedostatkem vyrazné
zhorSend schopnost vazat vodu, tak i o absenci vady DFD, u niz je hlavnim
problémem snadné zkazitelnost pisobenim mikroorganismu. Proto je velmi dulezité
se touto problematikou neustéale zabyvat.



2. Literarni p rehled

2.1 Kongenitalni choroby

Vyznam slova kongenitalni pochazi z latinského slova congenitalis a znamena
vrozeny. Kongenitalni anomalie neboli vrozené vyvojové vady jsou vyrazy
pouzivané k oznaceni vyvojovych poruch, které jsou pFitomny jiz pfi narozeni (Sipek
et al., 2008). Tyto vady mohou byt rizné zavazné, a to od nevyznamnych pfes malo
vyznamné az po vady velmi tézké.

Objevuji se jednak strukturalni vyvojové vady, které je mozno zjistit jiz b&hem
nitrodéloZniho vyvoje, a pokud se jedinec narodi, jsou tyto vady vétSinou ihned
viditelné, anebo funk&ni vrozené vyvojové vady, jenZ se vétSinou neprojevi hned

po narozeni a jejich velkou ¢ast tvofi poruchy metabolismu (Musilova, 2010).

2.1.1 Rozdéleni vrozenych vad

Vrozené vyvojové vady se mohou z riznych hledisek délit do nékolika skupin.
Nejcastéji se pouZziva déleni podle dvou hledisek. Prvnim z nich je rozdéleni podle
mechanismu vzniku a druhym rozdéleni podle Cetnosti a komplexnosti.

1) Podle mechanismu vzniku Ize vrozené (kongenitalni) vady (poruchy) rozdélit
do nékolika skupin:
* Malformace - morfologické defekty organt nebo ¢asti organa.
e Dysplazie - abnormalni organizace bunék tvofici pFislusny organ.
e Disrupce - sekundarni chyba ve vyvoji organu nebo jeho ¢asti.
e Deformace - abnormalni tvar nebo poloha ¢&asti téla plodu (Musilova,
2010; Hanusov4, in verb).
2) Druhym nejCastéji vyuZivanym hlediskem je detnost a komplexnost, kde
rozliSujeme:
* Sekvence - vznik sekundarnich kongenitalnich anomalii v dusledku
primarni malformace (Mudrakova, 2008).
* Syndrom - anomalie a symptomy vyskytujici se spole¢né.
» Asociace - urCité znaky nebo abnormality vyskytujici se spole¢né Castéji
nez by odpovidalo prosté nahodé.

* Isolované vady



Existuji i dalSi skupiny, které se vyznacuji rGznymi absencemi ¢i abnormalitami
urcitych €asti organd nebo celych organt. Jde zejména o:
» Agenezi - kompletni chybéni organu i jeho zakladu.
» Aplazii - absence organu.
* Hypoplazii - organ neni dokonale vyvinut.
* Atrézii - chybéni trubicovitého otvoru.
* Hyperplazii - zvétSeni né&jakého organu na zakladé zvySeni poctu

bunék, z nichz se sklada (Musilova, 2010).

2.1.2 PFiciny zp Gsobujici vrozené vady

Pficiny vrozenych vyvojovych vad mohou byt rdzné. Obecné se dé& Fici,
Ze na abnormalnim prenatalnim vyvoji a na vzniku vrozené vyvojové vady se mohou
podilet faktory genetické, faktory zevniho prostfedi a faktory kombinované z obou

téchto skupin (www.wikiskripta.eu/index.php/Vrozené_vyvojové_vady).

2.1.2.1 Genetickeé faktory

Za vznik vrozenych vad z genetického hlediska zodpovidaji mutace, cozZ jsou
zmény v genotypu organismu oproti normalnimu stavu. Velké mnoZstvi mutaci
je naprosto nahodnych. Mutace, které vznikly diky chybé& pfi replikaci DNA,
se nazyvaji mutace spontanni (dochazi k nim bez zasahu z vnéjSiho prostfedi).
Cetnost téchto mutaci je velice nizka. Buriky maji schopnost do uréité miry tyto
chyby diky reparaénim enzymum eliminovat. VétSina mutaci patfi mezi
tzv. indukované mutace. Jejich vznik je podminén plasobenim vnéjSich mutagennich
faktort (mutagent) (Sipek, 2010).

Podle mista vyskytu v genomu Ize mutace zaradit do 3 zakladnich druh(:

1) Chromozomové mutace (chromozomové aberace), které jsou zapficinény
strukturalnimi (duplikace, delece, inverze, translokace a fragmentace) nebo
numerickymi odchylkami v karyotypu a €asto se projevuji komplexné jako
syndromy (www.wikiskripta.eu/index.php/Vrozené_vyvojové_vady).

2) Genové mutace oznaCuji zmeény v genetické informaci odpovidajici
jedinému genu. Jde o zmeény, které postihuji strukturu DNA, ale nenarusuji
jednotnost stavby chromozomu. Maji relativné nejmenSi fenotypovy

disledek. Ale tyto mutace mohou zasahnout i nékteré geny s regulaéni
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funkci. Jednou z pfi¢in nadorovych onemocnéni byvaji pravé mutace genu
regulujicich déleni burky a jeji diferenciaci. Patfi sem adice (inzerce), delece
a substituce (Vlastik, 2004).
3) Genomové mutace , pfi nichz dochazi ke zvySeni nebo snizeni poctu
chromozému od normalniho stavu.
* Aneuploidie - odchylky v poctu jednotlivych chromozém.
» Polyploidie - znasobeni celych chromozomalnich sad.
» Haploidie - redukce celych chromozomalnich sad (Sipek, 2010).

Podle vyznamu mutace v etiologii choroby se rozliSuji monogenné a polygenné

podminéné vrozené vady.

* Podstatou monogenn & podmin énych vad je mutace DNA na drovni
genu (bodova mutace). Charakteristicka je pro né& dédi¢nost
jednoduchého mendelovského typu (autozomalné dominantni a recesivni
dédicnost a gonozomélné dominantni a recesivni dédi¢nost)
(www.upmd.cz/?lang=cz&category=1-4-11-63-78#monogenne-podminene-
vady).

e U polygenn & podmin énych vrozenych vad jde o patologické stavy,
na jejichz vzniku se podili vétSi pocet genli, mezi nimiz dochazi k rliznym
vzajemnym propojenim. Na téchto stavech se prostfedi podili jen minimalné

nebo se nemusi podilet viibec (Sipek, 2010).

2.1.2.2 Vnéjsi faktory

Vnégjsi faktory, které mohou zapficinit vznik vrozené vyvojové vady nebo
riziko takovéto vady vyznamnym zplsobem zvySit, obecné oznacujeme
jako teratogeny. Mechanismus pusobeni teratogent spociva v poSkozeni
DNA plodu. Rozsahu a zavaznosti posSkozeni ubyva s postupujicim vyvojem
zarodku nebo plodua sniZzuje se tak detnost vyskytu vrozenych vad.
RozliSuji se teratogeny biologické, chemické a fyzikadlni  povahy

(www.wikiskripta.eu/index.php/Vrozené_vyvojové_vady).

2.1.2.3 Stres — kombinace genetickych a vn  &jSich faktor U
Pokud se Zivotni podminky zvifete stanou pfFili§ naroénymi a zvife se jim
nedokaze prizplsobit, popisuje se tato situace jako stresova. Dochazi ke snizeni

fyzické kondice zvifete a tento stav se muze méfit pomoci fyziologickych reakci.
11



PFiciny prostfedi, jeZ vedou ke stresu, se nazyvaji stresory. Jedinci, ktefi jsou
stresu vystaveni, vykazuji stresové reakce, které zaviseji na typu, intenzité a dobé
trvani stresoru a na povaze zvifete. Reakce na stres byly rozdéleny na akutni
(kratkodobé) a chronické (dlouhodobé). Pfikladem akutniho stresoru muze byt Gtok
zvifete z vlastni skupiny. Chronickym stresorem je napfiklad nékolikameésicni
ustdjeni prasnic v tésnych klecich bé&hem bfezosti. Informace o stresoru
je zpracovana v mozku, ktery poté télo informuje o mozZnostech reakci
prostfednictvim nervového systému nebo uvolnénim hormonu.

Mechanizmus vzniku stresu je pfehledné znazornén na obrazku €. 1. Dfen
nadledvin uvolni do krve adrenalin, ktery pfipravuje télo na vykon a je zakladnim
hormonem stresové reakce, pfi niz jedinec zadto¢i nebo naopak utece. Kura
nadledvin produkuje steroidni hormony, tzv. glukokortikoidy, jez hraji ddlezitou roli
v regulaci metabolizmu (Arey et al., 2006; cs.wikipedia.org/wiki/Stres).

Stres u prasat souvisi hlavné s intenzivnim Slechténim. Extrémni Slechténi
u nich totiz vede ke snizovani odolnosti vi&i stresovym faktordm, coz mlze vézt

ke vzniku stresového syndromu.

Stresor » Mozkova kira
Stres Hypotalamus (CRH)
Dfefi nadledvin (adrenalin) Adenohypofyza (ACTH)

Klra nadledvin

|

ZvySeny vydej glukokortikoid do tkané

|

Mobilizace energie

Obrazek €. 1 Humoralni mechanizmus stresu (www.cathleen.wz.cz/chovzviratll/cvika/8.doc)
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2.2 Genetické markery v chovu prasat

Geneticky marker je jakykoliv geneticky znak nebo projev organizmu, ktery mize
byt pouzity na ureni specifického chromozdému, burnky anebo jedince. Jedna
se o0 kratky Usek DNA, heterochromatinovou oblast chromozému, ¢asto
oznaCovanou jako polymorfni znak, jehoz varianty se dédi podle mendelistické
dédi¢nosti a vyskytuji se v asociaci s genetickou variabilitou vlastnosti, dalezitou
v procesu Slechténi (Brascamp et al., 1995; Dvorék et al., 1996).

Ve Slechténi hospodéaFskych zvifat maji genetické markery celou fadu vyuziti
diky svym vlastnostem. Daji se napfiklad zjistit v kazdém véku zvifete véetné
embryi a spermatu, coz je vyhodou u znakd, které se projevuji az v pozdéjSim véku,
nebo se zjisti az po porazeni. Dale se mohou stanovit i u pohlavi, u kterého se dany
znak nevyskytuje (napf. ukazatele velikosti vrhu u kancl). VyuZivaji
se u znaku s nizkymi koeficienty heritability, které jsou obtizné ovlivnitelné pomoci
klasickych Slechtitelskych metod.

V praxi bylo navrzeno nékolik postupl vyuZziti genetickych markert. Jako prvni
se nabizi moznost vyuzit informaci o nich k pfedselekci na pozadovany genotyp
(napf. pro resistenci ke stresu) a nasledné provadét selekci na zékladé uZzitkovosti
jedince a jeho pfibuznych (na zakladé odhadnuté plemenné hodnoty). Druha
moznost je postupovat obracené. Nejprve selektovat na zékladé informace
o plemenné hodnoté a nasledné podle informace o genetickych markerech. Je také
mozné pomoci genetickych marker( vybirat rodie a provadét plemenitbu tak, aby
se jejich potomci vyznacovali konkrétnimi vlastnostmi. Tyto postupy Ize pojmenovat
jako marker asistovana selekce (marker assisted selection — MAS) (Humpolicek,
2005).

2.2.1 Lokusy pro kvantitativni znaky (QTL)

Poloha genu na chromozomu se nazyva lokus. Lokus pro gen, ktery ovliviiuje
kvantitativni znak, se nazyvé lokus pro kvantitativni znak, ve zkratce QT-lokus (nebo
jednoduse QTL). Moderni molekularni techniky umoznily vyhledavani QTL
v genomech raznych druhd. Tyto lokusy byly identifikovdny a zmapovany
na konkrétni chromozomy také u prasat. Na 6. chromozomu byl zmapovan QTL pro
jatecnou hodnotu a kvalitu masa do oblasti lokalizace RYR1 genu (Snustad et al.,
2009; Geldermann et al., 1996).
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2.2.2 Marker asistovana selekce (MAS)

Usek DNA nebo gen, ktery sam nevykonava zadnou funkci, ale je snadno
rozpoznatelny laboratornimi technikami, se oznacuje jako marker. Pomoci pfesné
planovanych experimentl je mozné dale zjistit, jak silna je vazba mezi markerem
a QTL. Vazba je tim silngjsi, ¢im blize jsou na chromozému QTL a marker
lokalizovany. Sila vazby pak muzZe byt charakterizovana jako Gplna ¢&i neuplna.
V pfipadé uplné vazby se gen a marker pfedavaji jako komplex a pfi nedplné vazbé
dochazi k rekombinacim a u potomku se pak vyskytuji nové kombinace marker-gen.

Pravé na sile vazby a na €etnosti moznych rekombinaci zavisi vyuZzitelnost markeru

viinos

v

polygeny, a jejich plsobeni na uzitkovost (Guimaraes, 2007).

rekombinace korelace
MARKER ——» QTL —— » OSTATNI POLYGENY

N

pusobeni na uzitkovost

vazba

Obréazek €. 2 Schéma vztaht marker — QTL — kvantitativni znak (Pfibyl, 1995)
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2.3 Stresovy syndrom prasat (PSS)

Stresovy syndrom prasat (Porcini Stress Syndrome — PSS), nékdy také
zatéZzova myopatie nebo maligni hypertemie, je geneticky podminéné onemocnéni.
Tuto poruchu zplsobuje dédiéné podminéna nedostate¢na latkova vyména
ultrastrukturalnich organel svalovych bunék. Buriky odpovidaji za vyuzivani kysliku,
a tim i za nedostatek vzniklého kysliku ve tkanich s naslednym kompenzacnim
zrychlenim anaerobni glykolyzy v bilych svalovych viaknech (DraZzan et al., 1987).

Prislusnd mutace se nachazi na genu RYR1, ktery kdéduje vapnikovy kanal
sarkoplazmatického retikula kosternich svall. Touto mutaci pak dochazi ke zvySeni
citlivosti kosternich svalu prasat na rizné podnéty (fyzikalni, nervové, endokrinni
nebo farmakologické). Nakonec toto vSechno vede ke zvétSenému uvolfiovani
vapenatych iont, jez pfispiva k pfed€asné a zintenzivnéné svalové c&innosti
a poskozovéani na submolekularni drovni.

ZvySenou hladinu krevni glukézy zplsobuje aktivace sympatiko-adrenergniho
sytému (SAS) a zvétSenou hladinou glukokortikoidd. V intracelularnich prostorach
je nedostatek gluk6zy kompenzovan zvySenou spotifebou glykogenu a ATP.

Hypermetabolismus zapfi€ini zvySeni spotfeby kysliku a svalového
glykogenu, uvoliuje se teplo, kyseliny a draslik s oxidem uhli¢itym, cozZ
pfispéje k cyandze a tachykardii. Rychly nastup anaerobniho metabolismu vede
k wvy38i hladiné laktatu s naslednou metabolickou a respiraCni acidézou
(www.soubory.vfu.cz/fvl/klinika_chorob_prasat/PSS-stresovy-syndrom.doc; Tvrdon,
2004; Fujii et al., 1991).

2.3.1 Klinické p Fiznaky a vyskyt

Mezi klinické pfiznaky patfi potize s dychanim (dychani s otevienou dutinou
astni €i zrychlené dychani), zvySena teplota, zrychlena srde¢ni &innost, svalové
zaSkuby nebo cyanOza, zapfi¢inéna predevSim teplotnim ¢&i socialnim stresem
(vzdjemné boje, pfipousténi, michani riznych skupin). Déle se vyskytuje Cervené
zbarveni kOZze nebo nepravidelné vyblednuti zplsobené zanétem, maligni
hypertermie (svalova ztuhlost, fialové skvrny na k0Zzi, metabolicka acidoza,
respiracni acid6za), rychly kolaps a témér okamZity rigor mortis.

Onemocnéni se nejcastéji vyskytuje u plemen, u nichZz se procesem Slechténi

postupné sniZzoval podil tuku v jate€ném téle a zvySovaly se naroky na co nejvétsi
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osvaleni (plemena landrace a pietrain). Pokud se u téchto plemen projevi gen pro
stresovy syndrom prasat, maji pak tito jedinci zvySenou nachylnost na postmortélni
zhor3eni kvality svaloviny a citlivost ke stresu a anestetikiim. Slechténa plemena
vykazuji nizSi podil tuku a vySSi hmotnostni pfirastky, coz se zda jako hlavni vyhoda
ekonomickych ukazateld, ale zhorSena postmortalni kvalita masa a zvySena citlivost
ke stresu se pochopitelné jevi jako ekonomicky naprosto nevhodné vlastnosti
(www.soubory.vfu.cz/fvl/klinika_chorob_prasat/PSS-stresovy-syndrom.doc;

Kfenkova, 1999; Fujii et al., 1991).

2.3.2 Dasledky PSS

2.3.2.1 PSE maso (bleda, m ékk& a vodnaté svalovina)

Jedinci se stresovym syndromem maji sklon k motorickému neklidu
a i po menSich zatéZovych situacich se u nich vyskytuje svalovy tfes,
rychlé a povrchni dychani, duSnost, slabost, prehfati a snadna unavitelnost.
Vznik PSE (Pale Soft Exudative) masa je zplUsoben vystavenim zatéZi
v pfedporazkovém obdobi (napf. manipulace, dehydratace, doba odpocinku atd.)
(www.soubory.vfu.cz/fvl/klinika_chorob_prasat/PSS-stresovy-syndrom.doc).

Projev této vady masa je od velmi mirného aZ po zcela vyznamny. Rozhoduje
situace tésné pfed porazkou a bezprostfedné po ni. U prasat s dispozici k tvorbé
PSE masa, se v okamziku jejich zabiti spusti velmi rychly pribéh degradace
glykogenu a adenosintrifosfatu na kyselinu miléénou a inosinovou. Hodnota
pH poklesne do jedné hodiny post mortem na 5,80 a niZ8i. Rychla glykogenolyza
uvolni velmi mnoho energie a zvySi teplotu svaloviny tfeba az na + 43 °C. ZvySena
teplota a kyselost svaloviny zplsobi ¢aste¢nou denaturaci svalovych bilkovin, ktera
ma za nasledek zhorSeni vaznosti masa (Ingr, 2003).

Z dlvodu vycerpani velké casti glykogenu a ATP jeSté prfed porazenim
dojde po poraZeni k typickym postmortalnim zménam. To znamend, Ze ma svalstvo
svétlou, Sedobilou nebo SedoZlutou barvu, kfehkou konzistenci a vodnaty
vzhled, jeZz je viditelné na obrazku €. 3 (Geldermann et al., 1996). NejCastéji
se tyto zmény nachézi v hfbetnich svalech, jako je pfedevSim m. longissimus dorsi
a ve svalech glutealnich. Vtéchto svalovych skupinach se totiz nachazi
nejvétSi  podil pravé bilych vidken s vysokou glykolytickou aktivitou

(www.soubory.vfu.cz/fvl/klinika_chorob_prasat/PSS-stresovy-syndrom.doc).
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Obréazek ¢. 3 PSE maso (Battersby et al., 1999)

2.3.2.2 DFD maso (tmava, tuha a sucha svalovina)

Vznik DFD (Dark Firm Dry) masa je dan vyCerpanim zvifat, kdy se glykogen
ve svalech snizil k nulové hlading, a vznikla kyselina mlé€na byla ze svaloviny
odvedena krevni cestou, coz zpusobilo zmeény v konzistenci a barvé svaloviny
a narusilo normalni pribéh zrani masa po porazeni. V takové situaci porazené zvire
poskytne maso velmi tmavé zbarvené (spotfebitel ho miZe povaZovat za maso
ze starého zvifete) stuhou konzistenci a lepivym povrchem jako na obrazku
¢. 4. Hlavni negativni vlastnosti DFD masa je vSak jeho neudrznost. Nema obvyklou
vlastni kyselost, a proto velmi rychle podléhd mikrobidlnimu kazZeni. Jeho

Nt

pH hodnota je po 24 hodinach 6,20 a vy3Si (DraZan et al., 1987; Ingr, 2003).

e " -

Obrazek ¢. 4 DFD maso (Chambers et al., 2001)

2.3.2.3 Akutni nekréza zadovych sval U

K nekréze (pasivni bunécné smrti) dochazi u prasat citlivych na stres po silném

zatizeni (napf. zapousSténi, veterinarni zakrok apod.). Stane se tak, kdyZ prase
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prezije toto zatizeni déle jak 2 - 5 hodin. Svalova vlakna zadrzuji sodik, ktery vaze
vodu, a svalova vlakna pak otékaji — viz obrazek €. 5. NaruSi se zasobovani krvi
a tim i kyslikem a dojde k degeneraci a naslednému odumirani bunék (vlastni
nekréza). Jedinci maji vysokou teplotu, zhorSeny pohyb, nechutenstvi a jejich
hibetni svaly jsou jednostranné nebo oboustranné zdurelé. Zvifata odmitaji vstat
a projevuje se u nich patrna bolestivost. Pokud jedinci preziji akutni fazi, vyhojeni
trvd nékolik mésica, ale vétSinou hynou pravé béhem akutni faze (Drazan et al.,

1987; www.soubory.vfu.cz/fvi/klinika_chorob_prasat/PSS-stresovy-syndrom.doc).

Obréazek ¢&. 5 Makroskopicky pohled na akutni nekrézu

(www.soubory.vfu.cz/fvl/klinika_chorob_prasat/PSS-stresovy-syndrom.doc)

2.3.2.4 Akutni zat éZova kardiomyopatie

Akutni kardiomyopatie je rychle probihajici selhani krevniho obéhu, které
jedince nebo jeho nutnym porazenim. Vylé€eni neni mozné kvali velmi rychlému

pribéhu onemocnéni (Drazan et al., 1987).

2.3.3 Gen ryanodinového receptoru ( RYR1)

Gen RYR1, oznacovany také jako HAL (halotanovy gen) nebo jako CRC (gen
vapnikového kanalu), je svou mutaci zodpovédny za vznik PSS. Gen RYR1 koduje
vapnikovy kanal sarkoplazmatického retikula kosternich svalll. Tato mutace
nasledné zpulsobi zvySeni citlivosti kosternich svall prasat na rlzné podnéty
(pf. nervové, endokrinni, fyzikalni). Nasledkem toho dochazi ke zvySenému
uvolfiovani vapenatych iontd (Ca®") z vapnikového kanalu sarkoplazmatického
retikula, coz vede ke zvySené a predCasné svalové cinnosti (zvySena interakce

kontraktilnich proteind aktinu a myosinu) a poskozovani svali na submolekularni
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arovni  (www.soubory.vfu.cz/fvl/klinika_chorob_prasat/PSS-stresovy-syndrom.doc;
Fujii et al., 1991).

V roce 1991 byla nalezena bodova mutace na 6. chromozomu — 6pl.1-g2.1
(viz obr. €. 6). Metodami PCR-RFLP (oznaCované jako DNA test) se bézné stanovuji
dveé varianty genu RYRL1. Jednd se o alely znamé pod symboly "N" a "n". Alely se od
sebe 1i8§i zadménou jedné baze genetické informace genu RYRL1.
Je to v pofadi 1843. baze. Pokud se na tomto misté nachazi baze cytosin (C),
je to dominantni alela N. V pfipadé, kdy je na misté baze thymin (T), jde o alelu
recesivni n.

Konkrétni jedinec pak mdzZe mit genotyp:

* NN = odoIné na stres

* Nn = odolné na stres, ale néktefi potomci mohou byt citlivi na stres

* nn = citlivé na stres

Proto doSlo k vytvofeni rutinnich laboratornich metod k uréeni genotypu v tomto
genu a nasledné byl tento gen hojné vyuzit k selekci prasat odolnych vugci stresu.
Gen RYR1 mé& vztah také k vy3Simu obsahu libové svaloviny u recesivnich
homozygotu a také k reprodukci (Humpoli¢ek, 2005; Tvrdonr, 2004; Fuijii et al., 1991;
Dvorak et al., 1999).

1.5 I CYBA

1.4

1.3 ]

12 LCAT

13 RYR1 P

x 1 LIPE ITGFBl IGFI
21 | APOE |e FUT)
22 FUT2
ii I PGD IENOI FUT2P
2

28 I K51

31

3.2 PRKACE
33

s IGLU'rl

Obréazek €. 6 Cytogeneticka mapa 6. chromozomu prasete (Kfenkova, 1999)
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2.4 Molekularn é - genetické metody

2.4.1 Polymerazova fretézova reakce (PCR)

V souCasné dobé jsou znamy kompletni nebo téméF kompletni nukleotidové
sekvence mnoha genom(. Dostupnost téchto sekvenci v databazich umoziuje
izolovat geny nebo dalsi vybrané sekvence DNA. NamnoZeni sekvence DNA
je provadéno in vitro. Sekvence mohou byt prakticky béhem nékolika hodin
amplifikovany milionkrat nebo i vickrat. Tuto metodu vyvinul v roce 1980 Kary Mullis
a v roce 1993 za ni obdrzel Nobelovu cenu za chemii (Snustad et al., 2009).

Polymerase Chain Reaction (PCR) je enzymatické namnoZeni cilové sekvence
DNA, umisténého mezi dvéma oligonukleotidovymi primery (malé Useky DNA
0o znadmé sekvenci tvofené 20 - 25 nukleotidy), pomoci termostabilni
DNA-polymerazy procesem teplotniho cyklovani. Zpravidla se jednd o Taq
polymerazy izolované z termofilni bakterie Thermus aquaticus. Taq a dalsi
polymerazy jsou znazornény v tabulce ¢. 1. Jeden z primerl je komplementérni
k jednomu fetézci molekuly DNA na jedné strané cilové sekvence a druhy primer
je komplementarni k druhému Fetézci molekuly DNA na opacné strané cilové
sekvence. Kromé primerd a DNA-polymerazy je k provedeni PCR dostate¢na
zasoba volnych deoxynukleotidd (dNTP) (Nussbaum et al., 2004; www.generi-

biotech.com/real-time-pcr-sondy-kvantitativni-real-time-pcr/; Ko¢arek, 2003).

Polymerasa 5§ -> 3° 3°-> 86
exonukleasa “exonukleasa

Tag ano ne
T ano ne
Tbr ano ne
Tth ano ne
Stoffeluv ne ne
fragment

Tl ne ano
Pfu ne ano
Pwo ne ano
Ul Tma ne ano

Tabulka €. 1 Prehled termostabilnich DNA polymeraz podle jejich exonukleasové aktivity (Prisa, 1997)
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Metoda zahrnuje tfi kroky, které se mnohokrat opakuji (cykluji):

1) Denaturace - v prvnim kroku je genomova DNA, obsahujici sekvence, jez
maji byt namnozZeny, denaturovdna zahratim na 92 — 96 °C po dobu asi
30 sekund.

2) Annealing - ve druhém kroku je denaturovana DNA hybridizovana
s nadbytkem syntetickych oligonukleotidovych primerd. Spole¢né se inkubuji
pfi teploté 45 — 65 °C po dobu pfiblizné 30 sekund. Idealni teplota pro
pFipojeni primery je zavisla na poctu a typl bazi, ze kterych jsou slozeny.

3) Elongace - ve tfetim kroku je pouzita DNA-polymeréaza pro replikaci useku
DNA mezi misty komplementarnimi k oligonukleotidovym primerdm. Primer
poskytuje volnou 3"-OH skupinu potfebnou pro kovalentni navazani dalSiho
nukleotidu a nasledné prodluzovani fetézce ve sméru 5°—3". Denaturovana
genomova DNA pfitom zajiStuje funkci templatu. K polymeraci obvykle
dochdzi pfi 70-72 °C podobu 1,5 minuty.

Po dobéhnuti jednoho cyklu se pocet useki DNA zdvojnasobi. V dalSim cyklu
se produkty prvniho cyklu replikace denaturuji a po pfipojeni primer0 replikuji DNA
polymerazou, coz je znazornéno na obrazku €. 7. Proces se opakuje zpravidla
ve 20 - 40 cyklech, dokud se nedoséhne poZadovaného stupné amplifikace
(Snustad et al., 2009; Koc¢éarek, 2003).

K provedeni PCR reakce jsou potfebné tyto slozky:
« H,0
* pufr — pro udrzeni stabilnich podminek smési
*  MgCl, - nezbytny pro ,start* polymerazy
» dNTP’s — stavebni jednotky pro vytvareny isek DNA
(960 pl H,O + 10 pl dATP + 10 pl dCTP + 10 pl dGTP + 10 pl dTTP)
 primery (P, a P,;) — syntetické oligonukleotidové Fetézce, vazici
se na specifické misto DNA
* Tag polymeraza — katalyzuje syntézu DNA z volnych nukleotid(
» DMSO - pro efektivngjsi a rychlejsi vstfebavani substanci

» izolat — biologicky vzorek obsahujici DNA, ktera ma byt amplifikovana
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Obréazek €. 7 Pouziti PCR k namnozeni molekul DNA in vitro (Snustad et al., 2009)

2.4.2 Polymorfismus délky restrik  énich fragment G (RFLP)

Podstatou metody polymorfismus délky restrikénich fragmentd (Restriction
Fragment Length Polymorphism; RFLP) je enzymatické Stépeni molekul DNA
ve specifickém Stépném (restrikénim) misté enzymem, ktery se nazyva restrikéni
endonukleaza (Bartova, 2011). Identifikace a analyza produktl Stépeni se provadi
elektroforetickym délenim. Bakterialnich restrikénich endonukleaz je znamo velké
mnozstvi (asi 1500). LiSi od sebe tim, Ze rozpoznavaji rizné kratké sekvence
nukleotidll [4, 6, 8] a Zze Stépi DNA na rGzné dlouhé fragmenty podle individualniho
pofadi bazi a podle rozpoznané sekvence. Pocet a délka fragmentl je pro daného
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jedince specificka. Nékteré restrikéni endonukledzy jsou citlivé na methylaci DNA.
Nékdy methylace adeninu a cytosinu inhibuji $tépeni, jindy je methylace pro stépeni
nezbytna. RozliSeni rdznych DNA se provadi na zakladé polymorfismu délky
Stépnych Usekl. Tento polymorfismus vznika na zakladé pritomnosti nebo
nepritomnosti  rozpoznavacich a Stépnych mist. Restrikéni endonukleazy,
rozpoznavajici kratsi sekvenci, Stépi DNA C€astéji na mensi Useky, zatimco restrikéni
endonukleazy, které rozpoznavaji delSi sekvenci, Stépi méné Casto a na delSi
fragmenty. Ukazka restrikéni endonukledzy Haelll a jejiho Stépného mista
je na obrazku €. 8 (Prusa, 1997; Béartova, 2011).

s;:u}@%g: i SO
6l | € Haelll o g CF

g g

misto stépeni

Obrazek ¢&. 8 Restrikéni endonukledza Haelll a jeji Stépné misto (Bartova, 2011)

2.4.3 Elektroforéza

Elektroforéza je metodou vyuZivajici schopnosti nabitych &astic v elektrickém
poli. Rychlost pohybu c&astic je zavisla na velikosti naboje a molekuly, proto
se rtzné velké a rGzné nabité molekuly budou pohybovat odliSnou rychlosti
(biochemie.sweb.cz/x/metody/elektroforeza.htm#princip).

K elektroforéze je potfeba elektroforeticka vana s elektrodami. Dale je tfeba gel,
v némZ probéhne separace, a zdroj stejnosmérného elektrického proudu. DNA
migruje od zaporného ke kladnému pélu. Rychlost migrace je kromé jeji velikosti
dana také vlastnostmi gelu, pufru a napétim (Smarda, 2005).

Elektroforéza se z praktickych davodd provadi na vhodném nosici. Jako

nejc¢astéjsi nosice jsou vyuzivany agarézove nebo polyakrylamidove gely.

2.4.3.1 Agarozova elektroforéza

Agaréza je linearni polysacharid, jehoZz z&kladni jednotka se sklada
z B-D-galaktozy a 3,6-anhydro-a-L-galakt6zy. V agar6zovém gelu se nachazi dlouhé
sacharidové polymery mezi sebou spojeny nekovalentnimi vodikovymi mastky

a hydrofébnimi vazbami. Tato struktura vytvafi trojrozmérnou sit, jejiz pory slouzi
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jako molekulové sito. Cim vy3$8i ma agaréza koncentraci, tim mensi fragmenty Ize
od sebe oddeélit. Dulezita soucast elektroforézy je také volba elektroforetického
pufru. Mezi nejCastéji pouzivané pufry patfi TAE (Tris-Acetate-EDTA) a TBE (Tris-
Borate-EDTA). K urCeni velikosti fragmentu na zakladé jeho elektroforetické
pohyblivosti slouzi hmotnostni standardy o zndmé velikosti. Jedna se predevsim
o fragmenty plazmidovych molekul nebo genomu bakteriofagu, jejichz presna
velikost byla ur€ena sekvenovanim. Pro identifikaci polohy separovanych fragmentu
je pouzivan ethidium bromid (EtBr), ktery funguje jako interkala¢ni cinidlo
a vmezefuje se mezi sousedni pary bazi. Pfi UV ozafeni o vinové délce
320 nm se fluorescence EtBr zvySuje na viditelnou droven. Elektroforéza probiha
v elektroforetické vané, jejiz schéma je znazornéné na obrazku €. 9 (Brody et al.,
2004; LePecq et al., 1967; Stellwagen, 2009).

vzorek DNA

Obréazek ¢&. 9 Schéma elektroforetické vany

(biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Elektroforeticka%20vana.htm)

2.4.3.2 Polyakrylamidova elektroforéza (PAGE)

DalSim nejCasté&ji pouzivanym elektroforetickym médiem v molekularni biologii
je polyakrylamidovy gel. Jde o vertikalni elektroforézu. Smés akrylamidu
a bisakrylamidu polymerizuje pfi pokojové teploté v pufru (TAE) pomoci volnych
radikald poskytovanych persulfatem amonnym (APS), ktery zpusobuje homolytické
Stépeni vazeb O-O. K urychleni polymerizace se pouziva volna zasada
tetrametylendiaminu (TEMED), ktery katalyzuje tvorbu volnych radikald persulfatu
amonného. DalSim uzivanym iniciatorem polymerizace je riboflavin, ktery je a&inny
jiz ve velmi nizkych koncentracich 5 - 10 ng/l. Polymerizace se neuskutecni pfi

nizkém pH nebo za pfistupu O, (Prisa, 1997).
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2.5 Plemeno éeské bilé uslechtilé ( CBU)

Plemeno &eského bilého uslechtilého prasete (CBU) vzniklo z pavodniho
klapouchého prasete ,Cesky Stétinac" krizenim s dovezenymi plemeny z Némecka
a Anglie. Vroce 1927 doSlo k zahajeni tvorby bilého uSlechtilého plemene
pfevodnym kfizenim s némeckym uSlechtilym plemenem a také s velkym bilym
anglickym plemenem. V mezivdle€ném obdobi zacala Cdistokrevna plemenitba
a kontrola uzitkovosti. V povaleném obdobi byl rozvoj plemene spiSe kvantitativni.
Snahy o zlepSeni vlastnosti pfisly pozdé&ji s vyuzitim importu landrace. V 70. — 90.
letech 20. stoleti bylo plemeno zaclenéno do hybridizaéniho programu, kde ma své
misto jako matefské plemeno. Pfi intenzivnim Slechténi masného typu vznikla
otcovska linie, ze které se vytvofilo samostatné plemeno bilé otcovské (Brody et al.,
2004).

2.5.1 Charakteristika plemene

Charakteristicky je pro CBU vétsi az velky t&lesny rdmec, mirné prohnuta hlava
se vzpfimenym uchem, stfedné dlouhé koncetiny, jemnéjsi, ale pevna kostra, pevna
konstituce s vysokym stupném odolnosti vuci stresium a bild barva kaze a Stétin.
Toto plemeno ma velmi dobré reprodukéni vliastnosti, vynikajici ristovou schopnost,
velmi dobou konverzi Zivin, velmi dobou masou uZzitkovost a dobrou kvalitu masa.
Hmotnost kance se pohybuje od 300 do 320 kg a hmotnost prasnice mezi 220 a 250
kg. Kanec méfi v kohoutku 88 aZ 95 cm a prasnice 80 az 85 cm. Typicky zastupce
tohoto plemene je kanec znazornény na obrazku €. 10 (Sambraus, 2006;

WWW.SouSs.ji.cz/pages/sipvz/stahni.php?soubor=552.pps).

Obréazek €. 10 Plemeno ¢eské bilé uSlechtilé (www.sous.ji.cz/pages/sipvz/stahni.php?soubor=552.pps)
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3. Cil prace

Cilem diplomové prace bylo provést genotypizaci vybraného lokusu, spojeného
s kongenitélni chorobou PSS, na vybraném panelu vzorkd. Analyzy byly provedeny
molekularné-genetickymi metodami. Na zavér byl zhotoven vyskyt této choroby
ve zkoumaném souboru zvifat a byly provedeny vypoclty frekvence alel
a genotypu a také statistické vyhodnoceni vztahu mezi genotypem a projevem PSE.

V zavéru byla formulovana chovatelska doporuceni.
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4. Material a metodika

4.1 Material

K analyze genu RYRL1 byla pouzita tkan od 60 plemenik( plemene Ceské bilé
uSlechtilé z chovu polského chovatele, ktery si nepfal byt v praci uveden. Vybrany
panel obsahoval 20 jedincu bez projevu PSE, 20 se slabym projevem a dalSich

20 s vyraznym projevem PSE.

4.2 Metodika

4.2.1 Izolace DNA z tkani

Pro izolaci DNA byla vyuZita usni tkan, ziskana pfi vrubovani zvifat. Pfi izolaci
se pouzil komeréné dostupny kit od firmy Macherey-NagelNucleoSpin® Tissue.

Postup izolace vychazel z manualu vyrobce.

4.2.1.1 Postup izolace

V prvnim kroku se pfipravi vzorky roziezanim 25 mg tkdné na malé kousky
a vlozi se do eppendorfky. Druhym krokem je pre — lyza, kdy se ke vzorkim pfida
180 ul pufru T1 a 25 ul roztoku proteinazy K. V3e se promicha na vortexu.
Zkontroluje se, zda jsou vzorky Uplné prekryty lyzacnim roztokem. Inkubuje
se na 56 °C do kompletni lyzy (nejméné 1 az 3 hod). V pribéhu inkubace se obcas
vzorky promichaji na vortexu. Ve tfetim kroku probéhne lyza, pfi které se vzorky
promichaji na vortexu. Pfida se 200 ul pufru B3, dikladné se promicha a 10 min
se necha inkubovat na 70 °C. Kratce se promicha. Pokud jsou viditelné
nerozpusténé Castice, centrifuguje se 5 min pfi vysokych otackach (11 000 x @)
a supernatant se prenese do nové eppendorfky. Ctvrtym krokem dojde k vytvofeni
DNA-binding podminek. Ke vzorkim se pfida 200 pl etanolu (96 — 100%)
a dukladné se promicha. Po pfidani etanolu se mohou srézet vlakna, coz neovlivni

DNA izolaci. VSechen precipitat se pfenese do kolony v nasledujicim bodé. Patym
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krokem je navazani DNA. Pro kazdy vzorek se umisti jedna kolona
NucleoSpin®Tissue do 2 ml tuby a do kolony se nanese vzorek. Centrifuguje
se 1 min pfi 11 000 x g. Odstrani se protekly roztok a kolona se umisti zpét do tuby.
V Sestém kroku se proplachuje silica membrana. Pfi prvnim pfemyvani se do kolony
pfida 500 pl pufru BW a centrifuguje se 1 min pfi 11 000 x g. Odstrani se protekly
roztok a kolona se umisti zpét do tuby. Ve druhé pfemyvani se do kolony pfida
600 pl pufru B5 a centrifuguje se 1 min pfi 11 000 x g. Odstrani se protekly roztok
a kolona se umisti zpét do tuby. Sedmym krokem je suSeni silica membrany, kdy
se kolona centrifuguje 1 min pfi 11 000 x g. Zbytek etanolu se v pribéhu
centrifugace odstrani. V poslednim kroku se vymyje vysoko Cista DNA. Kolona
se umisti do 1,5 ml eppendorfky a pfida se 100 ul temperovaného pufru BE (70 °C).
Inkubuje se 1 min pfi pokojové teploté. Centrifuguje se 1 min pfi 11 000 x g.

Po dokonceni izolace je provedena kontrola ziskani DNA elektroforézou na 1%

agardozovém gelu. Ziskana DNA se po dobu analyz uchovava pfi + 4 °C.

4.2.2 Polymorfismus RYR1

Pro analyzu polymorfismu (Arg615Cys) v genu RYR1 se vychazelo z prace
Fujiiho J. et al. (1991). Tato prace byla nasledné modifikovana na pouZzitou tkan
a laboratorni podminky laboratofe molekularni genetiky na katedfe genetiky,
Slechténi a vyZivy zvifat ZF JU.

K analyze mutace nukleotidu 1843 je amplifikovana sekvence 74 bp za vyuZziti
nasledujicich primerd: P; (forward) 5 -GTTCCCTGTGTGTGTGCAATGGTG-3',
ktery odpovida prase¢im ryrl cDNA nukleotiddm 1811 aZz 1834, a P, (reverse)
5-ATCTCTAGAGCCAGGGAGCAAGTTCTCAGTAAT-3", ve kterych poslednich
24 nukleotidll je komplementarnich k ryrl cDNA nukleotidim 1861 az 1884.

4.2.3 Slozeni PCR master — mixu

Pro gen RYR1 je sloZeni master — mixu na jeden vzorek nasledujici:

e 12,5 ul H,0
e 2 ulpufru

« 2,5pl MgCl,
« 2pldNTP's
o 1ulbPy
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o 1ulP,

« 1pIDNA

« 1yl DMSO

e 2 ul Tag polymerazy (1,8 pl H,0 + 0,2 ul Tag DNA polymerazy)

4.2.4 Pribéh PCR v termocykleru

Na termocykleru se zvoli pfislusny program, v tomto pfipadé program pro gen
RYRL1. Vlastni prtbéh PCR zacina pfipravnym zahtatim na 94 °C po dobu 2 min.
Dale probéhne 35 cykld, pfi nichz se opakované stfidaji vSechny tfi faze PCR.
Denaturace probiha pfi 94 °C, anealing pfi 59 °C a elongace pfi 72 °C. Kazda faze
trvad 45 vtefin. Dokonceni PCR je pfi 72 °C po dobu 2 min. Nakonec dojde

ke zchlazeni na 15 °C, aby se vzorky mohly uskladnit v lednici pro dalSi pouziti.

4.2.5 Agar6zova elektroforéza pro kontrolu proveden i PCR
produktu

PCR produkt je nasledné zkontrolovan elektroforeticky na agar6zovém gelu. Gel
se pripravi smichanim 100 ml 1% roztoku TBE s 2,5 g agar6zy a da se zahrat
na 3 min do mikrovinné trouby, dale se pracuje ve flowboxu, kde se pfida
17 pl ethylium bromidu a smés se nalije na pfedem pfipravenou formu s hiebinky
a necha se zatuhnout.

Gel se ponofi do elektroforetické vany a do jednotlivych jamek gelu se vklada
smés 5 pl barviva bromfenolové modfi a 5 pl DNA. Vlastni elektroforéza pak probiha
pfi napéti 120 V po dobu 45 min. Nasleduje vizualizace vzorkd pod UV svétlem
a vysledek se zaznamena pomoci fotografie.

Po provedeni kontrolni agar6zové elektroforézy pro stanoveni pfitomnosti PCR
produktu se ukaze, které vzorky obsahuji namnozenou DNA a u jakych vzorki

se musi zopakovat cely postup.

4.2.6 RFLP

Do vzorkd, u nichz kontrolni elektroforéza potvrdila pfitomnost PCR fragmenta,
se prida restrikéni endonukledza (restriktaza) HinPl a reakéni smés se nasledné
inkubuije pfes noc pfi 37 °C.
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Nasledné genotypizace se provede elektroforézou na 3,5% agar6zovém gelu.
Pro pfipravu gelu se smichd 100 ml 1% roztoku TBE s 3,5 g agar6zy a zahfeje
se 3 min v mikrovinné troubé: Nasledné se ve flowboxu pfida 17 pl ethylium bromidu
a vSe se nalije na pfedem pfipravenou formu s hifebinky a necha se ztuhnout.

Do elektroforetické vany se ponofi gel a do jednotlivych jamek gelu se vklada
smés 5 pl barviva bromfenolové modfi a 5 pl DNA. Elektroforéza probiha pfi napéti
100 V po dobu 60 min. Na zakladé vizualizace vzork( pod UV svétlem se vysledek

zaznamena pomoci fotografie, ze které se provede genotypizace.
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4.3 Frekvence alel a genotyp 0

Frekvence (Cetnost) vyjadfuje pravdépodobnost vyskytu. Pro jednoduchost
se aplikuje model lokusu se dvéma alelami, znaené pismeny
LAY a a“— 3 genotypy. Rozsah populace znazornuje pismeno ,N“. RozliSuji
se frekvence absolutni (velkd pismena) a frekvence relativni (mala pismena).
V pfipadé genu RYR1 se pouZivaji pismena ,N“ a ,n“, proto byl rozsah populace

oznacen jako N,.

Pro vypocet frekvence alel a genotypl byly pouZzity nasledujici vzorce:

Soucet

Alely N n
Absolutni frekvence P=2D+H Q=2R+H P+Q=2N,
Relativni frekvence p = 2b+H P g = 2R+H Q@  p+g=1

2N, 2N, 2N, 2N,

nebo nebo
1
p=d+ Eh q=r+ zh
Soucet

Genotyp NN Nn nn
Absolutni frekvence D H R D+H+R=N,
Relativni frekvence d= D B = H . LS d+h+r=1

Ny Ny Ny
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Kde: D, d — dominantni homozygoti
H, h — heterozygoti

R, r — recesivni homozygoti

4.4 Vztah mezi genotypem a projevem PSE

K vyhodnoceni vztahu mezi jednotlivymi genotypy a projevem PSE byl pouZit
statisticky program Microsoft Minitab 15.1. V programu se pouZila jednocestna
funkce ANOVA (One-way Analysisof variance).

Pomoci této funkce byla ovéfena pravdivost P nulové hypotézy
Ho — jednotlivé stupné PSE (1, 2, 3) jsou podminény jednotlivymi genotypy
(NN — bez PSE, Nn — slabé PSE, nn — vyrazné PSE). Pokud vyjde hodnota
P < 0,05 Ize s95% spolehlivosti hypotézu Hy, zamitnout, v opacném pfipadé

hypotéza plati.

Ve statistickém programu Microsoft Minitab 15.1 byly funkci ANOVA pouZity

nasledujici vzorce:

Stuperi volnosti N=n-1
n
Suma v3ech &tvercu SS = Z(xi — x)?
i=1
SS
M SZ = W
2
S1
F-hodnota F=—=
S3
P-hodnota. P=1-f(F)

Kde: n— pocet faktord
x;— hodnota znaku 7
X — aritmeticky prmér znaku ve skupiné
s1, 52— rozptyl prvni a druhé skupiny
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5. Vysledky

Zvolenou metodikou bylo uréeno ze souboru 60 plemeniki Ceského bilého

uSlechtilého

plemene 12

dominantnich

homozygotd, 41

heterozygotu

a 7 recesivnich homozygotl. Rozdéleni jednotlivych genotypud v jednotlivych

kategoriich s ohledem na projev PSE je uveden v tabulce €. 2.

wrons | CETOtR | GOt | iy [ vzores S5 | o pse
1 Nn 1 21 NN 2 41 Nn 3
2 Nn 1 22 Nn 2 42 Nn 3
3 Nn 1 23 Nn 2 43 Nn 3
4 Nn 1 24 Nn 2 44 nn 3
5 Nn 1 25 Nn 2 45 Nn 3
6 Nn 1 26 Nn 2 46 Nn 3
7 Nn 1 27 Nn 2 47 Nn 3
8 NN 1 28 Nn 2 48 nn 3
9 Nn 1 29 NN 2 49 nn 3
10 Nn 1 30 NN 2 50 Nn 3
11 Nn 1 31 NN 2 51 Nn 3
12 Nn 1 32 Nn 2 52 nn 3
13 Nn 1 33 Nn 2 53 NN 3
14 Nn 1 34 Nn 2 54 NN 3
15 Nn 1 35 NN 2 55 nn 3
16 Nn 1 36 Nn 2 56 nn 3
17 Nn 1 37 Nn 2 57 Nn 3
18 Nn 1 38 nn 2 58 Nn 3
19 Nn 1 39 Nn 2 59 NN 3
20 NN 1 40 NN 2 60 NN 3

Tabulkag. 2 Prehled zjiSténych genotypu a projevd PSE
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Graf €. 1 znazornuje rozloZeni ziskanych dat spole¢né s aritmetickym priimérem
projevi PSE masa u jednotlivych genotypl. VSichni zastupci nn genotypu, kromé
jednoho, meéli 3. stupen projevu PSE a aritmeticky primér genotypu nn se tedy blizi
hodnoté 3,0. U genotypu Nn se projev PSE nerovhomérné sniZoval od 1. stupné
po 3. stupen, z grafu pak vyplyva, Ze aritmeticky primér genotypu Nn dosahuje
hodnoty mirné pod 2,0. Genotyp NN byl nejvice zastoupen ve 2. stupni projevu PSE
a jeho aritmeticky prameér v grafu pfesahuje hodnotu 2,0.

3,0 - 00000 0000000000 000
&
2,5 4
I
(73]
a
5 \
3 &
O 2,0 . 0000000000000 00000
a
)5 &
=%
S
o
1li=iq
1,0 4 COI000000000000000 L)
nn Nn NN
Genotyp

Graf ¢. 1 ZjiSténa zavislost mezi stupném projevu PSE a genotypem
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Na grafu ¢ 2 je viditeIné, kromé aritmetického praméru projevi PSE masa
u jednotlivych genotypu, jako v predeSlém grafu, také rozlozeni ziskanych dat
pomoci krabicovych diagramd. U genotypu nn se vyskytoval, az na jednoho jedince,
3. stupen projevu PSE a jeho rozptyl je tedy v grafu témérf nulovy. Rozptyl genotypu
Nn nabyva hodnot mezi 1,0 a 2,5, coz vyplynulo z postupného snizovani poctu
genotypu Nn od 1. k 3. stupni projevu PSE. Genotyp NN byl nejvice zastoupen
ve 2. a nejméné v 1. stupni projevu PSE, a proto je jeho rozptyl v grafu znazornén

v rozpéti hodnot 2,0 a 3,0.

3,0 - —_—

1,0 -

Graf €. 2 RozloZeni zméfenych vysledkd pomoci krabicovych diagramu
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Z tabulky ¢. 3 a nasledného grafu €. 3 vyplyva, Ze ve skupiné projevu 1. stupné
PSE (tj. bez pfiznakl) se nevyskytoval Zadny recesivni homozygot nn. Pocet
jedincu s heterozygotnim genotypem Nn byl u této skupiny 18 a po€et dominantnich
homozygotd NN byl pouze 2. Ve skupiné projevu 2. stupné PSE (tj. slaby projev)
se objevilo také nejvice heterozygotld — 13 jedincd, dominantni homozygoti zde méli
svoje nejpocetnéjSi zastoupeni ze vSech 3 skupin — 6 jedincu a recesivni homozygot
byl v této skupiné pouze 1. Genotyp nn mél nejvice jedincl - 6 ve skupiné projevu
3. stupné PSE (ij. vyrazny projev), genotyp Nn se tady projevil poétem 10 jedincu
a genotyp NN poc¢tem 4 jedincu.

1. stupe n projevu | 2. stupe i projevu | 3. stupe i projevu
PSE PSE PSE
Genotyp NN 2 6 4
Genotyp Nn 18 13 10
Genotyp nn 0 1 6

Tabulka ¢. 3 Pfehled pocetniho zastoupeni genotypt v jednotlivych stupnich projevu PSE

20
18
16
14
12

10 NN

Nn

= B all

Stupen projevu PSE

Mnoistvi genotypu ve skupiné

o N B O

Graf €. 3 Grafické znazornéni hodnot z tabulky €. 3
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Postupem, uvedenym v metodice, byla zjisténa relativni frekvence alel
a genotypu. Alela N méla relativni frekvenci 54 % a alela n 46 %. Jednotlivé
genotypy byly v populaci zastoupeny v nasledujicich procentech - NN 20 %,
Nn 68 % a nn 12 %.

Jednocestnou funkci ANOVA byla vygenerovana tabulka &. 4, ve které
je dllezita pouze P-hodnota. Z tabulky vyplyva, Zze se P-hodnota rovna 0,004, coz
je mensi nez 0,05, proto Ize predpokladanou pocatecni hypotézu Hy zamitnout. Plati
tedy hypotéza Hi, Ze jednotlivé stupné PSE nejsou u zkoumané populace

podminéné jednotlivymi genotypy.

Znak N SS s? F P
Genotypy 2 7,037 3,519 6,08 0,004
Rezidua 57 32,963 0,578
Celkem 59 40,000

Tabulka €. 4 Prehled vysledkd funkce ANOVA

Tato studie 60 jedinct plemene Ceské bilé uslechtilé ukazala, Zze 12 z nich bylo
dominantnich homozygotu, 41 heterozygotl a 7 recesivnich homozygotd. Z toho
prvni stupen PSE masa méli pouze dominantni homozygoti a heterozygoti, kde
genotyp NN byl zastoupen 2 a Nn 18 jedinci. Druhym stupném se projevily vSechny
tfi genotypy — NN 6, Nn 13 jedinc a nn 1 jedinec. Ve tfetim stupni
se nachazely také vSechny tfi genotypy — NN 4, Nn 10 a nn 6 jedincl. Z vySe
uvedeného vyslo, Ze frekvence alely N byla 54% a n 46%. Frekvence jednotlivych
genotypu se podilely nasledujicimi procenty: NN 20 %, Nn 68 % a nn 12 %.
Statistickym vyhodnocenim vysla P-hodnota 0,004, coZ vedlo k zamitnuti hypotézy
Ho. Ze ziskanych dat tedy vyplynulo, Ze vznik rizného stupné PSE masa nebyl
u zkoumané populace jednozna¢né podminén genotypy. DuleZitou roli pfi vzniku

PSE masa tedy hral také vliv vnéjSiho prostiedi — stresu.
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6. Diskuze

Vyskyt jednotlivych stupit PSE masa u zkoumané populace 60 plemeniki
Ceského bilého uSlechtilého plemene nebyl jednozna¢né podminén projevem genu
RYRL1.

Fujii et al. (1991) jako prvni identifikoval mutaci na praseCim RYR1, ktera
je spojena srostoucim obsahem libového masa u prasat, ale také s maligni
hypertemii (stresovym syndromem prasat). De Smet et al. (1996), Hamilton
et al. (2000) a Sellier et al. (1998) se shodli na tvrzeni, Ze tyto vysledky vice ovliviuji
vznik PSE masa u prasat sgenotypem Nn a nn v porovnani s dominantnimi
homozygoty (NN), ktefi jsou negativni. Monin et al. (1999) zjistil negativni ovlivnéni
jemnosti masa alelou n RYRL1.

Rybarczyk et al. (2010) se zabyval vztahem mezi polymorfismem RYR1
a kvalitou kosterni svaloviny, zvlasté pak u kfizenych prasat plemena Pietrain.
Vyznamné rozdily v kvalité jate€ného masa mezi genotypy CC (NN) a CT (Nn)
na lokusu RYR1 neodhalil. Vysledky od nékolika autort, ktefi se zabyvali studiem
kvality jate€ného masa ve stejnych genotypech, nejsou jednoznacné. Busk
et al. (2000) uvedl, Ze jateCna téla prasat CT obsahovala vice libového masa s horsi
kvalitou ve srovnani s prasaty CC. Kusec et al. (2005) nepozoroval vyznamné
rozdily v feznické hodnoté jateCné upravenych té&l mezi prasaty sCC a CT
genotypem. Autofi vSak zjistili, Ze kvalita masa heterozygotl byla horSi. Také
Krzecio et al. (2005) a Kuhn et al. (2005) pojednavali o horsi kvalité masa ziskané
z CT prasat. Na druhé strané Kocwin-Podsiadla et al. (2003) nenaSel vyznamné
rozdily v kvalité masa mezi pojednavanymi genotypy RYRL1.

Otto et al. (2006) shromézdil informace o vztahu fenotypl a kvalité veprového
masa u 1155 trznich prasat. Hlavnim objektem studie bylo zkoumani vlivu nékolika
genetickych markerd na kvalitu masa v reprezentativnim vzorku trznich prasat
némeckych jatek. Bylo zjiSténo, Ze polymorfismus RYR1 ma nejvétSi vliv na kvalitu
masa ze vSech sledovanych markerd. Kazdy heterozygot pfenasi recesivni RYR1
pro citlivost na stres, coZz ma negativni dopad na kvalitu masa. Heterozygotni
prasata vykazovala mensi vytéZnost skoro ve v3ech vlastnostech kvality masa
v porovnani s homozygoty odolnymi na stres.

Maagdenberg et al. (2007) zkoumal Ucinek otcovské alely IGF-1I na vlastnostech
kvality jateéného masa u genotypll Nn a NN RYR1. Zjistil, Ze genotyp RYR1

ma vice negativni Uc€inek na kvalitu masa nez mutace IGF-Il. Zabyval se také roli
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genu RYRL1 v pfetéZovani metabolizmu postmortem a zjistil zvySeny vyskyt Ca*,
coz urychluje metabolizmus postmortem, a to urychluje metabolizmus
uhlohydratovych rezerv v souladu s vyvojem PSE.

Vysledky analyzy zkoumané populace naprosto neodpovidaji vysledkdm
ostatnich autord, coZz vyplyva z predeslych informaci. Tato skute¢nost maze byt
podpofena faktem, Ze pfedchozi studie byly provadény na jinych plemenech prasat
a vyznamnou roli zde mohla hrat i plemenna predispozice. Nicméné by bylo potieba

tyto domnénky doplinit dalSimi srovnavacimi studiemi.
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7. Zaver

Cilem diplomové prace bylo provést genotypizaci 60 plemenikd plemene Ceské
bilé uslechtilé, u RYRL1 urcit frekvenci alel N, n a frekvenci genotypd NN, Nn a nn.
A také statisticky vyhodnotit vztah mezi genotypem a projevem PSE. Z vysledki
vyplynulo, Ze vliv projevu genu RYR1 u tohoto plemene na vznik rizného stupné
PSE masa neni zcela prikazny.

Z diskuze je patrné, Ze problematikou genu RYR1 a snim souvisejicimi
problémy s kvalitou jate€ného masa se neustéle zabyva spousta praci. V literatufe
rznych tvlircd se pojednavé také o jinych vlivech na kvalitu masa, ale vSechny jsou
finalné spojeny s RYR1, ktery mé nejvétsi vahu. Autofi se vesmés shoduji
ve tvrzeni, Ze vznik PSE masa je mnohem c¢astgjSi u prasat s genotypem
Nn a nn v porovhani s dominantnimi homozygoty (NN). Ale v nékterych dalSich
vyrocich se jejich nazory rozchazeji, jako napriklad, Ze jsou nebo naopak nejsou
podstatné rozdily v kvalité masa mezi genotypy NN a Nn.

Pro chovatele ¢eského bilého uSlechtilého plemene vyplyva z vysledk( této
prace doporuceni - jestlize je provedena genotypizace jedincl na nachylnost
ke vzniku nékterého stupné PSE masa, neni tato genotypizace prukaznym dikazem
0 pozdéjSim projevu PSE masa, ale ma pouze informacni charakter. Na vzniku PSE
masa ma takeé v urcité mife vliv stres. Rozhodujici je doba pfed porazkou a tésné
po porézce. Proto je dulezité udrzovat zvifata v klidu pfi pfepravé na jatka, zajistit
jim dostate¢ny pfisun vody a tim sniZzit riziko vyskytu PSE masa.

Problematikou kvality vepfového masa, jez ovliviiuji faktory genetické,
negenetické nebo propojeni obou téchto pfipadu, se zabyvalo, zabyva a bude
zabyvat nadale spousta studii, jelikoZz hlavnim cilem je snizovat ndklady a pfi tom

maximalizovat mozny ekonomicky zisk na trhu s vepfovym masem.
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8. Seznam zkratek

ANOVA
APS

ATP

CRC
CBU

DFD maso
DMSO
DNA
dNTP's
EDTA
EtBr

HAL

MAS
PAGE
PCR

PSE maso
PSS

QTL

RFLP

RYR1
SAS
TAE
TBE
TEMED

Analysis of variance (analyza rozptylu)

persulfat amonny

adenosintrifosfat

gen vapnikového kanalu

Ceské bilé uslechtilé plemeno

Dark Firm Dry (tmavé, tuhé, suché) maso

dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)
2'-deoxynucleoside triphosphates
Ethylenediaminetetraacetic acid (polyaminokarboxylova kyselina)
ethydium bromid

halotanovy gen

Marker Assisted Selection (markery asistovana selekce)
polyakrylamidovy gel

Polymerase Chain Reaction (polymeréazova fetézova reakce
Pale Soft Exudative (bledé, mékké, vodnaté) maso

Porcini Stress Syndrome (stresovy syndrom prasat)
Quantitative Trait Locuc (lokus pro kvantitativni znak)
Restriction Fragment Lenght Polymorphysm (polymorfizmus délky
restrik€nich fragmenta)

Ryanodine Receptor (gen ryanodinového receptoru)
sympatiko-adrenergni systém

Tris-Acetate-EDTA

Tris-Borate-EDTA

tetrametylendiamin
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