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ABSTRAKT

Biodiverzitu je mozné popisat’ mnohymi spésobmi od fenotypovych pozorovani az
po analyzy na molekuldrnej Urovni. Pre stanovenie odliSnosti sl pouzivané rozne
molekulové markéry. V préci sme pouZili dva druhy zvierat, diviaka lesného (Sus
scrofa ferus) ako zéstupcu divo Zijuceho druhu adomécu oSipand (Sus scrofa
domesticus). Genotypovanie sme uskutoc¢nili PCR-RFLP metodou.

Pre gén ESR sme v sUbore sledovanych oSipanych zistili ngjvacSie zastUpenie
heterozygotnej formy WM (25,8808) a prevahu alely W (0,6018) nad alelou M
(0,3982). Pri RYR1 géne sme zistili najvacsi vyskyt genotypu NN (53,4730) a prevahu
alely H (0,9140) nad alelou h (0,0860). Pre H-FABP gén sme zigtili najvacSie
zastUpenie heterozygotnej formy Hh (29,1796) avysSi vyskyt alely h (0,6485) ako
aleloy H (0,3515). Pri cytochréme B sme zitili, Ze vSetky sledované populécie boli
identické, monomorfné. V testovanej populécii sme zistili, Ze pri &iepeni restrikcnym
enzymom Alul vznikli u obidvoch druhoch rovnaké fragmenty s dizkou 244 bp a 115
bp.

Pri diviakoch sme genetickou analyzou zistili pri ESR géne najvacSie zastUpenie
genotypu WW (24,4802) a prevahu alely W (0,8026) nad alelou M (0,1974) V pripade
H-FABP génu sme zaznamenali ngjvacSiu frekvenciu pri genotype HH (34,2250)
avyssi vyskyt alely H (0,9250) ako alely h (0,0750).

Pri RYRL géne sme vo v&etkych vzorkéch diviaka zistili frakcie NN, to znamend, Ze
u v&etkych diviakov bol potvrdeny. Ostatné genotypy neboli zistené.

KTPucové dovéa: biodiverzita, diviak lesny, kandidatne gény, PCR-RFLP
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ABSTRACT

Biodiversity can be described by several approaches, starting with phenotype
observation up to molecular analysis. For determining the differences we use several
molecular markers. In the theses we observed two animal specieses, the wild boar (Sus
scrofa ferus) as the representative of wild living species, and the swine (Sus scrofa
domesticus). Genotyping was provided by PCR — RFLP method.

In the complex of spotted swines for the gene ESR we detected the highest
abundance of heterozygote form WM (25,8808) and the dominance of W alelle (0,6018)
above the M alelle (0,3982). By the gene RYRL we detected the highest abundance of
NN genotype (53,4730), and the dominance of H alelle (0,9140) above the h alelle
(0,0860). For the H-FABP gene we detected the highest abundance of heterozygote
form Hh (29,1796) and the dominance of h alelle (0,6485) above the H alelle (0,3515).
By the cytochrome B we have found out, that all the spotted populations were identical
and monomorphic. In the sample of tested population we have found out, that by
splitting with arestrictive enzyme Alul, in both species equal fragments with the length
244bp and 115 bp incured.

In the sample of wild boars for the gene ESR with a genetical analysis we detected
the highest abundance of WW genotype (24,4802) and the dominance of W alelle
(0,8026) above the M alelle (0,1974). For the H-FABP gene we noted the highest
abundance by HH genotype (34,2250) and the dominance of H alelle (0,9250) above the
h alelle (0,0750).

By the RYR1 gene we recorded NN fractions in all samples of wild boars. That means,
it was confirmed by all the wild boars. Other genotypes were not determined.

Key words: biodiversity, wild boar, candidate genes, PCR-RFLP
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UvoD

Druhy tak rastlin, ako g Zivocichov, ktoré uz v minulosti vyhynuli, i tie, ktorych
prezitie teraz doslovne ,visi na vlasku“, neobnovi aneprinavréi do prirody ani
genetické inZinierstvo, ani Ziadna technol6gia a modelovanie. Biodiverzita ako celok
sdruhmi, ktoré sa na jej obsahu podiel'ajq, tvoria jedinecnd, sotva vy¢éislitelnd ani¢im
nenahraditel’nd hodnotu celej planéty Zem ( Kleinert, 1999).

Biodiverzita znamena variabilitu vSetkych Zijuacich organizmov v¢itane komplexov,
ktorych s st¢astou. Zahiia réznorodost’, rozmanitost’ v rdmci druhov, medzi druhmi
i medzi ekosystémami. Biologické zdroje zahinaju genetické zdroje, organizmy alebo
ich casti, populécie alebo akukol'vek inu biotickll zloZku ekosystému so skutoc¢nym
alebo potenciondnym vyuZitim alebo hodnotou pre udstvo (Pivko,1996).

Kazdy @ dosial neznamy anepopisany druh je jedinetny, nenahraditelny
apredstavuje objektivnu hodnotu s prdvom na Zivot. V si¢asnosti Si ngjma v zaujme
druhovej ochrany kaZzdy civilizovany &a dotvara azakonmi zabezpecuje sief
chranenych tzemi réznych katego6rii. Podporuju to g medzinarodne prijaté dohovory,
plany, programy a opatrenia (Kleinert, 1999).

V sléasnosti uz vieme, Ze g pri hospodarskych zvieratéach tradi¢né postupy chovu
aSlachtenie neviedli k dostato¢nej ochrane biodiverzity. Aj preto medzindrodné
spolocenstvo prijalo globalnu dohodu, ktora zastreSila nielen ochranu biodiverzity ale
z&roven g problematiku pristupu ku genetickym zdrojom, trvalo udrZatel'né vyuzivanie
biodiverzity, biotechnoldgii, vytvaranie partnerskych vztahov medzi krajinami
arovnopravne rozdel'ovanie prinosov z vyuZzivania biodiverzity (Pivko, 1996).

Vznik novych a vymieranie starych druhov je prirodzeny evolugny proces. Zivotnost
druhu je logickym dosledkom prirodného vyberu. Z genetického hl'adiska je dblezité ze
sli¢asne sa hendvratne stréca aj genofond druhu.

Pévod druhov aich domestikécia sa intenzivne Studuju gj v sicasnosti. Fylogenéza ako
nauka o vyvoji druhov ma svoje metddy, ktoré sa zdokonaluju. Okrem kultirno —
historickych maju vyznamnée miesto predovsetkym prirodovedecké metody. Ich zéklad
tvori porovnévacia anatdbmia, kranioldgia agenetika. Vyznamné postavenie maju
metody molekulove] genetiky, ktoré v si¢asnosti tvoria zaklad Studia pévodu druhov.
Hospodarske zvieratd maju vo svojej DNA priblizne 3 mld. parov baz, ktoré sa
sporahlivo  prendSaju  z generécie na generaciu nezmenené, svynimkou mutacii
apohlavného rozmnoZovania, kedy dochadza k spganiu polovic rodi¢ovskych
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informécii. Na drovni z&kladnej &ruktiry DNA sa jedinci navzajom odlisuju. Tato
variabilita sa prejavuje a na bielkovinovej Urovni aich biochémii. Rozdiely medzi
jedincami je najlepSie vidiet priamo vo fenotype. Morfologické, fyziologické
apsychické vlastnosti, rozdielne medzi jedincami, populéciami, ale a celymi
plemenami st désledkom rozdielov zdedenej DNA.

Vyvoj genetickych metéd testovania pdvodu zatinal Stadiom krvnych systémov
aantigénového polymorfizmu, ktoré boli zékladom testov rodi¢ovstva. Tieto
neumoznovali zistovanie pOvodu z fylogenetického hradiska, boli limitované
presnost'ou genetickej analyzy na bielkovinovom principe.

Pri &udiu fylogenetického pbvodu sa vyskum zameral na tie techniky, ktoré
umoziovali hodnotenie ¢asti gendmu, ktoré st dedené separdtne (materndlne dedené
mitochondrialne chromozémy, Y pohlavny chromozém), popri tom si ¢iastoéne
vyuZivané a autozomane mikrosatelity. Na zéklade mikrosatelitov je mozné uréit
druhovu prislusnost’. Vychédza sa z predpokladu, Ze alely na lokuse, ktoré st rovnakého
povodu s & rovnakej dizky. Mitochondridlna DNA vykazuje velmi nizku mieru
mut&cii, ktoré si detekovatel’né (odhadnut’ ako ¢asto v tychto Usekoch dojde k mutécii).
Uvedeny poznatok viedol k najSirSiemu vyuzZivaniu tejto ¢asti gendmu pri &ddiach
oevollcii druhov azistovani fylogenetickych vzdialenosti historickych druhov.
Genetické vzdialenosti medzi jednotlivymi druhmi (plemenami, liniami, rodinami, atd’.)
sa ¢asto vyjadruju vo forme dendrogramov (Trakovickaai., 2005).

V chove oSipanych sa pokusime stru¢ne natrtnat’ vyvinovy proces, ktory tento druh
prekonal od déb domestikécie az dosial’. Jednoznacne je vedecky dokazané, Ze doméca
oSipana pochadza z dive] oSipang. Oblastou domestifikécie bol cely euroazijsky
kontinent spolu slndiou, juhovychodnou Aziou asevernou Afrikou. Tu bola
vyhovujlca klima abohaté zdroje vyZivy. Ked' ¢lovek poznal vyhody Zivocisnych
produktov pre konzum zacal pol'ovat’ na diviaky.

Spojenie medzi ¢lovekom a oSipanou méa dihé historické korene. Nemozno ich
obmedzovat’ len na vyZivovu stranku produkcie mésa a masti pre F'udska vyZzivu.

11
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1 PREHLAD O SUCASTNOM STAVE PROBLEMATIKY

1.1 BIODIVERZITA

Biodiverzita je moderny pojem, tvoria ho dva slovné z&klady. Grécky ,BIOS* je
,ZIVOT*, roménsky ,DIVERS' je ,ROZNY*, ,ROZMANITY*. V slovencine sa novy
pojem udomécnil ngjma vo vedeckej aodbornej terminoldgii. Mimo nej v bezngj reci
apublicistike je vhodnejSie apre laikov zrozumitelnejSie dvojslovné spojenie
,ROZMANITOST ZIVOTA*, debo ,, BIOLOGICKA ROZMANITOST*.

Biodiverzita sa definuje ako variabilny sibor vSetkych Zijacich organizmov
avsetkych ekosystémov suchozemskych, sladkovodnych aj morskych, ktoré umoziuju
a podporuju Zivot v jeho rozli¢nych podobach (Kleinert, 1999).

Dna 20. aprila 1993 vldda SR prerokovala navrh na pristipenie k Dohovoru
o biologickej diverzite a svojim uznesenim ¢. 272/1993 vyslovila stihlas s pristdpenim.
V dohovore o biologickej diverzite (¢lanok 2) je definovana ako variabilita vSetkych
Zivych organizmov ako g suchozemskych, morskych a ostatnych vodnych ekosystémov
a ekologickych komplexov, v ktorych tieto organizmy ziju. Zahiia diverzitu geneticka,
medzidruhovu a ekosystémovu (Glowka, Burhenne-Guilmin ai., 1994).

» diverzitu geneticku — variabilitu a zastUpenie roznych génov na arovni populécii,
 diverzitu druhovu — variabilitu a zastpenie roznych druhov organizmov v regione,
» diverzitu ekosystémov — variabilitu a pocetnost’ réznych ekosystémov v krajine.

Druhova diverzita predstavuje stbor vSetkych znamych, rozpoznatelnych
avedecky popisanych organizmov (zhruba dva miliény), ako aj doposial’ nepopisané,
ale predpokladané (az 10 a viac milidnov) formy Zivota so Stattom druhu — species.

Diverzita ekosystémov je rozmanitost’ jednotlivych ekosystémov, teda Zivotnych
prostredi. Tie sa mdzu |iSit nadmorskou vyskou, dostupnost'ou vody, type horniny,
podnom type, podnebnym pasmom atd’.

Diverzita génova sa vramci druhu apopulécie prejavuje premenlivostou
individualnych, hlavne vonkajSich znakov, prejavov adetailov, postrehnutelnych
zmyslami. Novonadobudnuté znaky mézu, ale nemusia byt prenosné na potomstvo.
ObzvI&d’ ak proti pretrvaniu znakov posobi prirodzeny, alebo ¢lovekom riadeny vyber.
No ak si prenosné austalia sa, mdzu viest’ k vzniku novych druhov. A prave cieleny,
¢lovekom riadeny vyber s opakovanym krizenim, Sfachtenim a preferovanim niektorych
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znakov zmnohonésobil fond génovej diverzity rdéznych, pdvodne mao premenlivych

divo Zijucich druhov.

1.1.1 Vyznam biodiverzity

Biologicka rozmanitost’ pritahuje dnes, v dobe svojho ohrozenia, pozornost’ celého
ludstva. Diverzita zivého sveta predstavuje obrovské bohatstvo, ¢i uz v isto
ekonomickom ¢i kultirnom slova zmysle. Je pravda na mieste sa pytat, aky je jej
ekologicky vyznam, inymi slovami, do akej miery je vysoka diverzita nevyhnutna pre
zaistenie ekologickych procesov potrebnych pre trvall existenciu spolocenstiev. Je
zrejmé, Ze druhové ochudobriovanie spolo¢enstiev nemb6ze pokratovat’ do tg miery, Ze
spolocenstvo prestane byt spolo¢enstvom, na druhl stranu neexistuju Ziadne doklady,
ktoré by svedcili o tom, Ze prirodzene vzniknuté druhovo chudobnejSie spolocenstva st
nejakym spdsobom menejcenné oproti  spolo¢enstvam  bohatSim.  Ochudobnenie
diverzity vonkaSim zésahom v3ak predstavuju zmenu, ktora niekedy mdze viest
k refazcu d’alSich nezvratnych zmien. Zaezi na tom, do akej miery sa mdzu druhy
v spolocenstve z hr'adiska funkcie vzgjomne zastupovat’ — pokial’ dojde k vymiznutiu
druhov, ktoré hrgju v spoloc¢enstve zasadnu rolu a nie st nahraditel’né, retazcu zmien sa
neda vyhnut'. Rovnako je tomu g v pripade, kedy znizenie mnoZstva urcitej skupiny
druhov ktoré nestaci na vykonanie zakladnych funkcii nevyhnutnych pre zachovanie
celého spolocenstva. BohuZial’ prakticky nikdy nemb6Zeme dopredu vediet, kedy téato
situacia nastane ( Storch - Mihulka, 1997).

1.1.2 Druhovéa ochrana

Té& ma zaruit’ pravnu alegislativnu ochranu chréanenych, ohrozenych, zranitel’nych
ainak pozitivne vyznamnych druhov a skupin. Podl'a takychto charakteristik vybrané
druhy rastlin g Zivocichov zo v3etkych systematickych kategorii s zahrnuté do
,Cervenych zoznamov* (Red lists, Rote liste), spracovanych vo vasSine &étov sveta,
ako g celosvetovo.

Problém Ubytku druhov je vyznamny na celom svete. Z celkového poctu 555 volne

Zijucich stavovcov 244 je ohrozenych. Vyznamné zmeny v stave Zivocisnej vyroby na
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Slovensku popisali Oravcova ai. (2004). V dosledku zmeny produkéného systému sa
zmenili g vel'kosti populécii hospodarskych zvierat (Tabulka 1).

Taburka 1: Stav diverzity v ZivodiSng vyrobe na Slovensku v tisks (Oravcovaai.,

2004)
ROK DRUH POCET v tis. ks
1990 HD 1500
2001 630
1990 OVCE 600
2001 310
1990 KOzY 10
2001 30
1990 OSIPANE 2 500
2001 1500
1990 KONE 14
2001 9
1990 HYDINA 16 500
2001 13 000

1.1.3 Ohrozené populacie

Nie je jednoduché vyjadrit’, pri akom pocte zvierat je populécia ohrozena alebo by
mala byt urc¢end na konzervovanie. ZaeZi to od viacerych faktorov. Pri hodnoteni
stupna ohrozenia plemena naj¢astejSie sa berie do Uvahy skuto¢ny pocet jedincov
aktivne vyuZzivanych v plemenitbe alebo efektivna velkost populécie. Je vela
organizécii, ktoré sa snaZzia avo svojgl praci maju vytvorené systémy hodnotenia
akategorizacie plemien na postdenie stupna ich ohrozenia. Vel'mi ¢asto si populécie
triedené podla poctu jedincov (Bodd,1992) aebo podra typickych znakov plemena,
adaptacie na miestne prostredie apocet jedincov (Alderson, 2003). Podla poétu
jedincov sa plemené triedia do 4-5 podskupin.

Bodd (1992) na zéklade odporuc¢aného minimalneho poctu zvierat navrhol rozdelenie

ohrozenych populécii do 5 skupin (Taburka 2) :
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Taburka 2 : Rozdelenie ohrozenych populécii na zaklade odporé¢aného

minimalneho poétu zvierat spracované podPa Bodoho (1992).

SKUPINA CHARAKTERISTIKA

Tie plemend, ktoré uz nie je mozZné obnovit', nevyskytuje sa Ziadna

cistokrvna plemennica, plemennik, embryé alebo iny revitalizovatel'ny
Vymreté geneticky zdroj

Maju menej ako 100 plemennic a najviac 5 plemennikov
K ritické (miniméalne 80 % z nich je ¢istokrvnych)

M& 100 — 1 000 plemennic a5 — 20 plemennikov

L. . - ,

Ohrozené predpoklada sa, Zze 80 % jedincov je ¢istokrvnych

Tvori 1 000 — 5 000 plemennic a 5-20 plemennikov

. - .

Zranitené 80 % jedincov je ¢cistokrvnych

Tvori 5 000 — 10 000 plemennic a 5-20 plemennikov
Ne!ste,ajebo 80 % jedincov je ¢istokrvnych
vzacne

1.1.4 Hodnotenie biodiverzity

Biodiverzitu mdZeme hodnotit apopisovat’ réznymi spdsobmi, ale zékladnym
meradlom je genetick& diverzita, ktora charakterizuje roznorodost’ genotypov na Urovni
znakov detekovatelnych genetickymi metddami.

Hodnotit’ Uroven genetickej diverzity druhu, populécie, plemena je mozné réznymi
postupmi  napr. &udiom genetického polymorfizmu matematicko-populaénymi,
biochemickymi, imunologickymi, alebo molekulérno-genetickymi metédami.
Vysledkom si parametre genetickej diverzity na Urovni génovych frekvencii, miery
homozygotnosti, heterozygotnosti, poctu alel apod. Nové aobjektivne postupy do
hodnotenia genetickej diverzity prindSaju najma metddy molekularnej genetiky na
Urovni sekvenovania DNA, pre ucely mapovania gendému. Cielom je genetické
definovanie druhu, populécie a jedinca (Pivko, 1996).
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1.2 ZIVOCISNE GENETICKE ZDROJE

Zivogidne genetické zdroje zahinaju vietky druhy, plemena alinie ekonomického,
vedeckého akultirneho vyznamu z hladiska sic¢astnych i budicich potrieb Tudskej
spolo¢nosti a pol'nohospodérstva.

Zivogidne genetické zdroje st geneticky jedine¢né populécie spolu sich priamymi,
divymi predkami, vytvorené vsetkymi domestikacnymi procesmi v rdmci kaZzdého
Zivocisneho druhu, vyuzivaného na produkciu potravy a pre Gcely pol'nohospodarstva.

Na Zemi sa predpoklada existencia 30 — 50 mil. druhov Zijucich organizmov, z nich
priblizne 30 druhov chova ¢lovek na produkciu potravy apolnohospodéarske Gcely.
Tychto 30 druhov bolo domestikovanych pocas uplynulych 10 000 rokov. Pocas
domestikacnych procesov sa vyélenili, aklimatizovali aprispdsobili  podmienkam
geneticky jedinecné typy alebo plemena ( FAO DAD-IS, 2000).

1.2.1 Stav aochrana Zivo¢isnych genetickych zdrojov

Podra odhadu FAO priblizne 10% plemien domécich zvierat sa stratilo pocas
uplynulého storocia adasSich 20 % je vriziku straty. Situacia plemien je obzvlast
nepriazniva v Europe. Z vysledkov Scherfa et al., (2005) vyplyva, Ze zo 6300 plemien
domestikovanych zvierat je 1300 plemien v nebezpetenstve vyhynutia.

Predmetom ochrany je vzorka populécie genetického Zivoc¢iSneho zdroja uréena
k izolovanému procesu udrzZiavania v prostredi bez takej ¢innosti ¢loveka, ktora by
spOsobila geneticktl zmenu. Ochrana sa uskutocnuje metédami in situ a ex situ.

Z predznaceného hladiska by bolo mimoriadne dbleZité konzervovat' audrZiavat
vSetky zdroje genetickej variability. Z praktického hradiska sa nedari vytvorit
predpoklady pre takyto stav. Preto sa uskutocnuje identifikécia avyber plemien..
Vyznamnym dévodom ochrany je skuto¢nost, Ze ZivociSne genetické zdroje sU

jedinecné, sl siicast’ou ndrodného bohatstva a integrujacim faktorom dedi¢stva narodov.

1.2.2 Konzervovanie Zivogisnych genetickych zdrojov

Programy zachovania Zivoc¢iSnych genetickych zdrojov si zamerané na
konzervovanie génov alebo plemien, resp. populécii. Zdrojmi genetickej informécie
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mézu byt napriklad nukleotidy, chromozomy, sam¢ie asamicie pohlavné bunky,
prvojadra, embrya, bunky a dospelé zvierata.

Konzervovanie je systém, pomocou ktorého je vzorka alebo cela populécia zvierat
vystavena planovanej genetickej zmene scielom udrZania, vyuZitia, obnovenia
azvySenia kvality akvantity Zivoc¢iSneho genetického zdroja ajeho produktov
(potravin, vlié&kien, taznej sily).

Konzervovanim sa mysli pozitivna ¢innost’ ¢loveka, ktorej predmetom je ochrana
zvierat, ich udrzanie, systematické vyuzivanie ajeho vyznamnou sli¢astou je obnova
arozliSovanie prirodného prostredia zvierat (Kadlecik — Kasarda, 2007).

1.2.3 Metddy konzervovania

Metddy konzervovania rizikovych populacii sa rozdel’uju do dvoch skupin — podra
toho ¢i saich konzervovanie uskuto¢nuje v pévodnom, alebo umelom prostredi.
Metodain situ

Metddy in situ konzervovania sl zamerané na udrZanie Zivych populécii zvierat
v pbvodnom prostredi. In situ konzervovanie divych zvierat sa ¢asto nazyva in situ
ochraiiovanie. Znamena to udrzanie Zivych populéacii zvierat v prostredi, na ktoré s
adaptované alebo ¢o ngjblizSie k podmienkam ich pévodného prostredia.

M etddy ex situ

Ex situ je skupina metéd konzervovania zvierat mimo miesta ich pdvodného
vyskytu, t.j. vsituacii, ked boli odstrdnené z chovu v pdvodnom prostredi aboli
umiestnené v umelom prostredi (Kadletik — Kasarda, 2007).

Medzi ex situ metddy patri:
» konzervovanie embryi, sam¢ich a sami¢ich pohlavnych buniek uskladnenych

v tekutom dusiku
» ochrana DNA segmentov
» chov divych zvierat v zooparkoch, zoologickych zéhradach alebo na inych miestach

vzdialenych ich pévodnému prostrediu
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1.3 POVOD OSIPANEJ

Priciny domestikécie oSipanych si rézne. Predpoklada sa, Ze hlavhym dévodom
bolo zabezpetit' vyznamny zdroj bielkovin v ludskej vyZive. OSipané si jednym
z ngjrozSirenejSich druhov cicavcov. Pévod oSipanych na zéklade morfolégie,
paleontolégie, biogeografie ainych udajov popisali Rothschild a Ruvinsky (1998). Sus
scrofa  je hlavny divy predok domestikovanych oSipanych. Vyznatuje sa velkou
variabilitou znakov, pricom popisanych bolo jeho 16 poddruhov.

Plemena oSipanych st polyfyletického pévodu arozdeluju sa podra prislusnosti
k divému predkovi nasledujuco(Kadlecik — Kasarda, 2007):

» stredoeurdpska diva oSipana alebo diviak eurdpsky (Sus scrofa ferus) — divy predok,
ktory sa stéle vyskytuje v prirode,

e pésikova diva oSipana (Sus scrofa vittatus) — dala vzniku vacSine kultirnych
plemien ako napriklad slovenska biela uSlachtila, vel’ka biela uslachtild, pietran,
cornwal, landras

e dredozemna diva oSipana (Sus scrofa mediterraneus) — je pravdepodobne
prechodnou formou. DiZkou atvarom lebky sa podobé typu Sus scrofa ferus, slzni
kost mé& vk $&vorcového aZ koso&tvorcového tvaru. Patria sem plemena :

mangalica a bakonska oSipana (baguin)

Diviak lesny (starSie slovenské nazvy: diviak obyéajny, svina diva;
v por'nohospodarstve diva oSipana, v polovnictve ¢ierna zver, lat. Sus scrofa) je druh
zrodu Sus (diviak). Zije (s medzerami) v celej juznej polovici Euroézie asevernej
Afrike. V Eurépe nezZije prakticky len vo Velkej Britanii, na Skandindvskom
poloostrove a v severnom Rusku. Pripadny poddruh doméca oSipana samozrejme Zije g
inde. V sicasnosti je rozsireny vo vSetkych lesnatych oblastiach Slovenska s vynimkou
vysokohorskych. Kraniologické vyskumy nasvedéuju tomu, Ze v naSich populéciach
prevlidda genofond karpatskobalkénskeho poddruhu (Hell a Paule, 1983) .

V slcasnosti odhadujeme unas stavy diviacej zveri asi na 27 000 jedincov
(Michaelli, 2008).

Dospely diviak ma svoje zavalité telo dihé az 180 cm avysku v kohdtiku g 1 m.
Hmotnost’ sa pohybuje od 100 do 250 kg, niekedy gj viac. Diviatice vézia menej, od 80
do 150 kg. Tvarom tela sa diviak podoba domécej oSipanegj. Je viak vysSi v pleciach
azadok tela ma akoby zrazeny. Na hlave ma mocny pretiahnuty rypdk, velké
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vzpriamené usnice amalé oc¢i. Kanec ma v chrupe vyvinuté mohutné Spiciaky — kly,
ktoré stdle dorastaju a vzajomne sa obrusuju. Spodné st dihSie ako horné, asi dve tretiny
znich si vrastené v sanke, takZze z papule tréi len jedna tretina. Diviatica ma tieto
Spiciaky podstatne kratSie, nazyvaju sa haky.

Ziju asi 20 rokov. Sfarbenie koliSe od ¢giernej, cez ¢ervenohnedd po svetlohnedu.
Ogrgtenie v lete je kratSie ama popolavy odtien. V zime st &tetiny husté, dlhé amaju
tmavy aZ gierny odtien. Kanec ma pozdiz chrbta &etiny edte dihde atvoria tzv. hreben,
ktory sa mu pri rozéuleni najezi. Chvostik, dihy asi 30 cm je mierne stoceny.

Zija v skupinach (samica s mlad’atami), dorozumievaji sa krochkanim akvicanim.
Samce sa k skupine pripgau iba v case rozmnoZovania. Uprednostiuja listnaté
azmieSané lesy, Zivia sa rozmanitou potravou, rychlo behaju, vynikajlco plavaju aradi
saVvalaju v bahne. Zo zmyslov maju vyborne vyvinuty sluch a ¢uch, zrak je slabsi.

Samice sa zvyknu zoskupovat’ do ¢ried pozogtévajlcich z 20 gj viac jedincov. Inak
samotarsky Zijuce samce sa ktymto c¢riedam niekedy pripgjaju, najma v obdobi
rozmnozovania. Kance v tomto obdobi vobec neZzerl aneraz stratia az 15 % svoj€]
hmotnosti. Péria sa v zime medzi hovembrom a januarom. Priemerna doba gravidity je
16-17 tyzdiov (115 dni). Samica privadza na svet 4 — 12 mlad’at, maju hmotnost’ asi 1
kg, si slab3ie osrstené, hnedé apozdizne bledo pésikované. Matka ich doj¢i asi 2
mesiace, i ked’ uz po 14 dioch zacinagju konzumovat’ g pevnu stravu. Prasiatkam sa uz
po 3 mesiacoch za¢ina bledé pruhovanie strécat’ av 6. mesiaci maju uzZ cerveno- hnedé
sfarbenie, ktoré sa postupne meni na norméalne.

V&Sinou sa pod Sus scrofa zaraduje af domaca oSipana, ale niektori autori ju
zaraduju ako samostatny druh. Eurdpske diviaky maju niekol’ko rozliSovacich znakov,
ktorymi sa odliSuju od domécich oSipanych. Medzi nimi si hneda aZ ¢iernohnedé farba,
s preSedivelymi pesikmi, hriva vlasov (8 — 16 cm) bezi dorzalne od krku aZ po zadok,
chipaty chvost ausi pokryté srstou. Vlastnosti diviakov su rbzne, v zavislosti na
plemene predkov populécie.

V niektorych regionoch sa vypustali aj krizence svine domacej sdiviakom, ¢o sa
vSak neosvedcilo. V minulosti vznikali takéto krizence aj samovolne v oblastiach kde sa
vol'ne pasli oSipané.

Diviaky mézu mat’ zrejmy vplyv na volne Zijlce zvierata arastlinné spolocenstva
Rozsiahlemu naruSeniu vegetacie apddy dochadza v dosledku ich zakorenenych
navykov, diviak g sitazi, do urcitej miery, sniekol’kymi druhmi vorne Zijacich
Zivocichov pre niektoré potraviny.
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Stavy tejito zvery vie vyrazne zdecimovat’ virusova nakaza- mor oSipanych. Niekedy na
tejto zvery parazituje cerv svalovec Spiraovity, ktory mbze vézne ohrozit' i zdravie
¢loveka. Z predéorov Utoci natito zver medved’ avik, na mlad’ata si trdfne aj rys alebo
tulavé psy (Michaelli, 2008).

1.3.1 Genetické parametre populacie

S0 ur¢ované celym siborom génov, ich vzajomnou interakciou ainterakciou
s prostredim.

Genofond populécie je stbor génov vsetkych jedincov v populécii, t.j. pocet réznych
alel jednotlivych genetickych systémov pritomnych v populécii. Genofond populécie
ma svoju Struktdru:

» génoveé frekvencie, vyjadruju pocetnost’ urcitej alely v populacii absolutne] alebo

relativnej frekvencii

« genotypové frekvencie vyjadruju zastUpenie jednotlivych genotypov v popul&cii

v absolttnom alebo relativnom pocte
Verkost' populécie je celkovy pocet jedincov v populéacii. Velkost' populécie uréuje
schopnost’” danej populéacie prezit. Néhodné nepriaznivé javy ohrozuja maly pocet
jedincov viac ako velky pocet jedincov. V sli¢asnosti dochadza k miznutiu populécii
mnohych druhov rastlin aZzivocichov. Minimalna velkost' populécie je taka velkost’
populécie, ktora ete zabezpetuje prezitie populacie v mnohych generéciach (je to
priblizne 100-1000 generé&cii).

Hustota populécie sa vyjadruje ako pocet jedincov na jednotku plochy alebo objemu.
Zistuje sa s¢itanim jedincov, pri Zivo¢ichoch g odchytom. Opakované stitanie alebo
odchyt jedincov ( tzv. sensus) poskytuje obraz o dynamike populécie.

Casto sa za zékladny ukazovatel' hodnotenia stavu plemien povazuje efektivna
velkost’ populécie ( Ng). Rozumie sa nou pocet jedincov, ktoré sa podiel'aju v danej
populé&cii na tvorbe potomstva pre nasledujlicu generéciu.

Efektivna velkost populécie je ovplyvnend predovietkym poctom nepribuznych
samcov (Nm) asamic (Nf) aktivne vyuzivanych v plemenitbe. V jednoduchom pripade
sa odhaduje podra vzt'ahu:

Efektivna velkost’” populécie zavisi od vyrovnanosti pomeru pohlavia chovanych

cistokrvnych, nepribuznych jedincov plemena. Ak sa pomer jedincov bliZi
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k pobvodnému, predpoklad prezitia plemena sa zlepSuje. V tomto smere pdsobi g
vekova &ruktdra populécie slvisiaca sustdlenim pocetnogti potomkov vo vrhu
adlhovekostou zvierat.

Hodnotenie stupia ohrozenia zavisi od d’alSich ukazovatel'ov, ktorymi st:

intenzita inbridingu v populécii a minimalizovanie rizik siivisiacich s pribuzenskym

parenim,

o drift génov,

» geneticka variabilitav rdmci populécie,

e potreba casu, za ktory plan prezitia plemena za¢ne plnit’ svoju funkciu,

» zv&tSovanie zastUpenie jedincov, ktoré sa podiel’ali na vytvoreni povodnej
populé&cie,

» vytvaranie podskupin v populécii, delenie populécie na podskupiny mavyznam

hlavne vtedy, ak existuje riziko ndkaz alebo vyskytu pribuznych jedincov.

1.3.2 Hardy-Weibergov zakon

Hardy-Weibergov zé&kon je z&on rovnovéhy Vv génovych agenotypovych
frekvenciéch v panmiktickej popul&cii.

Pre potreby populacnej genetiky bolo potrebné zaviest’ zjednoduSeny matematicky
model, ktory by umoznil kvantitativne vyjadrenie genetickej variability. Jednym z nich
je Hardyho-Weinbergov zékon, ktory vyjadruje vztah medzi alelickymi a
genotypovymi frekvenciami v populécii. Tento zakon sformulovali v roku 1908
anglicky matematik GODFREY HAROLD HARDY (1877-1947) a nemecky fyziolog
WILHELM WEINBERG (1862-1937) ( Hraska,1997).

Pouzitie H-W z&kona pre konkrétnu populéciu vyZaduje spinenie niekor’kych
podmienok:

e parovanie jedincov v populé&cii je ndhodné

+ druh sarozmnoZuje pohlavnym spésobom

» analyzovany organizmus by mal byt diploidny

e uvaZzovany gén madve alely

» aelické frekvencie st rovnaké u samcieho a samicieho pohlavia
» velkost populécie je vel'mi vel'ké (500 a viac jedincov)
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» generécie nasleduju v rade za sebou alelické frekvencie sa nemenia vplyvom

evolu¢nych sil (mutécie, migrécia, selekcia)

Ak st tieto podmienky splnené, plati H-W zékon a populé&cia sa nachédza v tzv. H-W

rovnovahe, pretoZe sav nej nemenia alelické frekvencie.

V minulosti sa pri Slachteni hospodéarskych zvierat vyuzivali poznatky z genetiky
populé&cii. Progresivne sarozvijajlce biotechnologické a molekuléarno-genetické metédy
umoznuju rychlejSie dosiahnutie Ziadlcich genetickych zmien v porovnani s klasickymi
SPachtitel'skymi metdédami. Prudky rozvoj molekularnej genetiky arastlice mnoZstvo
poznatkov o  genetickom polymorfizme DNA viedlo k vyuZitiu molekularno-
genetickych metéd g v plemenarskej préci, nagjma z dévodu presunu S'achtitel’skych
cielov z kvarntitativnej stranky na kvalitativnu. Stddium genetického polymorfizmu
DNA je dolezité nielen z hladiska popisu populécie a definovania jej genetického
zaloZenia, ale predstavuje g vyznamnu pomdcku pri selekcii zvierat.

1.4 MAPOVANIE GENOMU ZVIERAT

Postupne prebiehajice mapovanie gendmu jednotlivych druhov zvierat, rastlin
i cloveka mé, resp. bude mat’, celti radu praktickych dosledkov. SPachtitelia potrebuiju
poznat’ nie len pocet alcinky jednotlivych génov, ae g ich rozloZenie v genébme.
Gendm je definovany ako celkovy geneticky material bunky, alebo jedinca v haploidne)
chromozomalnej slstave (Bezo a Bezova, 1998).

Hlavnym cielom vyskumu gendmu zvierat je mapovanie a charakterizacia lokusov,
ktoré kontroluju ekonomicky vyznamné 0Zitkové znaky a vlastnosti (Andersson, 2001).
Vysledky mapovania prindSa informécie o organizécii genému, rozloZenie génov na
chromozémoch, medzidruhové rozdielnosti a celt radu d’alSich prakticky vyuZitel'nych
informécii. Analyza genomu je potrebna pre efektivnu selekciu populécii intenzivne
vyuZivanych v Zivoc¢isnej vyrobe a ochrane biodiverzity (Haley, Wischer, 1998).

Specidlne odvetvie genetiky zaobergjlice sa udiom gendmu, jeho mapovanim
asekvenovanim sa nazyva genomika. Genomika predstavuje U¢inny nastroj
odhal’ovania molekularnych pri¢in fenotypovej diverzity hospodéarskych zvierat,
spbsobengj  siborom mutécii s fenotypovym efektom, ktoré boli U¢elovo

zhromazd’ované plemenitbou (Cepica, 2002).
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1.4.1 Analyza gendmu oSipanych

Gendm oSipangj (Sus scrofa) je tvoreny 38 chromozémami (18 homologickych
parov autozémov al pa gonozémov), s velkostou priblizne 2.7 x 10° bp, ¢o
predstavuje dizku 2700 cM (Schmitz, 1992). Ak vychédzame z predpokladu, Ze geném
oSipanej zahtna priblizne 40 000 génov, na jeden chromozom pripada priemerne 2 105
génov (Dvorak,Vrtkova, 2001).

Rejduch et al., (2003) zigtili v stredoeurdpskej populécii diviaka chromozémovy
polymorfizmus, kedy v diploidnych bunkéch boli pocty chromozémov rozdielne (36, 37
a 38). Ako ngjcastejsi dévod uviedli Robertsonovu translokéciu 15/17 v dosledku, ktorej
sa realizuje pocet 36 a37. Rozdiely v karyotypoch (2n 36 a 2n 38) boli pozorované
hlavhe vo volne Zijucich zapadoeurdpskych populaciach, kym vychodoeur6pske
populécie s typické karyptypom 2n 38 (Aravena, Skewes, 2007).

Do roku 1999 bolo zndmych okolo 1 700 markérov v gendéme oSipanej. V gendéme
sdizkou 2286 cM bolo identifikovanych 1 800 lokusov, z toho 510 lokalizovanych na
chromozéme (Hruban, 1999) snajrozsiahlejSou cytogenetickou mapou obsahujlcou
priblizne 1 100 lokusov (Rohrer et al., 1996). Fyzikdlna mapa pozostavala zo 700 génov
avazbova mapa zahrniala 650 lokusov a 200 génov.

OsSipana spiiia mnohé kritéria genetického objektu. Vyznatuje sa vhodnym
karyotypom (relativne maly pocet dobre pozorovatelnych chromozomov), kratkym
generatnym intervalom (1 rok) apocetnym potomstvom (na jeden vrh priemerne 10
potomkov).

1.5 GENETICKE MARKERY

Geneticky markér je polymorfny znak varianty, ktory vykazuje mendelisticku
dedi¢cnost’ aktory je v asoci&cii sgenetickou variabilitou selekéne vyznamného
znaku (Dvoiék et al., 1996).

V sicasnosti sa metddy molekuldrnej genetiky vyuZivaju predovietkym na
testovanie avyhl'adavanie genetickych markérov (mapovanie génov a QTL, asociatné
vztahy), ktoré v spojeni skvantitativnou genetikou vedd k zlepSeniu kvality
Zivogisnych produktov (Cepica, 2002).
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Vlastnosti genetického markeéru

Pre genetické markéry k vyuzitiu u oSipanych v S’achtitel'skych achovatel’skych

programoch st délezité nasledujuce vlastnosti (Dvoiék, Vrtkova, 2001 ):

musi mat’ zndmy spbsob dedi¢nosti
musi byt’ polymorfny, mat’ v populécii viac variant (alel)
musia byt’ vypracované vhodné metddy ich zistovania
musia byt’ zistitel'né v kazdom veku zvierat'a, vratane embryi, alebo spermii
pre znaky alebo vlastnosti, ktoré sa realizuju iba u urcitého pohlavia, mozno
stanovit’ markéry i u druhého pohlavia
pre znaky tvorby akvality masa, ktoré si hodnotitelné aZz po zabiti, mdzu byt
markéry uréené uz u mladych zvierat, u embryi
alely jedného markéru maju medzi sebou kodominantny vzt'ah, tzn. daju sa presne
urcit’ jednotlivé genotypy g heterozygotné, ktoré sa vo fenotype neprejavia
na zéklade znalosti genotypov markérov sa mdzu zémerne vyberat rodicia,
vykonavat' plemenitba atak cielene produkovat’ jatocné zvierata surcitymi,
ekonomicky vyhodnymi genotypmi

Vdaka variabilite na Urovni DNA detekovatel'nej molekularno — genetickymi
metdédami, je mozné ziska' dostatoéné mnozstvo polymorfnych znakov
(genetickych markérov) akondtruovat’” vhodné genetické mapy jednotlivych
Zivocisnych druhov vyuzitelnych pri ochrane Zivocisnej biodiverzity (Trakovicka a
kol., 2005).

M olekulérne genetické markéry

Aplikécia molekularnych markérov v genetike Zivocichov je metodicky zamerané do

dvoch hlavnych oblasti: analyza genému a vlastna manipulacia a génmi.

Hlavné molekuldrne markéry podla Trakovicke] a kol., (2005), ktoré méZu byt’ pouzité

pre poZadované ciele su:

Variabilny poc¢et tandemovych opakovani (VNTR)

- Minisatelity ( segment opakovania 15 — 100 bp)

- Mikrosatelity (segment opakovania 1 — 5 bp)
Polymorfizmus dizky redtrikénych fragmentov ( RFLP)
Nahodne amplifikovana polymorfnd DNA (RAPD)

Jednonukleotidovy polymorfizmus (SNP)

24

PDF vytvorené pomocou suSobnej verzie pdfFactory www.pdffactory.sk



http://www.pdffactory.sk
http://www.pdffactory.sk

151 MOLEKULARNO —-GENETICKE METODY HODNOTENIA

1.5.1.1 Polymerazova retazova reakcia (PCR)

V podednych rokoch dodo k obrovskému rozmachu metddy polymerézovej
retazovej reakcie. Jgj podstata spoc¢iva v schopnosti in vitro syntézy definovaného
Specifického Useku DNA vo velkom mnoZstve kopii. Pre amplifikéciu st nevyhnutna
gendémova DNA ako templét, dva oligonukleotidové primery 3pecifické pre dany Usek
DNA, vorné nukleotidy (dNTP), termostabilny enzym Taq polymerédza a d’alSie zlozky
(Mg®, timivé roztoky atd’.). MnoZi sa iba definovany Gsek (okraje, ktoré st definované
sekvenciou pouzitych primerou avelkost, ktor4 je presne znama), ato do takého
mnozstva koépii, ktoré je potom mozné identifikovat' priamo v agar6zovom géli po
zafarbeni  etidium bromidom. Amplifikovany produkt sa analyzuje pomocou
restrik¢nych endonukledz a vizualizuje sa elektroforeticky (Uhrin ai., 1996).

Polymerézova retazova reakcia (Polymerase Chain Reaction, PCR) je v sii¢asnosti
jednou z najpouzivanejSich technik v molekularnej bioldgii av molekuldarnej genetike.
Vyuziva sa na namnozenie Specifickych tsekov DNA pomocou enzymatickej syntézy
in vitro. Tato velmi citliva, exaktni av principe vel'mi jednoducht metodu vyvinul
Kary Banks Mullis v Kalifornii, USA. Amplifikécia DNA sa uskuto¢iuje zmenou
teploty reakénej zmesi opakovanim (25 — 35 nasobnym) cyklu skladajuceho sa z troch
krokov:

1) Denaturécia dvojvlidknovej chromozomélnej DNA

2) Hybridizacia ( annealingu ) prajmerov

3) Polymerizécia— syntéza novych viakien DNA

Reakcia ma zvyéajne 30-40 cyklov, pocas ktorych sa jednotlivé kroky opakuju,
pricom povodny templét a podl'a neho nasyntetizované képie slUZia ako vzory pre vznik
d’alSich produktov. V kazdom cykle (t.j. vtroch vySSie uvedenych krokoch) sa teda
pocet molekul DNA zdvojnasobi. Prajmery ( syntetické jednovlaknové oligonukleotidy
dizky 17-30 béz) svojou polohou vymedzuji pozadovany tsek na molekule DNA, ktory
chceme amplifikovat. Z&ladné zlozky PCR su teplatovd DNA, oligonukleotidové
prajmery, DNA polymeraza, zmes &tyroch volnych deoxynukleotidov ( dNTP), timivy
roztok a hor¢ikove iény (Trakovicka a kol, 2005).
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Enzymatick&4 reakcia prebieha vtermocykleri, ktory umoZznuje U¢inné rychle
striedanie roznych teplét v procesoch denaturécie, annealingu a polymerizacie.

V prvom kroku denaturécie sa pévodne dvojvliéknova DNA rozdeli — denaturuje na
jednotlivé vidkna DNA. ZniZzenim teploty na Specificki hodnotu, ktord zavisi od
konkrétne pouzitych primerov, tieto selektivne hybridizuju sdenaturovanou
jednovidknovou DNA len na miestach ich Uplnej komplementarity. V tretom kroku sa
této jednovidknovd DNA sa Specificky hybridizovanym oligoprimerom so zmenou
teploty stava substréom pre DNA polymerazu, ktora syntetizuje dvojvidknovi DNA
identickil s pévodnou DNA. Pocet molekdl sa, za optimanych podmienok, v kazdom
nasledujicom cykle pribliZzne zdvojnasobi, ¢o pri 25 — 35 cykloch znamenéa ich 10° —
10® nésobné rozmnoZenie (Uhrin ai., 1996).

Vyurzitie PCR

Stanovenie genetického polymorfizmu : urcovanie poradia nukleotidov DNA,
uréovanie paternity, geneticka analyza, populatna genetika, sldnictvo, lekérska
aveterinarna diagnostika, klinicka imunolégia, pol'nohospodérske biotechnologie,
testovanie potravin, testovanie podmienok Zivotného prostredia

1.5.1.2 Polymorfizmus dizky re&trikénych fragmentov (PCR-RFL P)

Pomocou PCR sa na zéklade genémovej DNA amplifikuje Specificka sekvencia
(napr. Usek génu). Pomocou polymorfizmu dizky redtrikénych fragmentov (RFLP) sa
detekuju alely na zaklade pritomnosti alebo absencie Specifického restrikéného miesta.
To ma za nésledok vznik fragmentov DNA rbéznej velkosti, ktoré si rozdelené na
agarézovom géli. Vyhodou metddy je nenarocnost’ a moznost’” uréenia miesta mutécie.
Hlavnou nevyhodou je skuto¢nost’, Ze pravdepodobnost’ detekcie mutécie je relativne
nizka a zavisi od poc¢tu pouzitych enzymov. Tato metdda je vhodna pre gény svacsim
polymorfizmom alebo analyzou intrénov (nekddujucich sekvencii) (Trakovicka akol,
2005).
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1.5.1.3 Sekvenovania

Sekvenovanie DNA (urcenie poradia nukleotidov) vyznamne prispelo k rychlemu
rozvoju molekulérnej genetiky.

Sekvenovanie je metdda pri ktorg sa stanovuju priamo sekvencie jednotlivych
nukleotidov DNA. Chemicka metdda zaloZené na degradacii retazca DNA chemickymi
¢inidlami (Maxam a Gilbert, 1977), ktoré odburaju ret'azec po Specificky nukleotid, sa
dnes uskutocnuju len vynimocne. V&Sina sekvenatnych metdd pouZivanych
v si¢asnosti je zaloZzena na enzymatickej reakcii (Sanger ai., 1977). Slcastou
sekvenacnej reakcie je @ zmes normanych nukleotidov spolu s modifikovanymi
nukleotidmi — dideoxynukleotidy ddNTP (samostatne ddATP, ddCTP, ddGTP add
TTP), ktorym chyba — OH skupina potrebna na vazbu dalSieho nukleotidu. Ich
zaradenim do ret'azca DNA sa reakcia zastavi. Tymto spésobom su ziskané fragmenty
roznej dizky konciace vzdy prislusnym ddNTP. Sekvenaina metoda je vyhodnocovana
po separécii dvojakym spdsobom, ato bud® na polyakrylamidovom géli alebo
kapilarnou elektroforézou. Pre bezné testovanie genetického polymorfizmu je délezité
zavedenie metdd pre sekvenovanie priamo na zaklade gendmovej DNA alebo PCR
produktu (neklonovaného), kedy na zéklade jednej sekvenacnej reakcie moZzeme rozlisit
g heterozygotny genotyp (Trakovicka a kol, 2005).

1.6 SLEDOVANE GENY PRE HODNOTENIE VARIABILITY

1.6.1 Geén ryanodinového receptora— RYR1

Ryanodinové receptory (RYR) st rodina medzibunkovych spistacich kandlov Ca’.
Prvykrdt boli identifikované vtermindlne] cisterne sarkoplazmatického retikula
kostrovych a srdcovych svalov a ktorych &ruktira bola sledovana u réznych stavovcov
acloveka

Harbitz et al. (1990) metddou rédioakivnej in situ hybridizécie lokalizovali gén pre
RYRL1 oSipanych na chromozéme 6pl1- 21 , teda na mieste vyskytu predpokladaného
halotanového génu (HAL lokus). Aj podra Archibalda almlaha (1985) zodpovedal
tento region lokalizécii génu HAL, podmienujlcej malignu hypertermiu atzv. halotan-

vazbovej skupine.
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Okrem RYR1 sl zname d’alSie dve izoformy tohto génu (Hakamata et a., 1992).

Druha forma ryanodinového receptoru, kddovana génom RYR2, sa exprimuje
predovsetkym v srdcovom svale, hladkej svalovine amozgu (McPherson a Campbell,
1990; Nakai et al., 1990; Takeshima, 1989). Sekvencia aminokyselin je zo 75 %
totozna, sekvencia cDNA zo 66 % so sekvenciou v géne RYR1. RYR2 bol lokalizovany
g nal'udskom chromozéme 1g42.1-g43 (Leeb et d., 1995).

Tretia forma ryanodinového receptoru, koédovana génom RYR3, sa exprimuje
predovietkym v mozgu, dalej v kostrovej svalovine asvalovine dutiny Ustnej
u stavovcov. Sekvencia aminokyselin je zo 70 % homolégna k sekvencii RYR1 a RYR2.
Tento typ ma dlohu pri proliferécii T-buniek imunitného systému.

LCudskd cDNA zRYR3 bola lokalizovand metédou in situ hybridizécie na
chromozome 15g14-g15 (Sorrentino et a., 1993).

V populéciéch jednotlivych plemien oSipanych sa vyskytuju dve alelické formy N
an, pricom recesivny genotyp nn je asociovany so stresovym syndrémom a PSE mésom
(Bauerova et al., 1995). Jednotlivé plemena oSipanych sa liSia vo vyskyte recesivngj
alely n, ale v&eobecne plati jg nizky vyskyt v désledku negativne] selekcie genotypov
nn (Trakovické et a. 2005, Kov&ik et al. 2009)

Anderson-Eklund et al., (1998) pri testovani populécie diviakov zistil pritomnost
genotypu Nn. Ernst et al., (2003) v rozsiahlej analyze diviakov poddruhu Sus scrofa
scrofa a Sus scrofa attila u v3etkych jedincov zistili genotyp NN. Na monomorfny stav
lokusu RYR1 s vyskytom genotypov NN, poukazali a Jovanovic et al., (2005) a Gabor
et al. (2007).

Jovanovic et a., (2005) poukazuju na vyskyt stresového syndromu u diviakov,
pricom predpokladaju, Ze maligna hypertertermia méZe mat’ multifaktorialny charakter.

1.6.2 Srdcovy protein viazuci mastné kyseliny (H —FABP)

Proteiny H-FABP o velkosti 15 kDa sa vyskytuju v tkanivach s vysokym obsahom
mastnych kyselin, akymi sl srdcové akostrové svalstvo a mlie¢na Zl'aza. Gén H-FABP
oSipangj bol lokalizovany na Siestom chromozome. Vykazuje 86 aZ 92 % homoldgiu
aminokyselin sinymi  H-FABP génmi cicavcov (Gerbens et al., 1997). Autori PCR-
RFLP met6dou spouZitim redtrikenych enzymov Hinfl, Haelll aMspl odhalili tri
jednoduché polymorfizmy. Redtrikéné miesto pre Hinfl je lokalizovany v 5 spétnom

regione, zatial’ ¢o re&rikéné miestapre Haelll a Mspl detekované rovnakym priemerom
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amplifikujucim PCR produkt velkosti 800 bp su lokalizované v druhom intréne H-
FABP génu.

PCR produkt polymorfného typu Hinfl ma vel'kost’ 702bp aredtrikéné fragmenty H
(197 + 59bp) ah (256bp), pricom pritomné st a nepolymorfné fragmenty. Stddiom
niekolkych plemien Gerbens et al. (1997) zistili rozdiely vo frekvencii genotypov,
predovsetkym v polymorfnom mieste Hinf I, sjednoznatne najfrekventovanejSim
genotypom HH v pripade plemien yorkshire a duroc a z miernou prevahou genotypu Hh
pri plemene landras. Vel'mi nizka frekvencia genotypu hh bola zaznamenana pri
plemene landras, v pripade plemena yorkshire genotyp hh nebol detekovany (Gerbens et
al., 1997). Rovnako vysSiu frekvenciu vyskytu alely H zistili Urban et al.(2002), pri
plemenach biela usl'achtila a landras.

V polymorfnrom mieste Haelll, Gerbens et a. (1998), detekovali pri plemenach
hampshire a meishan len alelu D (850bp), kym pri plemenéch duroc, landras, yorkshire,
zistili vySSiu frekvenciu alely d (450+400bp). Emnett et. a (2001) sthrnnou analyzou
génovej Struktury plemien berkshire, duroc, landras a hampshire stanovili prevahu alely
D. Ye et al., (2002) uvadzaju v populécii hybridov troch plemien hampshire x duroc x
biela uslachtila mali genotypy DD a Dd takmer vyrovnani frekvenciu, kym genotyp dd
savyskytoval len ojedinele.

V polymorfnrom mieste Mspl detekovana iba alela A (750+110 bp) u plemien
hampshire a mieshan. Rovnako vel'mi vysoka frekvencia alely A bola zaznamenana pri
plemenach landras a yorkshire. Rozdielna frekvencia alel ako g prevaha alely a (850
bp), bola zistena pri plemene duroc, ktoré ma vysSie percento IMF avaiSie prirastky
(Gerbenset al., 1997).

Ye et al. (2002) &dadiom hybridov troch plemien hampshire x duroc x biela
uSlachtila potvrdili prevahu aely A agenotypu AA. Jedince sgenotypom aa sa
v sledovanej populécii vyskytovali vo vel’mi nizkych frekvenciach.

Novy variant polymorfného miesta Mspl pri vSetkych sledovanych plemenach
Nechtelberger et al. (2001) stanovili metédou PCR — RFLP.

Gerbens et al.(1998) pri hodnoteni homozygotnych haplotypovych tried aa/dd/HH
zaznamenali vySSi obsah IMF. Na zéklade efektu heterozygotnych genotypov autori
uvadzaju, Ze Mspl aHaelll typ polymorfizmu vykazuju aditivny, zatial' ¢o
polymorfizmus Hinfl recesivny spésob dedi¢nosti. To mdZe byt désledok rekombinéacie
alel u rodi¢ov. Podobne preukazné diferencie zistili gj v pripade asociacie H-FABP génu
v hrabke chrbtovej slaniny, ¢im potvrdili vzgomnu korelaciu medzi obsahom IMF
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ahribkou chrbtove] slaniny. Gerbens et al. (1999) uvédzaju, Ze hrubku slaniny
ovplyviuju g gény, ktoré si vo vazbe s H-FABP génom na 6. chromozdme oSipane,
fosfoglukonét dehydrogenédza (PGD), gluk6zofosfét izomerdza (GPI), RYR a pod.

Polymorfizmus génu H-FABP sledovali Ernst et al., (2003) v rozsiahlej analyze
diviakov poddruhu Sus scrofa scrofa aSus scrofa attila. Zigtili vysoka frekvenciu
genotypu HH. V populéacii poddruhu Sus scrofa scrofa a uvadzaji monomorfny stav.
Alela h bola zitend len u Sus scrofa attila, pricom jej vyskyt bol velmi vzécny (0,02).

Pri plemenéch osipanych je frekvencia alel H-FABP " aH-FABP " ovplyviiovana
selekciou a zamernym priparovanim rodi¢ovskych pérov.

Mindekové et al., (2010) zistili pri plemene Biela uslachtila x Landrace prevahu alely
H (0,694) nad alelou h (0,306). Frekvencie alel pri réznych plemenach skumal g
Kov&ik et al., (2009), ktory rovnako pri plemene Biela uslachtil4 x Landrace zistil
prevahu alely H (0,6862) nad alelou h (0,3137).

1.6.3 Gén estrogénového receptoru (ESR)

Gén pre estrogénovy receptor ESR je u oSipanej lokalizovany na 1. chromozome.
Jeho expresiou vznika protein, ktory umoZiuje pdsobenie samicich pohlavnych
hormonov — estrogénov v bunkach ciel'ovych tkaniv (Omelka et al., 2001).

Estrogénovy receptor je v sOcasnosti povazovany za ekonomicky efektivny
geneticky marker, ktorého variabilita je asociovand s poétom narodenych prasiat
(Dvoidk, Vrtkova, 2001).

V géne pre ESR (Pwull) boli popisané tri polymorfizmy, z ktorych jeden preukazne
ovplyviuje celkovy pocet narodenych mladat, ako g pocet Zivo narodenych miad’at.
Jeho podgtata je zadmena adeninu (A) a tyminu (T) za guanin (G) v intronovej oblasti
medzi 3. a4. exénom génu (Omelka et al., 2001)

Drogemiiller et al. (2001) sledovali polymorfizmus ESR génu u plemien nemecky
landras a duroc. V&etky zvierata boli homozygotné AA. Genotypy AB a BB neboli u
tejto populécie ngjdené. Pritomnost’ genotypu ESR BB neuvédzaju ani Kmiec et al.,
(2002) u plemena por'sky landrace.

Trakovickd et al., (2006) identifikovali restrikénou analyzou PCR produktov,
ziskanych enzymom Pwull, alely A (120bp) a B (65 a 55bp), ktoré tvorili tri
genotypové kombinacie AA, AB a BB. V hybridnej populécii biela uslachtila x
landrace bol vysoko frekventovany genotyp AA, kym najmenej ¢asty bol genotyp BB.
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Ernst et al., (2003) v analyze diviakov poddruhu Sus scrofa scrofa a Sus scrofa attila
u v3etkych jedincov zistili po &iepeni PCR produktu enzymom Pvu |1 iba genotypy CC.

Na monomorfny stav lokusu ESR svyskytom genotypov WW ( enzym Ava |),
poukézali aj Gébor et a. (2007).

1.6.4 Cytochrém B (CytB)

Cytochrom B je bielkovina nach&dzajlica sa na vnatornej membrane mitochondrii. Je
slcastou retazca transportujiceho elektrony aje pritomna u vSetkych organizmov,
ktoré uskutoc¢nuju aerobné dychanie (Adkins et al. 1996). Cytochrom B je hlavna
podjednotka transmembranového komplexu cytochromu (Palumbi 1994).

Cytochrémy obsahuju hémova skupinu (podobné myoglobinu alebo hemoglobinu).
Rozdelené st do troch typov ( A, B, C) podl'atypu hémovej skupiny apodla vélenenia
do bielkoviny (Berg et a., 2006).

Sekvencia mtDNA pre gén cytochrom B je dlh& 1140 bp, je druhovo 3pecificka
avytvara vhodné podmienky pre vyuZzitie re&rikénych endonukleaz. Cytochrom B/B6
je tvoreny priblizne 400 aminokyselinami a tvori 8 transmembranovych segmentov
(helixov A — H). Gén petB kdduje helixy A-D agén petD kdéduje helixy E-H (Machler,
Bauer, 2007). Cytochrom B/B6 nekovalentne viaze dve hemové skupiny, zname tieZ
ako B562 a B566.

Mutécie v cytochrome B primérne vedd k neschopnosti jeho vyuZitia u F'udskych
pacientov, i ked’ boli zaznamenané g multi systémové ochorenia (Howell, 1989, Esposti
et a., 1993).

Gén pre cytochrom B je ngjviac pouzivany gén pre fylogenetickl précu medzi
druhmi stavovcov, pretoze je dost’ variabilny pre populacné otédzky adost’
konzervativny pre fylogenetické &udie (Meyer et al., 1990).

Sekvencie génu CytB si zndme pre mnohé organizmy, ¢o sa vyuZiva pre
porovnavanie jeho sekvencii vramci databdz DNA sekvencii. Struktira afunkcia
cytochrému B je ve'mi dobre zndma, ¢o je dolezité pre fylogenetické Studie z hradiska
vytvorenia funkéného génového produktu (Meyer, 1994).

Alternativny systém zistovania povodu DNA je zaloZeny na polymerézovej
retazovej reakcii (PCR), zmnozeni Gseku pre mitochondridlny gén cytochrém B. Usek
nastiepeny redtrikénym enzymom vedie k druhovo 3pecifickej vzorke na agarézovom
géle. Metdda si nevyZaduje vytvaranie druhovo pecifickych sond aje vhodna aj pre
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kritické vzorky, v ktorych je DNA viac ¢i menej degradovana (Winter et al., 1990,
Meyer, 1995).

Doteraz bolo publikovanych niekorko &udii, ktoré vyuZzili rozne velky fragment
génu cytochromu B pre urcenie Zivoc¢iSnych druhov pomocou metédy PCR-RFLP
(Gébor et al., 2009).

Vyuzitie Specifickych Gsekov mitochondridlneg DNA (mtDNA) pri identifikécii
ZivociSnych druhov mé dva vyznamné dovody. Prvym dévodom je fakt, Ze pomer kopii
mitochondridlnej DNA k jadrovej DNA v jednej bunke je priblizne 2500 : 1, ato nggméa
v pripade kostrového svalstva, ktoré sa vyznatuje vysokou post-mitotickou aktivitou
(Sorenson, Quinn, 1998).

Zehner et al. (1998) pri identifikécii cytochromu B roznych Zivoc¢iSnych druhov
(ovca, oSipand, hovadzi dobytok, pes) &iepili PCR produkt s velkost'ou 981 bp.

Pascaol et a., (2004) pri analyze polymorfizmu CytB zistil u oSipangj pritomnost’ len
jedného fragmentu o velkosti 359 bp, kym u diviaka popisuje pritomnost’ dvoch
fragmentov o velkosti 198 bp a 161 bp.

Gébor e a. (2009) vyuZitim univerzdlnych primerov komplementarnych ku
konzervatne uzavretej oblasti génu pre cytochrém B pri stavovcoch amplifikovali 359
bp fragment, ktory v sebe zahtiia variabiln( oblast s velkostou 307 bp. Specifické
redtrikéné fragmenty piatich pouzitych redtrikénych enzymov mali pri oboch druhoch,
oSipanej a diviaka, rovnaku verkost'.

K rovnakému poznatku dospel af Minarovi¢ (2009) po PCR-RFLP analyze pomocou
redtrikenych endonukledz Alul Fokl, Hinfl, Haelll a Mbol pri identifikacii deviatich

Zivocisnych druhov.
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2 CIEL PRACE

Praca je zamerana na analyzu biodiverzity diviaka lesného (Sus scrofa ferus)
aporovnana sgenetickou Struktirou domécej oSipang (Sus scrofa domestica) ako
najblizSieho druhu metddou polymerézovej retazovej reakcie a polymorfizmu dizky
redtrikénych fragmentov.

Na zaklade uvedeného sme stanovili nasledovné ciele diplomovej préce:

e Analyzovat polymorfizmus v génoch: ryanodinovy receptor (RYRL), srdcovy
protein viazuci mastné kyseliny ( H-FABP), gén estrogénového receptoru (ESR)
acytochrom B (CytB).

» Porovnat’ genetickeé rozdiely v polymorfizme hodnotenych génov medzi druhmi
Sus scrofa domestica a Sus scrofa ferus.

o Stanovit' z&kladné ukazovatele genetickej diverzity, génovu agenotypovu
Sruktdru testovangj populacie Sus scrofa ferus otestovanej na zéklade
sledovanych génov.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Materid

Pre analyzu polymorfizmu vybranych génov na zaklade pritomnosti Specifickych
fragmentov po RFLP analyze v PCR produkte sme pouZili krv dvoch druhov zvierat:

» Diviak lesny (Sus scrofa ferus)

e Svinadomaca (Sus scrofa domesticus)

Pouzita krv bola odobrata do ACD roztoku (0,48 % kyselina citrénova, 1,32 % citrét
sodny, 1,47 % glukéza) vpomere 1.5 (ACD: krv). JadrovA DNA spolu
s mitochondrialnou DNA bola vyizolovana z lymfocytov pomocou komeréného Kitu
Nucleo Spin (Macherey Nagel) (Biotech) a vysol'ovacou metddou podla Millera et. al.
(1987).

3.2 Pristrojové vybavenie

Preizolaciu DNA a PCR — RFLP sme pouZzili nasledovné pristroje: analytické
véahy, centrifiga, elektroforéza, zdroj napétia, automatické pipety, spektrofotometer,
vodny kupel’, vortex, termostat, termocyklér, UV transiluminator, fotoaparé Olympus C
700.

3.3 Pouzité laboratorne metody

3.3.1 lzolacia genomovel DNA z krvi pomocou komeréného kitu Nucleospin
Blood (M acherey Nagel)

Pred zaciatkom izol&cie sme nastavili vodny termostat na 70 °C a zohriali timivy
roztok BE na 70 °C. Do 1,5 ml mikroskimavky sme pridali 200 pl krvi a25 pl
proteinazy K a 200 ul lyzovacieho timivého roztoku B3. Zmes sme vortexovali 10 — 20
sekind a inkubovali 10 — 15 mindt pri 70 °C kym vzorka zhnedla. Nasledne sme
do vzorky pridali 210 pl 96 % etanolu a preniesli do separacnej kolénky vioZengj do 2
ml centrifugacnej skimavky. Po 1 minGtu centrifugécie pri 11 000 g, sme kolonku

vybrali avzorku preloZili do novej 2 ml skimavky s 500 pl timivého roztoku BW a
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centrifugovali d'alSiu 1 minatu pri 11 000 g. Po premyti roztokom B5 a néslednej
centritrifugacii sme vloZili do 1,5 ml skimavky a pridali sme 100 ul timivého roztoku
BE (predhriateho na 70 °C). TImivy roztok sme naliali priamo na silik&tovi membranu.
Vzorku sme inkubovali 1 minGtu pri laboratérnej teplote, centrifugovali 1 mindtu pri

11 000 g. Skumavku s roztokom DNA sme oznagili a uschovali pri teplote 4 — 8 °C.

3.3.2 Polymerazovaretazovareakcia ( PCR)

Polymerézovu retazovu reakciu sme uskutocénili v termocykéry PTC 150 (MJ
Reasearch).

Oligonukleotidové primery pre amplifikéciu cielovych Usekov H-FABP génu boli
prevzaté z préce Gerbens et al. (1997). Na amplifikaciu Specifického Useku génu Cyt B
sme pouzili primery FOR 26- mer aREV 26-mer prevzaté z préce Kochera et al.
(1989). Genotypy RYRL boli stanovené primermi navrhnutymi Bauerova et al. (1995)
agenotypy ESR podra Gabor et al. 2007.

Tabulka4: Specifické oligonukleotidové primery prejednotlivé gény

GEN PRIMER SEKVENCIA
H - FABP FOR 5GGA CCCAAGATGCCT ACGCCGF
REV 5 CTG CAT CTT TGA CCA AGA GG3’

cytB FOR 26-mer | 5CCA TCCAACATCTCAGCATGATGAAA T
REV 26-mer | 5 GCC CCT CAG AAT GATATTTGTCCTCA J

ESR FOR 20-mer 5 CCCTCT ATGACCTGCTGCTGZ
REV 22-mer 5 TCA GAT TGT GGT GGG GAA GTT C3
RYR 1 FOR 5GTGCTGGAT CTCCTCTGTTCCCT 3
REV 5 CTGGTGACATAGTTGATGAGGTTITG Y
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Reakéné zmesi

ZloZenie reakenych zmesi pre jednotlivé gény bolo optimalizované na podmienky

laboratéria. Na amplifikéciu PCR produktu podraich velkosti boli pridavané jednotlivé

zlozky mastermixu.

Taburka5: Zlozeniereakéneg zmes pre objem 25 pl CytB.

dese K oneéna koncentracia
PCR sterilna redestilovana voda i

10 x Reaction buffer (NH4)2SO4 1x

MgCl, 1,7 mM

dNTP - mix > mM

primery cytB 3 pmol

Tag DNA Polymeraza 1U
Templédtova DNA 50 ng.ul‘l

Taburka 6: Teplotny a ¢asovy rezim PCR reakcie Cytb

Krok teplota ¢as
Jart” 94°C N0s
Denaturécia 94 °C 10s
Anneling (hybridizécia) 55°C 30s
Polymerizécia 72°C 40 s
Elongécia 72°C 10 min.
Zachladenie 4°C uskladnenie

Pocet cyklov : 35 (1 cyklus=2. + 3. +4))

Taburka7 : Zlozky PCR reakéng) zmes pre objem 25ul H-FABP

Zlozka vysledna koncentrécia mnozstvo na 1 vzorku
PCR sterilnaredestilovanavoda | doplnit’ do objemu 25l

10 x PCR roztok 1x 2,5ul

MgCl, (25mM) 1,7 mM 1,7ul

dNTP - mix (1ImM) 0,2 mM 5ul

Taq DNA Polymeréza 1,25U 0,25ul
Templdtova DNA 50 ng 5ul
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Taburka8: Teplotny a ¢asovy rezim PCR reakcie H-FABP

Krok teplota ¢as

, Sart* 94°C 3 min.
Denaturécia 94 °C 1 min.
Anneling (hybridizacia) 57°C 1 min.
Polymerizécia 72°C 1 min.
Elongécia 72°C 10 min.
Zachladenie 4°C Pocet cyklov: 33

Taburka9: Zlozenie reakéng zmes preobjem 25 pl ESR

ZloZka Konefna koncentracia | Objem na 1 vzorku
Sterilnd voda 10,89 pl -14,4 pl
10 x Reaction buffer 1x 1,5ul-25ul
MgCl, 1,5mM - 25 mM 0,75l - 1,3l
dNTP Mix 0,2mM - 10 mM 1,0 ul - 5,0l
Primery 10 pmol/pl 1,0pl-21,2pl
Tagq DNA polymeréza 1,0 U/ul - 5 U/pl 0,4 ul-0,6 ul
Templat DNA 50 ng/ul 50ul
Taburka 10 : Teplotny a ¢asovy rezim PCR reakcie ESR
Krok teplota ¢as
, Sart* 95°C 2-3min
Denaturacia 94°C-95°C 1-2min
Anneling (hybridizécia) 55°C-56 °C 1 min
Polymerizécia 72°C 1-2min
Elongécia 72°C 10 min
Zachladenie 4°C pocet cyklov : 30
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Taburka1l: Zlozky PCR reakéng zmes preobjem 25yl RYR1

ZloZka Kone¢na koncentracia | Objem na 1 vzorku
PCR sterilna redestilovana voda doplnit’ do 25pl
10 x PCR roztok 1x 2,50 pl
MgCl2(50 mM) 1,4mM 0,70 pl
dNTP —mix (1 mM) 0,2 mM 5,00 pl
Primer FOR (1 ng/ul) 10 pM 0,80 pl
Primer REV (1 ng/pl) 10 pM 0,70 pl
Tagq DNA Polymerase Recombinant

1,25 U 0,25 pl
(5U/ul)
Templdtova DNA ~ 50 ng 5,00 pl

Taburka12: Teplotny a ¢asovy rezim PCR reakcie RYR1

Krok teplota ¢as

, Sart* 95°C 3 min.
Denaturécia 95°C 1 min.
Anneling (hybridizacia) 56 °C 1 min.
Polymerizécia 72°C 1 min.
Elongécia 72°C 7 min.
Zachladenie 4°C Pocet cyklov: 30

3.3.3 Polymorfizmus dizky redrikénych fragmentov PCR - RFLP

Pre &iepenie amplifikovanych PCR produktov boli pouZité redtrikéné endonukledzy
Alul, Fokl, Haelll, Hinfl (Promega) a Mbol (Fermentas). PCR produkty sme pridali do
pripravenej Stiepnej reakénej zmesi. I nkubécia prebiehala v termostate pri teplote 37°C,
4 — 16 hodin.
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Tabulka 13: Priebeh &tiepenia redtrikénym enzymom

Enzym RE miesto Teplota Stiepenia | Doba inkubacie
Alul AG|CT 37°C 3 hodiny
Foki GGATGNN | 55°C 12 hodin
Haelll GG|CC 37°C 3 hodiny
Hinfl G|ANTC 37°C 3 hodiny
FastDigest Mbol N|GATCN 37°C 5 min(t
Hinf6l G|CGC 37°C 3 hodiny
Aval C|/BCGRG 30°C 3 hodiny

3.34 Kontrola kvality DNA

Kvalita amplifikovanej DNA bola vizualne preverovana po elektroforéze (cca 10
min) v UV svetle na transiluminétore. Pri kontrole bolo pouzité 5 pul PCR produktu
zmieSaného s gluk6zou a bromfenolovou modrou, ktory bol nandSany na 2% agar6zovy
gél sethidium bromidom (100 pg/100 ml gélu). Pri kontrole bolo sledované
predovdetkym mnozstvo amplifikovanej DNA apritomnost neSpecifickych PCR
produktov

3.3.5 Elektroforéza v agar6zovom géle

|dentifikécia a analyza produktov po izol&cii, amplifikacii a Stiepeni sa uskutociuje
elektroforetickou separéciou. Horizontdna gélova elektroforéza prebieha v TBE
timiacom roztoku. Koncentrécia agarézy sa voli podla o¢akavane] velkosti fragmentov.
Elektroforéza prebieha pri elektrickom napéti 80-120 V po dobu 30 - 90 minat. Gél
mbze obsahovat’ interkalacné cinidlo etidium bromid. Po skonceni elektroforézy sa
nastiepené PCR produkty detekuju pod UVtransilumindtorom.
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3.4 Metddy hodnotenia genetickej diverzity

3.4.1 Matematicky model Hardy — Weinbergovho zakona

Na matematicko-Jatistické spracovanie ukazovatelov genetickel diverzity zo
vstupnych udajov ( identifikované genotypové kombinacie ) sme pouZili vypocet pre
frekvencie alel a genotypov so vztahmi pre dvojalelovy polymorfny systém prebraté s
préce Trakovicka et a.(2005).

Frekvencie aldl:

p(A) = 2x (AA+ AB): 2N

q(B) = 2x ( BB+ AB): 2N

pricomplati,ze:  p(A) +q(B) =1

kde: pa, s, —frekvencie jednotlivych alel, N —pocet jedincov v popul&cii

Genotypové frekvencie:

(p+0o)°=1

teda

p*(AA) + 2pg(AB) + ¢*(BB) = 1
p*(AA) — frekvencia homozygétov AA
2pq(AB) —frekvencia heterozygétov AB
0°(BB) —frekvencia homozygétov BB

Geneticka vzdialenost’:

n;

Z Z PXij * P}/ij

i=l =l

Dstd ='|n

N

Zr: 2 P Zr: > B

i=l j=l i=| j=l

N

kde:
r - pocet lokusov

n; — pocet alel nai-tom lokuse
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Pxi;, Pyij — frekvenciaj-tej alely nai-tom lokuse

Polymorfny informaény obsah PIC ( Botstein et al.,1980):
Nl n
PICzl-Z(p2+q2)-{z Y 2pf pﬂ}
i=1 j=i+1

Efektivny pocet alel EA ( Crow Kimura, 1970):

K oeficient homozygotnosti Ca:

Ca=p% + s

41

PDF vytvorené pomocou suSobnej verzie pdfFactory www.pdffactory.sk



http://www.pdffactory.sk
http://www.pdffactory.sk

4 VYSLEDKY PRACE A DISKUSIA

Pre analyzu polymorfizmu vybranych génov na z&klade pritomnosti Specifickych
fragmentov po RFLP analyze v PCR produkte sme pouZzili krv dvoch druhov zvierat:
Diviak lesny (Sus scrofa ferus) a domaca oSipana (Sus scrofa domesticus). PouZité krv
bola odobratd do ACD roztoku v pomere 1:5 (ACD: krv).

Jadrova DNA spolu s mitochondridlnou DNA jednotlivych druhov bola vyizolovana
z lymfocytov pomocou komeréného kitu Nucleo Spin (Macherey Nagel) (Biotech)
avysolovacou metddou tak, ako je podrobne popisané v kapitole Material a metédy
(3.3.2).

4.1 PCR cytochrému B

PCR reakcie boli uskuto¢nené pouZitim konzerzacnych primerov navrhnutych
Kocherom et al., (1989) a podrobne popisanych v kapitole 3.3.2.

Polymerazovl refazovu reakciu sme uskutocnili v termocykleri PTC 150 (MJ
Reasearch).

ZloZenie reakéngl zmesi je uvedené v predchéadzajlce] kapitole Material a metody
(3.3.2 v taburka 5). Reakcia prebieha v celkovom objeme 25 ul v termocykleri. PCR
program obsahoval iniciatny denaturatny krok pri teplote 94°C trval 90 sekund. Kazdy
z 35 cyklov pozostéval z denaturacie pri teplote 94°C pocas 10 sekind, anealingu pri
teplote 55 °C poc¢as 30 sekind, polymerizécie pri teplote 72°C pocas 40 sekdnd.
Posledny krok polymerizécie — elongécie pri teplote 72°C trval 10 mindt. Po skonceni
boli vzorky schladené na teplotu 4°C a uskladnené.

Identifikacia PCR produktu bola vykonand pomocou elektroforézy. Horizontalna
gélova elektroforéza prebieha v TBE tlmiacom roztoku. Elektroforéza prebieha pri
elektrickom napéti 80-120 V po dobu 30 - 90 mindt. G&l mbZe obsahovat’ interkalacné
¢inidlo etidium bromid. Po skoncéeni elektroforézy sa nastiepené PCR produkty detekuju
pod UV transilumindorom (obrézok 1).
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Obréazok 1: Schematické zndzornenie PCR produktu cytochrému B .
L ladder 100 bp (Fermentas), 1-6 PCR produkt cytochrému B (velkost’ 359 bp)

Na fotografii vizualizovaného 359 bp PCR produktu cytochromu B (obréazok 1) je
znazornenych 7 dréh. V prvej (oznaceneg) ,,L*) sa nachéadza ladder (markér) s velkostou
100 bp. V drahach 1 - 6 je PCR produkt cytochromu B s vel’kost'ou 359 bp.

4.2 PCR — RFLP cytochr 6mu B restrikénym enzimom Alul

Do pripravene] Stiepnej zmesi (25ul) (taburka5, kapitola 3.3.2) sme pridali PCR
produkty (8ul) ainkubovali 3 hodiny pri teplote 37 °C. Identifikécia redtrikénych
fragmentov bola vykonan&d pomocou elektroforézy, ktora prebieha v TBE tlmiacom
roztoku, pri elektrickom napéti 80-120 V po dobu 30 - 90 minit. Gél mdze obsahovat’
interkalatné cinidlo etidium bromid. Vizualizécia fragmentov bola uskuto¢nena
pomocou UV transilumindora. Pre presné urcenie velkosti fragmentov sme pouzivali
DNA markéry (Fermentas).
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L 1 2 3 4 5 6 L PCR

Obrazok 2: Schématické znézornenie Stiepenia 359 bp fragmentu cytochromu B
re&rik¢nym enzymom Alul.

L —ladder 100 bp 5—Ovisaries (359 bp)

1 — Bostaurus (190 bp, 169 bp,) 6 — Cervus elaphus (359 bp)
2 — Bison bonasus (315 bp, 114 bp, 55 bp) L, —ladder 50 bp

3 — Sus scrofa domesticus (244 bp, 115 bp) PCR — 359 bp

4 — Sus scrofa scrofa (244, 115 bp,)

Na fotografii (obrazok 2) je znazornenych 9 dréh. Pre objektivnost’ hodnotenia sme
otestovali g d’alSie druhy. Draha ,L“ je ladder (markér) svelkost'ou 100 bp. Drahy 1 —
6 sU vizualizované fragmenty, ktoré vznikli pri Stiepeni PCR produktu cytochrom B
dihého 359 bp enzymom Alul. PCR produkty jednotlivych druhov boli &iepené na
charakteristickych miestach avznikli Specifické produkty: draha 1 vzorka Bos taurus
so vzniknutymi dvoma fragmentmi s diZzkou 190 bp a 169 bp, dréha 2 vzorka Bison
bonasus so vzniknutymi tromi fragmentmi s diZzkou 315 bp, 114 bp a 55 bp, dréha 3
vzorka Sus scrofa domesticus so vzniknutymi dvoma fragmentmi s dizkou 244 bp a 115
bp, dréha 4 vzorka Sus scrofa scrofa so vzniknutymi dvoma fragmentmi s dizkou 244
bp a 115 bp, dréhy 5 a6 vzorky Ovis aries a Cervus elaphus neboli &iepené tymto
enzymom takZe na elektroforéze je vidno fragment dihy 359 bp. Draha oznacena ,L," je
ladder (markér) s velkostou 50 bp. V drahe oznacengj ako ,,PCR" je produkt PCR dlhy
359 bp.
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4.3 PCR RYR1 génu

PCR reakcie boli uskuto¢nené pouZitim konzerzatnych primerov navrhnutych
Bauerovou et al., (1995) a podrobne popisanych v kapitole 3.3.2.

Polymerazovl refazovl reakciu sme uskutocnili v termocykleri PTC 150 (MJ
Reasearch).

ZloZenie reakeénej zmesi je uvedené v predchadzajucej kapitole Material
ametddy (3.3.2 vtaburkell). Reakcia prebieha v celkovom objeme 25 pl v
termocykleri. PCR program obsahoval iniciacny denatura¢ny krok pri teplote 95°C trval
1 minGtu. Kazdy z 30 cyklov pozostaval z denaturacie pri teplote 95°C pocasl mindty,
anealingu pri teplote 56 °C pocas 1 minlty, polymerizécie pri teplote 72°C pocas 1
mindty. Podedny krok polymerizécie — elongécie pri teplote 72°C trval 7 mint. Po
skonceni boli vzorky schladené nateplotu 4°C a uskladnené.

Identifikacia PCR produktu bola vykonand pomocou elektroforézy. Horizontalna
gélova elektroforéza prebieha v TBE tlmiacom roztoku. Elektroforéza prebieha pri
elektrickom napéti 80-120 V po dobu 30 - 90 mindt. G&l mbZe obsahovat’ interkalacné
¢inidlo etidium bromid. Po skonc¢eni elektroforézy sa nastiepené PCR produkty detekuju
pod UV transilumindorom (obrézok 3).

L 1 23 4 5 6 7 8 9

Obréazok 3: Schématické znazornenie 272 bp PCR produktu RYR 1

L —ladder 100 bp (Fermentas) 1 -9 PCR produkt génu RYR 1 (velkost’ 272 bp)
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Na fotografii vizualizovaného 272 bp PCR produktu RYR 1(obrdzok 3) je
zndzornenych 10 dréh. V prvej (oznatengl ,L“) sa nachadza ladder (markér)
svelkostou 100 bp. V drédhach 1 - 9 je PCR produkt génu RYR 1 (vel'kost’ 272 bp).

4.4 PCR —RFLP RYRL1 génu

1 2 PCR L

Obrazok 4 : Schematické znézornenie 272 bp PCR - RFLP produktu RYR 1
1 .genotyp Nn (272 bp + 149 bp + 123 bp)
2. genotyp NN (149 bp + 123 bp)
PCR — produkt 272 bp
L — 100 bp Ladder (Fermentas)
Na fotografii vizualizovaného 272 bp PCR produktu RYR1 (obrézok 4) st znazornené 4
drahy. V prve] sa nachadza heterozygot sgenotypom Nn, ktorého fragmenty mali
molekulovi hmotnost’ 272 bp, 149 bp a 123 bp. V druhej homozygot s genotypom NN
s molekulovou hmotnostou 149 bp a 123 bp. Mutantny genotyp nn (272 bp) nebol
v skimanej vzorke zisteny. V dréhe oznatenej ako ,,PCR" je produkt PCR dlhy 279 bp
av dréhe oznateng) ,L" sanachédza ladder (markér) s velkost'ou 100 bp
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4.5 PCR Génu ESR

PCR reakcie boli uskuto¢nené pouzitim konzerzacnych primérov podla Gabora et
al., (2007) a podrobne popisanych v kapitole 3.3.2.

Polymerazovu retazovu reakciu sme uskutocénili v termocykleri PTC 150 (MJ
Reasearch).

ZloZenie reakeénej zmesi je uvedené v predchadzajucej kapitole Material
ametdédy (3.3.2 vtabulka 9). Reakcia prebieha v celkovom objeme 25 pl v
termocykleri. PCR program obsahoval iniciacny denaturacny krok pri teplote 94 - 95°C
trval 1 — 2 mindty. Kazdy z 30 cyklov pozostaval z denaturécie pri teplote 94 - 95°C
po¢asl — 2 mindt, anealingu pri teplote 55 - 56 °C pocas 1 minuty, polymerizécie pri
teplote 72°C pocas 1-2 minut. Posledny krok polymerizacie — elongécie pri teplote 72°C
trval 10 mindt. Po skonéeni boli vzorky schladené na teplotu 4°C a uskladnené.

Identifikécia PCR produktu bola vykonana pomocou elektroforézy. Horizontdlna
gélova elektroforéza prebieha v TBE tImiacom roztoku. Elektroforéza prebieha pri
elektrickom napéti 80-120 V po dobu 30 - 90 mindt. G&l mbZe obsahovat’ interkalacné
¢inidlo etidium bromid. Po skoncéeni elektroforézy sa nastiepené PCR produkty detekuju
pod UV transiluminatorom (obréazok 5).

Obréazok 5: Schematické zndzornenie 185 bp PCR produktu ESR

L — ladder 100 bp (Fermentas) 1. —7. PCR produkt génu ESR - 185 bp
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Na fotografii vizualizovaného 185 bp PCR produktu ESR (obrazok 5) je
znazornenych 8 drah. V prvej (oznacengj , L") sanachédza ladder (markér) s velkostou
100 bp. V dréahach 1 - 7 je PCR produkt génu ESR (velkost’ 185 bp).

4.6 PCR —RFLP ESR génu

Obrazok 6 : Schematické zndzornenie 185 bp PCR - RFLP produktu ESR

PCR —PCR produkt génu ESR (velkost’ 185 bp)

L — 100 bp ladder (Fermentas)

1 — Genotyp WW (109 bp + 76 bp)

2 - Genotyp WW (109 bp + 76 bp)

3 - Genotyp MM (76 bp + 62 bp + 47 bp)

4 — Genotyp WM (109 bp + 76 bp + 62 bp + 47 bp)
5 — Genotyp MM (76 bp + 62 bp + 47)

Na fotografii vizualizovaného 185 bp PCR produktu ESR (obrédzok 6) su
znézornené 7 dréhy. V drdhe oznatengj ako ,PCR" je produkt PCR dlhy 185 bp
av dréhe oznatengj ,L“ sa nachadza ladder (markér) svelkostou 100 bp. V prvej sa
nachédza homozygot s genotypom WW, ktorého fragmenty mali molekulovi hmotnost’
109 bp a 76 bp. V druhej drdhe sa nachadza homozygot sgenotypom WW
s molekulovou hmotnostou 109 bp a 76 bp. V tretgf dréhe sa nachddza homozygot
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s genotypom MM, ktorého fragmenty mali molekulova hmotnost’ 76 bp, 62 bp a 47 bp.
V &vrtej drahe sa nachadza heterozygot s genotypom WM s molekulovou hmotnost'ou
109 bp, 76 bp, 62 bp a 47 bp. V piate] drahe sa nachéddza homozygot s genotyp MM,
ktorého fragmenty mali molekulovi hmotnost’ 76 bp, 62 bp a 47 bp.

4.7 PCR H — FABP génu

Oligonukleotidové primery pre amplifikéciu cielovych Usekov H-FABP génu boli
prevzaté z prace Gerbens et al. (1997) a podrobne popisanych v kapitole 3.3.2.

Polymerazovl refazovd reakciu sme uskutocnili v termocykleri PTC 150 (MJ
Reasearch).

ZloZenie reakénej zmesi je uvedené v predchédzajucej kapitole Materidl
ametdédy (3.3.2 vtabulka 7). Reakcia prebieha v celkovom objeme 25 pl v
termocykleri. PCR program obsahoval iniciaény denaturacny krok pri teplote 94 °C
trval 3 mindty. Kazdy z 33 cyklov pozostaval z denaturéacie pri teplote 94 °C pocas 3
minUt, anealingu pri teplote 57 °C pocas 1 mintty, polymerizécie pri teplote 72°C pocas
1 mindty. Posledny krok polymerizécie — elongécie pri teplote 72°C trval 10 minat. Po
skonceni boli vzorky schladené nateplotu 4°C a uskladnené.

Identifikacia PCR produktu bola vykonand pomocou elektroforézy. Horizontalna
gélova elektroforéza prebieha v TBE tlmiacom roztoku. Elektroforéza prebieha pri
elektrickom napéti 80-120 V po dobu 30 - 90 mindt. G&l mbZe obsahovat’ interkalacné
¢inidlo etidium bromid. Po skonc¢eni elektroforézy sa nastiepené PCR produkty detekuju
pod UV transilumindorom ( obrézok 7).

49

PDF vytvorené pomocou suSobnej verzie pdfFactory www.pdffactory.sk



http://www.pdffactory.sk
http://www.pdffactory.sk

1 2 3 L PCR

Obrazok 7 : Schematické znédzornenie PCR - RFLP produktu H-FABP
1. Genotyp hh (256 bp ) + nepolymorfny fragment,
2. Genotyp HH ( 197 bp + 59 bp ) + nepolymorfny fragment
3. Genotyp Hh (256bp + 197 bp) + nepolymorfny fragment,
L Ladder 50 bp (Fermentas)
PCR produkt ( 700 bp)

Na fotografii vizualizovaného PCR produktu H-FABP (obrazok 7) je znédzornenych
5 drah. V prve] sa nachadza homozygot sgenotypom hh, ktorého fragmenty mali
molekulovi hmotnost’ 256 bp + nepolymorfny fragment. V druhej drahe sa nachadza
homozygot sgenotypom HH smolekulovou hmotnostou 197 bp a 59 bp +
nepolymorfny fragment. V tretej drahe sa nachadza heterozygot sgenotypom Hh,
ktorého fragmenty mali molekulovi hmotnost 256 bp a197 bp + nepolymorfny
fragment. V dréhe oznatengj ,L“ sa nach&dza ladder (markér) svelkost'ou 100 bp.
V drdhe oznacengj ako ,,PCR" je produkt PCR dlhy 700 bp.
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4.8 Geneticka struktura sledovanych druhov na zaklade ESR génu

V slbore sledovanych diviakov s poc¢tom 38 (taburka 14) mal najvacSie zastUpenie
genotyp WW (24,4802), heterozygotna forma WM sa vyskytovala s nizSou frekvenciou
(12,0394). Najmenej sa v populécii vyskytovala homozygotna forma MM (1,4802).

V slibore sledovanych oSipanych (taburka 15), ktorych pocet bol 54, nagjvacSie
zastUpenie mala heterozygotna forma WM (25,8808), so nie¢o niZzSou frekvenciou
nasleduje genotyp WW (19,5568). Najmenej sa Vv populacii vyskytovala forma
homozygotna MM (8,5624).

Z analyzy genotypovej Struktlry vyplyva v skupine diviakov prevaha alely W
(0,8026) nad alelou M (0,11974) av skupine sledovanych oSipanych sme rovnako zitili
prevahy alely W (0,6018) nad alelou M (0,3982).

Pri hydrologickych pokusoch je bezné, Ze experimentalna (empirickd) fenotypova,
tak g genotypova frekvencia sa viac alebo menej pribliZzuje teoreticky o¢akavanému
&iepnemu pomeru. Na overenie experimentdlne zistenych &iepnych pomerov
ateoreticky ocakavanymi, sa pouZiva metdda y>- test (chikvadrét test). Zistime ¢i je
rozdiel preukazny — vyznamny (signifikovany) alebo nepreukazny, nevyznamny. Ked’
je rozdiel nepreukazny, nevyznamny, experimentdlny &iepny pomer sa zhoduje
steoretickym a opacne.

V siibore oSipanych sme zistili vysoko preukazny vplyv ako poukazuji vysledky y?-
testu v tabulke 14. V stbore diviakov rozdiel v o¢akavanej apozorovanej frekvencii
genotypov nebol preukazny, comu nasvediuji nizke hodnoty x*- testu (tabul’ka 15).

Taburkald: Geneticka struktura sus scrofa ferus — diviaka lesného na zaklade ESR

génu, pocet skimanych vzoriek 38

Frekvencie
Genotyp Podet Genotyp Alela S ¥ test
WW 21 24,4802 W M
WM [ 12,0394 | 08026 | 0,1974 | +0,0924 | 6,6579™
MM 4 1,4802
P>0,05", P>0,01", P>0,001 ",
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Tabulkal5: Geneticka &ruktira sus scrofa domesticus — domaca oSipana na

zaklade ESR génu, podet skimanych vzoriek 54

Frekvencie
Genotyp Podet Genotyp Alela S ¥ test
WW 27 19,5568 W M
WM 11 25,8808 | 0,6018 | 0,3982 | +0,0634 | 06709
MM 16 8,5624

P>0,05", P>0,01"", P>0,001 ",

4.9 Geneticka struktara sledovanych druhov na zaklade RYR génu

Geneticku &ruktiru oSipanych na zéklade RYR génu uvadzame v tabul'ke 16. Zo 64
oSipanych genotypovanych na RYR gén sme zistili ngjvacsi vyskyt genotypu NN
(53,4730). Frekvencia vyskytu homozygotného nn bola najnizsia (0,4720), na druhom
mieste prevladal genotyp Nn (10,0550).

Z genotypovych frekvencii vyplyva prevaha alely H (0,9140) nad alelou h (0,0860).

V stbore sledovanych oSipanych rozdiel v ocakévanej a pozorovangj frekvencii

genotypov nebol preukazny, comu nasvediuju nizke hodnoty - test (tabul’ka 16).

Tabulkal6: Geneticka &ruktira sus scrofa domesticus — domaca oSipana na
zaklade RYR génu, pocet vzoriek bol 64

Frekvencie
Genotyp Podet Genotyp Alela S ¥ test
NN 33 53,473 H h
Nn 11 10,055 0,914 | 0,086 | +0,0783 | 0,5655
nn 0 0,472

P>0,05", P>0,01"", P>0,001 ",

Vo v&etkych vzorkéch diviaka sme zigtili frakcie NN, to znamend, Ze u v3etkych
diviakov bol potvrdeny. Ostatné genotypy neboli zistené.
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4.10 Geneticka struktura sledovanych druhov na zaklade H-FABP
génu

V stbore 64 oSipanych sme zistili najvacsie zastUpenie heterozygotnej formy Hh
(29,1796), slen o ¢osi nizSou frekvenciou nasleduje genotyp hh ( 26,9102). Najmenej sa
v populécii vyskytovala homozygotna forma HH (7,9102). Z analyzy genotypovej
Struktary vyplyva prevahaalely h ( 0,6485) nad alelou H ( 0,3515) (tabulkal?).

V slbore 40 diviakov sme zaznamenali najniZSiu frekvenciu genotypu hh (0,2250),
vatSie zastUpenie mala heterozygotna forma Hh (5,5500) anajvacsiu frekvenciu sme
zaznamenali pri genotype HH (34,2250). Z analyzy genotypovej &truktiry vyplyva
prevaha alely H (0,9250) nad alelou h (0,0750) (tabul'kal8).

Na zéklade y*- test sme zistili &atisticky preukazny rozdiel medzi ocakavanymi
a pozorovanymi frekvenciami genotypov v stbore o$ipanych adiviakov. Hodnota y?-
kvadrat testu v skupine diviakov je nepreukazna ateda realizoval sa rovnovazny
stav(tabur'ka 18).

Tabulkal?7: Geneticka &ruktara sus scrofa domesticus — doméca oSipana na
zéklade H-FABP génu, pocet vzoriek 64

Frekvencie
Genotyp Podet Genotyp Alela S ¥ test
HH 14 7,9102 H h
Hh 17 29,1796 0,3515 0,6485 | +0,0569 | 11,504
hh 33 26,9102

P>0,05", P>0,01"", P>0,001 ",

Tabulkal8: Geneticka Struktura sus scrofa ferus — diviaka lesného na zéklade H-
FABP génu, pocet vzoriek 40

Frekvencie
Genotyp Podet Genotyp Alela S ¥ test
HH 34 34,225 H h
Hh 6 5,55 0,925 0,075 +0,1370 | 0,2629
hh 0 0,225
P>0,05", P>0,01™", P>0,001 ",
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4.11 Geneticka struktura sledovanych druhov na zaklade

cytochromu B

Na prezentovanie rozdielu a pre objektivnost hodnotenia sme otestovali g dalSie
druhy zvierat (obrazok 2). Drédhy 1 — 6 sU vizualizované fragmenty, ktoré vznikli pri
Stiepeni PCR produktu cytochrém B dlhého 359 bp enzymom Alul. PCR produkty
jednotlivych druhov boli &iepené na charakteristickych miestach avznikli Specifické
produkty: dréha 1 vzorka Bos taurus so vzniknutymi dvoma fragmentmi s dizkou 190
bp a 169 bp, dréha 2 vzorka Bison bonasus so vzniknutymi tromi fragmentmi s dizkou
315 bp, 114 bp a 55 bp, draha 3 vzorka Sus scrofa domesticus so vzniknutymi dvoma
fragmentmi s dizkou 244 bp a 115 bp, dréha 4 vzorka Sus scrofa scrofa so vzniknutymi
dvoma fragmentmi s dizkou 244 bp a 115 bp, dréhy 5 a6 vzorky Ovis aries a Cervus
elaphus neboli Stiepené tymto enzymom takZe na elektroforéze je vidno fragment dihy
359 bp.

Druhy ako Sus scrofa domesticus a Sus scrofa scrofa st vel’'mi fylogeneticky pribuzné
apreto g nadtiepené fragmenty su rovnaké. Identifikacia jednotlivych druhov nie je
preto pri Stiepeni vybranou endonukledzou mozna.

4.12 Efektivnost’ pésobenia alel a geneticka diver zita

NajvysSia uroven polymorfizmu bola zistend u oSipanych v lokusoch ESR 1,9426,
zéroven najnizsiu Uroven sme zitili v skupine diviakov v lokusoch H-FABP génu. Pri
analyze diviaka sme zistili Uroven polymorfnosti lokusov pri ESR 1,4639. Polymorfny
informacny obsah (PIC) bol 0,2667. U tohto druhu bola potvrdena vysoka
homozygotnost’ 0,6831.

Nizku droven polymorfnosti 1,1611 sme zistili u diviakov v lokuse H-FABP. Tato
hodnota sa pribliZzuje k minimanej hodnote drovne polymorfizmu 0,5. Zarovein sme
zistili nizku hodnotu PIC 0,1291 ¢o vyplyva s vysokého podielu homozygotov aZ 86,12
%. Nizka droven polymorfizmu lokusu H-FABP vyplyva g z velkého rozdielu vo
frekvenciach alel, nakol’ko drift recesivngj alely h bol vysSi ako jg frekvencia (0,075).
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Taburkal9: Efektivnost’ posobenia alel a geneticka diverzita

Lokus Ca Na He PIC
ESR diviak 0,6831 1,4639 0,3169 0,2667
ESR oSipana 0,5147 1,9426 0,4852 0,3675
RYRL1 oSipana 0,8428 1,1865 0,1572 0,1449
H-FABP diviak 0,8612 1,1611 0,1388 0,1291
H-FABP oSipana 0,5441 1,8378 0,4559 0,3520
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5 DISKUSA

V pripade Diviaka lesneho (Sus scrofa ferus) a svine domacej (Sus scrofa
domesticus) sme porovnali genetické rozdiely v polymorfizme hodnotenych génov
medzi tymito druhmi a stanovili sme zakladné ukazovatele genetickej diverzity, génovu
a genotypovu &truktdru testovanych popul&cii.

V pripade RYR1 génu sa v populéaciach jednotlivych plemien oSipanych vyskytuju
dve alelické formy N a n. Zo 64 oSipanych genotypovanych na RYR1gén sme zistili
najvacsi vyskyt genotypu NN (53,4730). Frekvencia vyskytu homozygotného nn bola
najnizSia (0,4720), rovnako ako uvédza Trakovickd et a., (2005) aKov&aik et al.,
(2009), podra ktorych sa jednotlivé plemena oSipanych liSia vo vyskyte recesivne alely
n, ale v&eobecne plati jej nizky vyskyt v dosledku negativnej selekcie genotypov nn. Na
druhom mieste prevliadal genotyp Nn (10,0550), ktorych pritomnost’ zistil af Anderson —
Eklund et al., (1998) pri testovani populécie diviakov. Vo vaetkych vzorkéch diviaka
sme zistili frakcie NN, to znamend, Ze uvSetkych diviakov bol potvrdeny. NaSe
vysledky sa zhoduju so zisteniami Ernsta et al., (2003), ktory v rozsiahlej analyze
diviakov poddruhu Sus scrofa scrofa a Sus scrofa attila u vSetkych jedincov zigtili
genotyp NN. Na monomorfny stav lokusu RYRL s vyskytom genotypov NN, poukézali
aj Jovanovic et al., (2005) a Gabor e al., (2007).

Stidiom H-FABP génu u niektorych plemien sa zaoberal Gerbens et al., (1997),
ktory zitil jednoznacne najfrekventovanejsi vyskyt genotypov HH v pripade plemien
yorkshire aduroc az miernou prevahou genotypov Hh pri plemene landras. Velmi
nizku frekvenciu genotypov hh zistil pri plemene landras apri plemene yorkshire
genotyp hh nebol detekovany, ¢o nie je v sllade snaSimi vysledkami. V pripade
sledovanych oSipanych sme zaznamenali najvésie zastUpenie heterozygotnej formy Hh
(29,1796), slen o ¢os nizSou frekvenciou nasleduje genotyp hh (26,9102). Najmenegj sa
v populécii vyskytovala homozygotna forma HH (7,9102). V pripade sledovanych
diviakov sme zaznamenali najvacsiu frekvenciu pri genotype HH (34,2250) rovnako
ako Ernst et al., (2003) pri sledovani polymorfizmu génu H-FABP zistil pri rozsiahlej
analyze diviakov poddruhu Sus scrofa scrofa a Sus scrofa attila. Z analyzy genotypovej
Sruktary vyplyva prevaha aely h (0,6485) nad alelou H (0,3515) v skupine
sledovanych oSipanych, ¢o sa nezhoduje so zisteniami Mindekove] et al., (2010)
aKov&tikaet a., (2009), ktory uvadzaju prevahu alely H nad alelou h.
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Pri sledovani polymorfizmu ESR génu v skupine oSipanych sme zitili najvacSie
zastUpenie heterozygotnej formy WM (25,8808), so nie¢o nizSou frekvenciou nasleduje
genotyp WW (19,5568). Najmenej sa v populacii vyskytovala forma homozygotnd MM
(8,5624). K rozdielnym zisteniam dospel Drogemduiller et al., (2001) pri pouZiti iného
&iepneho enzymu, ktory pri sledovani plemien oSipanych, nemecky landras aduroc
zigtil, Ze v3etky zvierata boli homozygotné AA. Genotypy AB aBB nezistil. Rovnako
pritomnost’ genotypu BB neuvadzaju ani Kmiec et a., (2002) uplemena pol'sky
landrace. Trakovicka et al., (2006) identifikovali restrikénou analyzou PCR produktov,
ziskanych enzymom Pwull, alely A (120bp) aB (65 a 55bp), ktoré tvorili tri genotypové
kombinécie AA, AB aBB. V hybridnej populécii biela uslachtila x landrace bol vysoko
frekventovany genotyp AA, kym najmenegj ¢asty bol genotyp BB.

V skupine diviakov sme zistili najvacSie zastUpenie genotyp WW (24,4802),
heterozygotna forma WM sa vyskytovala s nizSou frekvenciou (12,0394). Najmenej sa
v populécii  vyskytovala homozygotna forma MM (1,4802). Ernst et a., (2003)
v analyze diviakov poddruhu Sus scrofa scrofa a Sus scrofa attila u vaetkych jedincov
zistili po Stiepeni PCR produktu enzymom Pwvu |l iba genotypy CC. Na monomorfny
stav lokusu ESR s vyskytom genotypov WW (enzym Ava 1), poukézali aj Gabor et a.,
(2007).

Pri analyze polymorfizmu CytB sme zistili u oSipanej adiviaka pritomnost’ dvoch
fragmentov o velkosti 244 bp a 115 bp. Specifické redtrikéné fragmenty iepené
redtrikénym enzymom Alul mali pri oboch druhoch rovnakd verkost’. K rovnakému
zéveru dospel g Minarovi¢ (2009) po PCR — RFLP analyze pomocou redtrikénych
endonukleaz Alul Fokl, Hinfl, Haelll aMbol. Pascaol et al., (2004) pri anayze
polymorfizmu CytB zistil u oSipanej pritomnost’ len jedného fragmentu o vel’kosti 359
bp, kym u diviaka popisuje pritomnost’ dvoch fragmentov o velkosti 198 bp a 161 bp.
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6 NAVRH NA VYUZITIE POZNATKOV PRE DALSI ROzZVOJ
VEDY

Préca bola zamerand, na zé&klade polymorfizmu jednotlivych génov poukazat' na

vztahy, ktoré mézu vyznamne prispiet’ k poznaniu a ochrane genetickej diverzity.

e Vvpraci pouzita metéda je vyuZivana ngma na zistenie vnutroliniove)
amedziliniove] diverzity. Jgj potencid sa da vyuZit' pri zistovani genetickych
vzdialenosti medzi pévodnymi populéaciami akomerénymi liniami, ale @ na
zistovanie genetickych vzt'ahov medzi populéciami rovnakych plemien

e vyznam je tiez v poznani aS$pecifikécii pritomnosti jednotlivych alel, ich
existencia ndm déva poznatky o Urovni genetickej pribuznosti, ¢i nepribuznosti
jednotlivych ¢asto g fylogeneticky blizkych plemien

» odporucame vSak testovanie s réznymi Siepnymi enzymmi

¢ mapovanie gendmu populéacii na zaklade polymorfnych genetickych markérov
st prinosom pre plemenarsku pracu, ktora ich ciel'avedome vyuziva na tvorbu
genotypov so Specifickymi UZitkovymi vlastnostami, ale a pri hodnoteni
homozygotnosti alebo heterozygotnosti konkrétneho jedincai celej populécie
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7 ZAVER

Pod ekonomickym tlakom na chov zvierat postupne mizni niektoré plemena
anahradzaju sa vykonnejSimi, jednostranne S’achtenymi, ¢im sa strécaju cenné gény pri
novovysl'achtenych plemenach atieto maju priznaky vycerpania génovej premenlivosti.
Je preto vel'mi délezité vhodnou tvorbou a ochranou génovych rezerv zabezpegit’ zdroje
génovej premenlivosti menej zoSlachtenymi plemenami, ktoré sa budd vyznatovat
aktivnym zdravim apevnou kon&itlciou. Tymto sa zabezpeti ochrana genofondu
agenetickej diverzity.

V sllade svytycenymi ciel'mi diplomove] prace sme optimalizovali aaplikovali
PCR- RFLP metddu pre identifikovanie agenotypovanie kandidadnych génov :
ryanodinovy receptor (RYRL), srdcovy protein viazuci mastné kyseliny (H-FABP), gén
estrogénoveho receptoru (ESR) a cytochrom B (Cyt B).

Na experiment sme pouZili biologicky materidl - krv Diviaka lesného (Sus scrofa
ferus) a Svine domacej (Sus scrofa domesticus). Na zaklade vysledkov molekuldrno —
geneticke] detekcii sme vyhodnotili genetickd Struktiru, efektivnost pbsobenia alel
sledovanych génov vo vybranych druhoch. V sledovanych polymorfnych systémoch
sme medzi populéaciami zistili genetické rozdiely vo frekvenciach alel a genotypov.

Genetickou analyzou jednotlivych siborov oSipanych sme dospeli k nasledovnym
zaverom:

V pripade ESR géne sme v subore sledovanych oSipanych zistili najvé&sie
zastUpenie heterozygotnej formy WM (25,8808), so nie¢o nizSou frekvenciou nasleduje
genotyp WW (19,5568). Najmenej sa v populacii vyskytovala forma homozygotnd MM
(8,5624). Z analyzy genotypovej Struktury vyplyvav skupine sledovanych oSipanych
prevaha alely W (0,6018) nad alelou M (0,3982).

Pri RYR1 géne sme zigtili najvassi vyskyt genotypu NN (53,4730). Frekvencia
vyskytu homozygotného nn bola ngjnizsia (0,4720) na druhom mieste previadal genotyp
Nn (10,0550). Z genotypovych frekvencii vyplyva prevaha alely H (0,9140) nad alelou
h (0,0860).

V pripade H-FABP génu sme zistili najvacSie zastUpenie heterozygotnej formy Hh
(29,1796) slen o ¢os nizSou frekvenciou nasleduje genotyp hh (26,9102). Nagimenej sa
v populécii vyskytovala homozygotna forma HH (7,9102). Z analyzy genotypovej
Struktary vyplyva prevahaalely h (0,6485) nad alelou H (0,3515).
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Pri analyze polymorfizmu CytB sme zitili u oSipanej pritomnost’ dvoch fragmentov
0 velkosti 244 bp al115 bp.

Genetickou analyzou jednotlivych siborov diviakov sme dospeli k nasledovnym
zaverom:

Pri ESR géne mal ngjvacSie zastlpenie genotyp WW (24,4802), heterozygotna forma
WM sa vyskytovala snizSou frekvenciou (12,0394). Namenej sa Vv populécii
vyskytovala homozygotna forma MM (1,4802). Z analyzy genotypovej Struktdry
vyplyva v skupine diviakov prevaha alely W (0,8026) nad alelou M (0,11974).

V pripade H-FABP génu sme zaznamenali najnizSiu frekvenciu genotypu hh (0,2250),
vatSie zastUpenie mala heterozygotna forma Hh ( 5,5500) a ngjvacsiu frekvenciu sme
zaznamenali pri genotype HH (34,2250). Z analyzy genotypovej &ruktdry vyplyva
prevaha alely H (0,9250) nad alelou h (0,0750).

Pri analyze polymorfizmu CytB sme zistili rovnako ako u oSipanej pritomnost’ dvoch
fragmentov o velkosti 244 bp al15 bp.

Pri RYR1 géne sme vo v&etkych vzorkéch diviaka zigtili frakcie NN, to znamend, Ze
u v&etkych bol potvrdeny. Ostatné genotypy neboli zistené.
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Taburka 1: Biodiverzita — poéet zndmych druhov organizmov na Slovensku
V porovnani so svetom

Pocet druhov

Skupiny Slovensko Svet
Jednobunkovce 1000 40000
Riasy 3400 40000
Huby 2000 70000
LiZajniky 1493 17000
Machorasty 877 14000
Cievnaté rastliny 3500 250000
Bezstavovce okrem ¢lankonozcov 2300 90000
Clankonozce okrem hmyzu 2300 90000
Hmyz 22600 1000000
Ryby 78 8500
Obojzivelniky 18 4000
Plazy 15 6300
Viaky 352 9881
Cicavce 85 4327
Spolu 40018 1644008

Taburka 2: Predpokladané ¢asové obdobie a miesto domestikacie druhov zvierat

Druh | Casové obdobie

zvierata | domestikéacie Miesto domestikacie

Kone 4000 Stredna Azia

Dobytok 100 005 000 Egypt, oblast’ Stredozemného a ¢ierneho mora, Sibir

Ovce 8000 juhovychodna ézia, stredozemné more

Kozy 8000 juhovychodna ézia, stredozemné more

Osipané 8000 juhovychodna ézia, ¢ina

Sliepky 3500 Strednd Azia

Psy 10000 juhovychodna ézia, ¢ina, severna amerika, Eurépa
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Obréazok 1: Karyotyp Sus scrofa (URL1)

r (I AT
o I THITY
=N
{nan
I
~ {1t T

T
E 10 E 1z 13 14

a
%
;
%

ar
I
=N

1

o
=
|
[y
[m)

Obréazok 2: Idiogram Sus Scrofa (URL2)

70

PDF vytvorené pomocou suSobnej verzie pdfFactory www.pdffactory.sk



http://www.pdffactory.sk
http://www.pdffactory.sk

Sus scrofa ferus
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