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Abstrakt

Stadium  polymorfizmu  génu  ESR sa uskutoénilo metddou PCR-RFLP
optimdizovang pre podmienky né&sho laboratdria. Amplifikované PCR  produkty
boli vizuaizované v 2 % agardzovom géle.

Na analyzu boli pouZité vzorky krvi oSipanych krizencov biela uslachtila x landras
(38), landras x biel'a usr'achtila (47), biela uslachtila (51) aduroc (75).

Pre RFLP analyzu bol vybrany restrikény enzym Fastdigest Ava | (Fermentas), ktory
Stiepil PCR produkt (185 bp) v mieste C| BCGRG. Detekovali sme 3 genotypy WW (109 bp -
+76 bp) 118 zvierat, WM (109 bp + 62 bp + 47 bp) 58 zvierat aMM (76 bp + 62 bp + 47 bp)
45 zvierat.

Vysledky analyz boli vyhodnotené matematicko-Statistickymi metédami v podobe
genotypove Struktary. PrevaZzujucim genotypom ESR génu u vSetkych hodnotenych plemien
oSipanych bol genotyp WW (118 zvierat) a jeho frekvencia sa pohybovala v rozmedzi 0,4043
— 0,7066. Frekvencia genotypu WM sa u sledovanych populécii pohybovala v rozsahu 0,2266
— 0,3333, pricom v populécii LxBU mala rovnaku frekvenciu ako genotyp MM. Ngmenej
bolo jedincov s genotypom MM (45 zvierat), ktorého frekvencia vyskytu bola 0,16 — 0,2979.
Genotyp WW bol u sledovanych plemien zastUpeny nasledovne: DU>BUxL>BU>LxBU.
Genotyp MM bol u v3etkych sledovanych plemien zastipeny naimengj ato v nasledovnom
poradi: LXxBU>DU>BU>BUXL. Frekvencia alely W bola u vsetkych plemien vy3Sia, ako
frekvencia alely M, pricom ngvysSiu frekvenciu mala alela W u plemena DU (0,8199)
angnizSiu uplemena LxBU (0,5531). Frekvencia aely M bola navySSia v populécii
plemena LxBU (0,4469) angjnizSiau plemenaDU (0,1801).

KTracové slova: oSipané, polymorfizmus ESR, genotypova Struktara



Abstract

ESR study of gene polymorphism was done by PCR-RFLP conditions optimized for
our laboratory. Amplified PCR products were visualized on 2 % agaraz gel.

The analysis of blood samples were used pig hybrids large white x landrace (38),
landrace x large white (47), large white (51) and duroc (75).

For RFLP anaysis was selected restriction enzymes Fastdigest Ava | (Fermentas),
which cleaves the PCR product (185 bp) at the C|BCGRG. We detected genotypes WW (109
bp +76 bp) 118 animals, WM (109 bp + 62 bp + 47 bp) 58 animals and MM (76 bp + 62 bp +
47 bp) 45 animals.

For results were evaluted by analysis of mathematical methods in the form statistics

genotype structure. Predominant ESR genotype of the gene in all breeds of pigs was
evaluated genotype WW (118 animals) and its frequency ranged 0,4043 — 0,7066. WM
genotype frequency was observed among populations ranged from 0,2266 — 0,3333, while
LxBU populations had the same frequency as the MM genotype. At least was the subjects
with genotype MM (45 animals), whose frequency of occurrence was 0,16 — 0,2979.
WW  genotype was observed among the breeds represented following:
DU>BUxL>BU>LxBU. Genotype MM was observed in all breeds and least in the folowing
order: LxBU>DU>BU>BUxL. W alele frequency in all breeds was higher than the frequency
of aele M the highest frequency was the breed DU (0,8199) populations and lowest in LxBU
(0,5531) populations. M alele frequency was highest in the breed LxBU (0,4469) populations,
and lowest in DU breed (0,1801).

Key words: pigs, polymorphism ESR, genotypic structure
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Uvod

Vyuzivanie vykonného genofondu je jednym zo zékladnych predpokladov
efektivng vyroby bravéového mésa. Cielom Slachtenia je predovsetkym dosahovanie
maximaneho genetického pokroku v SPachtitel’sych populéacidch hospodarskych zvierat
a jeho prenos do produkéng sféry. Aj napriek tomu, Ze v priebehu posledného
desat’trocia s rozvojom Statistickych metdd BLUP — animal model doSlo k zlepSeniu
genetickych a fenotypovych parametrov populécii oSipanych, je kladeny stdle vacsi
déraz na vyuZitie moznosti, ktoré poskytuje prudko sa rozvijgjica molekularna
genetika. Predpokladd sa, Ze vyuZitie genetickych markerov v SPachtitel'skych
programoch d’alej akceleruje selekény pokrok, ktory je dosahovany v Slachtitel’skych
populéciach.

Aj ztoho dbévodu, Ze genetické mapovanie poskytuje velké mnoZstvo génov
vznikaju otézky o spdsobe ich vyuZitia. V oblasti Sl'achtenia sa to tyka predovSetkym
otazok ohradom kvantifikécie vzt'ahov jednotlivych markerov k UzZitkovosti a stratégie
zaradenia jednotlivych poznatkov do Sachtitel’skych programov. VyuZzitie molekularnej
genetiky v Slachteni poskytuje néstroj k cielenym a predvidatelnym zmenam. Vyskum
v tejto oblasti je v sicasng dobe orientovany na sledovanie asociacii polymorfizmu
DNA k ekonomicky vyznamnym znakom a ich vyuZziti v selekcii. Pri DNA testoch je
vyuzivana metdda polymerazovej retazovej reakcie (PCR - polymerase chain reaction),
ktord umoziuje rychlu in vitro syntézu Specifického fragmentu DNA, d’alg je to metdda
polymorfizmu dizky restrikénych fragmentov (RFLP — restriction fragment lenght
polymorphism) a elektroforetické metody. Na z&klade tychto metdd je mozné detekovat
jedincov, ktori st nositelmi ZiadlUcej aely v géne podiel'sjicom sa na variabilite
skimaného znaku.

Vyznamnym faktorom ovplyviujacim efektivitu vyroby bravéového mésa je
reprodukéna UZitkovost'. Z toho dévodu n§denie genetickych markerov ovplyviiujucich
ukazovatele reprodukcie je v popredi zaujmov mnohych Slachtitel'ov a molekularnych
genetikov. Jednym z najzndmejSich polymorfizmov sledovanych vo vzt'ahu k plodnosti
oSipanych je polymorfizmus génu pre estrogénovy receptor.

Detailn& analyza Struktiry génov na ktorl s zamerané rbzne projekty
mapovania gendmu jednotlivych organizmov bude hnacou silou pre vyuZivanie novych
technik v SFachteni a chove zvierat, ¢o je jednym z dblezitych krokov na ceste k

ZlepSeniu ich GZitkovosti.
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1. PrehPad o su¢asnom staverieSeng problematiky

1.1 Molekularna genetika v &’achteni oSipanych

Ciel'om Sachtenia je poskytnit’” produkénej sfére zvierata takych genotypov,
ktoré umoznuju produkciu kvalitnych Zivocisnych produktov podra predstav
spotrebitel'ov a zaist'ujucich ekonomicku efektivitu ich vyroby.

Srachtitel’'sky program je stborom celg rady organizaénych opatreni
zahmujucich definiciu chovnych cielov, vyber vhodnych populécii, stanovenie
sledovanych ukazovatel'ov UZitkovosti, volby metdd genetického hodnotenia zvierat a
prenos genetického pokroku do vyrobnegj sféry (Prazék, 2002).

Délezitou sUcastou kazdého SPachtitel'ského programu je vyber zvierat s
najv&:sou genetickou hodnotou, ktoré mézu byt’ vyuZzité ako rodicia buducich generécii
(Van Arendonk et a., 1999). Vo v&Sine chovatel’sky vyspelych zemi sa Standardom
genetického hodnotenia stali odhady plemennych hodnét metédami BLUP — animal
model (Wolfovaa Wolf, 1999).

V Seobecne g0 tradicné metddy v Slachteni vhodné a kompetetivne pre zlepSenie
arovne produkenych znakov. Uplatnenie molekularng) genetiky by vSak mohlo zvysit
geneticky zisk v Slachteni na reprodukéné znaky, pretoZe tieto znaky SO viazané na
pohlavie, v&sinou mau nizku heritabilitu a prejavuju sa aZz v dospelosti jedinca
(Visscher aHaley, 2002).

ZvySovanim Urovne UZitkovosti oSipanych v SPachtitel’skom procese nadobldaju
stdle v&si vyznam metddy vyuZivaguce informacie z mnohych oblasti molekularne)
genetiky, Statistiky a informatiky. Molekularna genetika tak poskytuje néstroj k
cielenym a predvidatel’nym zmendm (Ktrenkova, 1999).

V stc¢asngl dobe dochadza k vyraznému prehlbovaniu vyskumu funkcii génov
u oSipanych, ktory vyuziva informécie z prebiehajlceho sekvenovania genému oSipanegj
a zo Studia expresie génov u roznych plemien, v roznych tkanivéch av réznych Stadiéch
vyvoja. Slc¢asné pristupy genomiky aproteomiky umoziuju Studovat’ mnozZstvo génov
aproteinov sicasne, vratane ich regulécii ainterakcii, ¢o umoziuje lepSie pochopenie
biologie oSipang afyziologickych funkcii uplatiujlcich sa pri realizécii Uzitkovych
vlastnosti (Stratil, 2009).
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1.2 Struktura eukaryotického gendmu oSipanych

Genomy hospodarsky vyznamnych cicavcov, vratane oSipanych, si velmi
podobné gendmu ¢loveka, a pri vyskume satieto podobnosti vyuzivaja (Stratil, 2009).

V somatickych bunkéch oSipang je 38 chromozémov. Odhaduje sa, Ze menegj
ako 10 % cicav¢ieho gendmu tvoria kédujlce sekvencie génov. ZvySok je tvoreny
nekddujucou DNA na repetitivne a jedinecné sekvencie. V kdodujucich ¢astiach je
variabilita spdsobend zmenami v sekvenciach nukleotidov, polymorfizmus méze byt
detekovany po &tiepeni restrikcnymi enzymami elektroforeticky. Tato variabilita méze
vyvolat’, okrem variability produktov, zmeny v sekundarnej Struktdre DNA. Nekddujuce
sekvencie sa vyznacuj U vysokym stupiiom polymorfizmu (Wintero et ., 1992), pretoZze
mutécie v tychto sekvenciach v&sinou neovplyviuje funkénost’ organizmu a nie je
preto prirodzenym vyberom eliminovand (Ferék a Srsei, 1990).
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Obrézok 1 Karyotyp oSipanej
(www.ri.bbsrc.ac.uk/pigmap/karyotype.html)

Pekingsky Ustav genomiky c¢inskel akadémie vied a kodansky Vybor pre
SPachtenie a chov oSipanych oznamili precitanie genGmu oSipang) v ramci spolo¢ného
projektu, ktory bol spusteny v roku 2001 pod nézvom ,, Cinsko-dansky projekt gendmu
oSipang“. Doposial’ bolo precitanych celkom asi 2,1 miliard pismen genetického kodu.
Stéle v3ak chybaju predovsetkym opakujlce sa Useky, ktoré su t'azko citatelné. Ich
rozlGgtenie je nielen tazké a zdihavé, ale g drahé. V projekte bola pouzita DNA
oSipanych z plemien hampshire, yorkshire, landrace, duroc a ¢inskeho plemena
ErHualLan. Genetici porovnavai zistené sekvencie gendmu oSipanych s udskym a

mysim genémom a dospeli k zaveru, Ze ¢lovék a oSipana maju mnoho spolo¢néno. U
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oSipang sa nadli dlhé konzeravtivne nekédujlce sekvencie — teda ¢asti gendmu, kde
sice nie su gény, ae kde sa dedi¢na informécia vacSiny cicavcov prekvapivo zhoduje.
Podrl'a v3etkého su tieto oblasti zodpovedné za reguléciu génov dolezitych pre spravny
vyvoj zarodkov a plodov (www.osel.cz)

Od roku 2003 sa sekvenovanim zaoberd g zdruZzenie SGSC (Swine Genome

Sequencing Consortium (www.piggenome.org)..

1.3 Mapovanie gendmu oSipang

Dolezitym krokom v identifikécii génov, ktoré mozno vyuzit' pri zlepSovani
arovne Uzitkovych vlastnosti je tvorba genetickych map, ktoré su zékladnym néstrojom
Studia genetickeg] podstaty UZitkovych vlastnosti. V st¢asngj dobe sl vytvorené mapy
vSetkych chromozémov oSipang), ktoré zahingju viac nez 1000 mikrosatelitnych
lokusov aniekolko tisic génov. Tieto genetické markery si vyuZivané pre mapovanie
QTL, ktorych bolo odhalenych viac nez 2400 (reprezentujcich 387 znakov avlastnosti)
navsetkych chromozémoch oSipanegj (Stratil, 2009).

Geneticka mapa oSipanych je vytvarand v troch projektoch — Svédsky Nordic
collaboration (Markuland et a., 1996), americky USDA MARC map (Rohrer et d.,
1994) a eurdpsky PiGMaP consortium map (Archibald, 1994). Aktudne informécie
mozno n§ s’ nanasledujucich adresach:

http://www.animalgenome.org

http://www-lgc.toulouse.inra.fr

Pokial mozno identifikovat’ aternativne alely v lokuse a pouzit' ich k Stadiu
dedi¢nosti ¢asti chromozomu v mapovacich Studiach, lokusy budd oznatované ako
genetické markéry.

Ciel'om mapovania je poskytnit’ poznatky o pdsobeni jednotlivych génov a ich
vzgjomnych interakcidch a vyuzivanie mapovych informécii k pozicnému klonovaniu
génov zodpovednych za uréity znak bez znalosti jeho biochemicke ¢i molekularne)
podstaty (Womack, 1997). Jedna sa o tri kroky — lokalizécia QTL v chromozomalnej
oblasti, vyber moznych kandidatnych génov a testovanie asociacie variability v tychto
génoch s fenotypovym prejavom.

Snahy o zmgpovanie gendmu oSipangj zatali v roku 1990 s vyvojom eurépskeho
projektu PiGMaP zahingjuceho laboratéria v Eurépe, USA, Japonsku a Australii. V
USA vznikli dva mapovacie projekty: USDA — ARS (US Department of Agriculture —
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Agricultural Research Service) a n&rodny program USDA — CSREES (Cooperative
State Resea Education and Extension Service) (Rotchild, 2003), vo Svédsku program
Scandinavian map (Andersson et al., 1994).

Velmi rychli vyvoj v oblasti mapovania gendmu oSipang dokumentuje
porovnanie publikovanych vysledkov. Napriklad v roku 1999 obsahovali vézbové mapy
viac nez 1800 lokusov (z nich 250 génov), fyzikalne genetické mapy obsahovali viac
nez 600 lokusov (Rotchild a Plastow, 1999). Rotchild (2004) zhrnul vysledky
mapovania gendmu v roku 2003: je evidovanych viac nez 1381 génov a 2262 markerov,
fyzick& mapa obsahuje 1315 génov a anonymnych markerov.

Zasluhou vyskumnych projektov mapovania gendmu oSipanych bola doposial
identifikovan& celd rada génov a QTL lokusov. Boli ngdené mutécie spdsobujuce
stresovy syndréom oSipanych a pigmentaciu koZze a preukazné asocidcie medzi
kandidatnymi génmi a velkostou vrhu, rastom, kvaitou mésa, rezistenciou k
ochoreniam a farbou. QTL pre reprodukciu boli lokalizované na chromozdémoch 4, 6, 7
a 8 (Rotchild, 2003). Z hradiska mapovania QTL pre reprodukéné viastnosti povazuju
Rotchild a Plastow (1999) z publikovanych vysledkov mapovacich experimentov za
sPubnu predovsetkym lokalizéciu QTL pre ovulacny pomer nachromozéme 8.

Kandidatnym pristupom boli identifikované gény s preukaznym efektom na
velkost vrhu: ESR, FSHB, MTNR1A, OPN, PRLR, RBP4 (Van der Lende et a., 2002;
Kirkpatrick, 2002) a celéd rada d’alSich génov. Pre Ziadny z uvedenych génov nie je
doposial’ jasné, ¢i ich polymorfizmus priamo ovplyviuje variabilitu vel'kosti vrhu alebo
je iba genetickym markerom tesne viazanym k inym polymorfnym génom
zapricinujucim zistené efekty navel'kost’ vrhu (Van der Lende et al., 2002).

1.4 Genetické markery a ich vyuZitie v selekénych programoch

oSipanych

Geneticky marker je polymorfny znak varianty, ktory vykazuje geneticku
dedi¢nost, a ktory je v asociécii s genetickou variabilitou selekéne UZitkového znaku
(Dvorék et al., 1996).

Funkcia v&:iny doteraz identifikovanych génov je nezndma Casto si vSak
lokalizované v chromozdémovych oblastiach s vplyvom na GZitkové vlastnosti a mézu
byt v genetickej vézbe so znamym detekovatel’nym génom. V uvedenom pripade gén,
detekovatel’ny DNA testom oznatujeme pojmom marker, pretoZe ,, znackuje* oblast
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chromozému zodpovedni za konkrétny prejav UzZitkového znaku. Gény, ktorych

pritomnost’ je markerovo znacend, nazyvame QTL (Webb, 2000).

Vyuzitie markerov v Slachtitel’skych programoch zévisi do znacnej miery na

podmienkach vyplyvajucich z rozvoja technologii detekcie markerov, ktoré na jedne)

strane vedu k lacnému vytvoreniu vysoke hustoty genetickych méap a na druhgj strane

umoznia rychle a lacné testovanie jedincov v populéciach (Weller, 2001). Prvym

sledovanym polymorfizmom bol RFLP polymorfizmus, dnes si k dispozicii dalSie typy
markerov ako su minisatelity, mikrosatelity, RAPD, AFLP, SSCP, jednonukleotidové

polymorfizmy SNP (Haley, 1999) a d’alSie typy markerov (Knoll a Urban, 2002).

TabuPka 1 Vlastnosti atypy genetickych markerov

Vlastnosti genetického markeru

moZe, ale nemusi byt’ ¢ast'ou génu

je tvoreny sekvenciami baz na Specifickom
fyzickom mieste genébmu

kodominantny typ dedi¢nosti (bezpetne
moZzno odliSit homozygota od heterozygota)
exaktne testovatelny

mozno zachytit’ ngjvySSi stupen variability
jednotkové heritabilita (h*= 1)

pre znaky alebo vlastnosti, ktoré sa realizuju
iba u ur¢itého pohlavia, mozno stanovit’
marker i u druhého pohlavia

pre znaky, ktoré sa uréuju az po zabiti, méze
byt marker urceny uz u Zivych zvierat,
(Dvorék et al., 1996; Knoll a Urban, 2002)

Typy genetickych markerov

genetické polymorfné znaky pri ktorych je,
ale casto g nie je lokalizacia génov na
chromozome. Patria sem  polymorfné
bielkoviny, enzymy, antigény a protilatky.

molekularno-genetické markery na Urowni
DNA, pri ktorych rozliSujeme kodujuce a
nekddujuce sekvencie (Trakovickd, 1999).
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Uplatnenie genetickych markerov v Slachtitel’skych programoch je vzh'adom k
'ahkosti ich ur¢enia priamo z gendmu jedinca vel'mi Siroké. Markery mézu byt vyuZzité
k akymkol'vek identifikatnym Gc¢elom, ak je overovand totoZznost' jedinca, pévod,
stanovend prislusnost’ k urcitg linii alebo su identifikované produkty (Montaldo a
Meza—Herrera, 1998).

Vyznamé je predovSetkym moznost sledovania premenlivosti a vyuZivanie
genetickych markerov viazanych k prislusnym génom zodpovednym za kvantitativne
znaky QTL (quantitative trait loci — lokusy kvantitativnych znakov). Pokial’ jeden alebo
niekol’ko tychto genetickych markerov st asociované s lokusmi pre kvantitativne znaky
(QTL), aebo s lokusmi pre ekonomicky vyznamné znaky (ETL), mézu byt pouZité ako
selekéné kritéria. Tento proces je oznatovany ako selekcia s podporou markerov (MAS
— Marker Assisted Selection) (Trakovicka, 1999).

15 Selekcia s podporou markerov (MAS — Marker Asssted
Selection)

Efekt MAS sa odhaduje predovetkym pocitacovymi simuléciami a preto
existuje iba niekorko experimentanych dékazov vyuzitelnosti MAS u hospodérskych
zvierat. Vysledky niekorkych simulaénych &tadii zaoberajucimi sa MAS zverginili
Montaldo a Meza-Herrera (1998). Odhadovany efekt MAS v porovnani s efektom
tradi¢nych modelov bol v citovanych studiach odhadnuty na 2 — 64 %.

Frak (2002) uvadza, Ze prirastok genetického zisku pri pouZiti MAS sa pohybuje
od 2 do 30 %. Uginnost a prospednost’ MAS je limitovana poétom molekulérnych
markerovych lokusov, znatnou potrebnou velkostou vyberu pre detekciu QTL a
vyberovymi chybami pri zostaveni selekéného indexu.

Markerovo podporovand selekcia sa uplatiuje predovsetkym pri GZitkovych
vlastnostiach s nizkym koeficientom heritability, tazSie meratelnymi, meratelnymi v
neskorsom veku a manifestovanymi len u jedného pohlavia (Jakubec, 2002b).

Prinosom MAS je zvySenie efektu selekcie oproti beZznym selekénym
programom. ZvySuje sa presnost’ odhadu sihrnnegj plemennej hodnoty, pricom sariziko
predpovede znizuje. MAS naché&dza uplatnenie g v predselekcii mladych jedincov.
Chybné haplotypovanie nezvyduje riziko (efekt selekcie zostava na Urovni tradicného
selekéného programu) (Trakovicka, 1999).
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Taburka 2 Kritériaapostup MAS

Markery pre MAS musia byt (Keatson et al., 1991):

Presne oznacené
Vlysoko polymorfné
Kritéria pre selekciu MAS S presne zndmou fyzikalnou ulohou
Sporahlivé

Zverginené

c oo o oo

Heterozygotné

c:

Vyhradanie markera
Konstrukcia mapy, z ktorej vyplyva sila vazby

c:

markeraa QTL

Postup MAS U Urc¢enie podielu rozptylu QTL

U ldentifikécia zvierat s variantou markeru, ktory je
vo vzt'ahu s poZzadovanym prejavom znaku

U VWyuitie vybranych zvierat v Slachteni (Pribyl,

1995).

1.6 M etddy detekcie genetickych markerov

Hodnotit' genetické markery je mozné celym radom molekularno-genetickych
metdd. Manipuléciu s nukleovymi kyselinami ulahéuje existencia enzymov, ktoré
umoziuju Specificky zasah do ich Struktiry ale g schopnost’ hybridizacie ich retazcov
pri identifikécii Specifickych nukleotidovych sekvencii (Miluchovéaet al., 2009).

1.6.1 PCR (Polymerase Chain Reaction — Polymerazova

rerazova reakcia)

Polymerédzova retazova reakcia (PCR — Polymerase Chain Reaction) je
vsUcasnosti  jednou  zngpouzivangSich  technik v molekularng  biologii
av molekularng genetike. VlyuZiva sa na amplifikéciu t. j. namnoZenie Specifickych
Usekov DNA pomocou enzymatickel syntézy in vitro (Pokorédi et al., 2005).
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Analyzovana DNA méZe pochéadzat’ z réznych zdrojov, ako napriklad z kvapky
zaschnutgl krvi aebo z jednéno ludského viasu. Metdda napodobnuje replikacny
systém, ktory existuje v kazdej bunke a realizuje sa pred bunkovym delenim, ked’
doché&dza ku zdvojeniu genetického materialu (Bauerovaet al., 2004).

Amplifikécia DNA v PCR je cyklicky proces, v ktorom sa 20-40 krét opakuju tri
kroky:

1. denaturéacia dvojvidknovej chromozomalngl DNA — zahriatie DNA na 90 — 95
°C kedy dochédza k oddeleniu vidkien. Vo vé&Sine pripadov sa osvedcila
denaturécia pri 94 °C jednu minutu, pripadne 95 °C 30 sekund. VySSiateplota
sa odporuca pre DNA s vySSim obsahom C-G parov.

2. hybridizacia (annealing) — pripganie primerov, hybridizécia primerov
s komplementérnou jednovidknovou DNA. Teplota hybridizécie zavisi od
nukleotidového zloZenia primerov, ich dizky a koncentrécie. Mala by byt
priblizne o 5 — 10 °C niZSia ako teplota topenia hybridu primer-templat.

3. polymerizacia — syntéza novych vidkien DNA na matrici, prediZzenie retazca
Taq polymerdzou pomocou nukleotidov. Prebieha pri teplote 60 — 75 °C,
optimum je 72 °C.

V prvom kroku denaturécie sa pbvodna dvojviaknova molekula DNA
denaturuje na jednotlivé viakna DNA. ZniZenim teploty v z&vislosti od pouZitych
primerov (3pecifické nukleotidové sekvencie s dizkou 17-30 bp), sa tieto selektivne
hybridizuju podra principu komplementarity béz s denaturovanou jednovlaknovou
DNA. Primery svojou polohou vymedzuju amplifikovany Usek na molekule DNA,
druhy sa viaze na druhé komplementérne vi&kno denaturovangl DNA. Termostabilni
DNA polymeraza potom predlZuje obidva primery a syntetizuje nove vidkna DNA. V
jednom cykle sa teda pocet zdvojnésobi. V kazdom nasledujicom cykle sluzi pévodny
templét a podl'a neho nasyntetizované kopie ako predlohy pre vznik d’alSich produktov
reakcie, ktoré pribudaju geometrickym radom. Vysledkom je zmnoZenie pévodného
poctu kopii cielového Useku DNA 2n krat. Skutoénost’ vSak Uplne nezodpoveda
matematickému modelu, empiricky zistena efektivnost’ cyklu sa pohybuje medzi 60 %
az 85 % (Saiki et al., 1988).
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Taburka 3 Z&kladneé zlozky PCR pre Uspednu amplifikaciu

templatova DNA sldzi ako vzor pre syntézu novych ret’azcov
DNA
oligonuklectidové primery vymedzuju Usek, ktory mabyt’ amplifikovany

Taq polymer aza syntetizuje novd DNA v smere 5 — 3"
zmes Styroch voPnych stavebné jednotky pre syntézu nove) DNA
deoxynukleotidov (dNTP)
hor ¢ikovéidny spolu sdNTP vytvarg U substrat, ktory
rozpoznédva DNA polymeréza
pH pufor (TAE, TBE) zabezpetuje optimalne podmienky pre aktivitu
DNA polymerézy
deionizovana voda ultracista voda
termocyklér zabezpecuje optiméne podmienky pre proces
PCR reakcie
| dentifikacia produktov PCR

Ngjednoduchsi spdsob kvalitativngg analyzy sa robi prostrednictvom
elektroforézi v agarazovom geli obsahujucom etidium bromid. Vizualizécia pod UV
Ziarenim umoZziiuje prvu orientéciu (na zéklade dizky ocakavaného produktu). Specifitu
produktu je mozné dae potvrdit’ restrikénou anayzou aebo hybridiz&ciou so
Specifickou sondou (Southern blott), ¢i uz rédioaktivne, alebo neradioaktivne znacenou
(biotin, digoxigenin) (Kwok et al., 1987; Mullis a Faloona, 1987).

Modifikacie PCR

Taburka4 Variécie PCR aich princip

na detekciu mutacii vyuZiva
Alelovo Specificka PCR | alelovo Specifickeé primery

(Amplification Refractory aalely s detekované (Dvoiédk. Vrtkova, 2001)

Mutation System) priamo elektroforetickym
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delenim PCR produktov

RAPD zalozena naamplifikécii
(Random Ampgl;\il i;i Polymorphic| oblasti gendmu pouzitim (Wiliams et al., 1990)

krétkych primerov
detekcia DNA restrikenych

AFLP fragmentov PCR
(Aplifield Fragment Lenght amplifikéciou, (Knoll, Urban, 2002)
Polymorphhism) prebiehajdicou za pomoci

ligacie sekvencii nakonci
restrikéného miesta

sledovanie PCR reakcie v
PCR v realnom ¢ase rednom ¢ase na zéklade (Knoll, Urban, 2002)
(Real- Time PCR) sledovania intenzity

fluorescen¢ného signdlu

testovanie delécii a
bodovych mutécii v jedne)
Multiplex PCR amplifikacnej reakcii av (Abbset al., 1991)
jednom elektorforetickom

deleni v agar6ze

1.6.2 PCR-RFLP

PCR — RFLP predstavuje kombinaciu dvoch metéd, ktord po prvy krét popisal
Bolstein et al., (1980). Metéda umoziuje detekciu mutécii v amplifikovangl DNA. Na
rozdiel od klasickg RFLP sa viak vhodnym restrikénym enzymom Stiepi len relativne
kratky Usek DNA — PCR produkt. Ziskané fragmenty, ktorych velkost’ apocet zavisi od
pritomnosti resp. nepritomnosti  Stiepneho miesta sa vizualizuju elektroforeticky
(Miluchovaet al., 2009).

Vyhodou metody je jg nenarocnost’ a moZnost’ uréenia miesta mutacie.
AvSak nevyhodou je to, Ze pravdepodobnost detekcie mutécie je relativne nizka
nakolko zavisi na pocte pouZzitych enzymov. Podstata metddy spociva v prvotnom
namnozeni (naamplifikovani) dostatocného mnozstva PCR produktu, ktory je skimany
na pritomnost mutécie a naslednom postiepeni pomocou restrikéngl endonukleazy,
ktora je schopna na zéklade Specifického rozpoznavacieho miesta postiepit’ respektive v
pripade nepritomnosti nepostiepit’ nasyntetizovany PCR produkt. Vysledné fragmenty
sa nazyvau Stiepne produkty aich velkost’ charakterizuje pritomnost’” jednotlivych alel,
ktoré sa liSia pritomnostou h'adanej mutécie (Gabor, 2009).

25



1.6.3 Elektroforéza

Elektroforéza (skratka ELFO) vyuzZiva schopnost nukleovych kyselin
putovat ku kladne nabitému polu, tj. k andde. Elektroforéza prebieha v
elektroforeticke) aparatire v gélovitych roztokoch., ktoré vytvaraju sietovitu Struktaru
a tym rozdel'uji molekuly odliSujace sa tvarom a velkostou. Priamka v ktorg sa
pohybuji DNA fragmenty od katody k andde pochadzajlce z jednej vzorky sa nazyva
drédha a v ng su jednotlive DNA fragmenty viditel'né ako pruzky. V prve alebo v
posledng drahe su spravidla Standardy molekulovych hmotnosti (tzv. DNA ladder), v
ktorych sa separuju presne velkostne definované DNA fragmenty umoZiujuce
odhadnat’ nezname velkosti DNA fragmentov vo zvy3nych dréhach. Ked’Ze samotna
DNA je pocas separécie v gély neviditelnd, je potrebné urobit’ vizualizéciu

(www.bioweb.genezis.eu).

1.7 K andidatne gény ovplyviiujuce reprodukciu oSipanych

Kandidatne gény si gény (Gseky molekdl DNA), pri ktorych je znamy
polymorfizmus (vyskyt viacerych ael v populécii), a ktorych primarny produkt
(hormon, protein) sa nejakym spdsobom podiel’a na prejave Uzitkového znaku (Dvorék,
Vrtkova, 2001).

Pri Slachteni oSipanych pre optiméne reprodukéné vlastnosti sa do popredia
dostava cely rad génov, ktorych produkty tieto viastnosti ovplyviiuju. Patria sem napr.
gény pre hormény aich receptory, enzymi, gény s regulacnou funkciou.

Ak je v oblasti QTL zisteny gén ovplyvaujaci vyraznou mierou urcitl vlastnost’
ajeho produkt sa prejavi vo vyslednom fenotype, podiel’a sa na fenotypovej variabilite,
oznacuje sa tento gén ako kandidatny. Takyto gén ma potencidlne velky G¢inok na
Uzitkovy znak. Kandiddtny gén méze byt identifikovany na z&klade databézy pre
modelové zvierata, kde uz bol preStudovany vyskyt podobného fenotypu. Ak je
kandidatny gén identifikovany, je mozné ngst’ informécie o jeho funkcii. M6ze byt
skimany sekvenovanim a ak je n§dend mutécia urobi sa asociacha analyza (Berg,
2006).
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Pri vybere kandidatnych génov sa vychadza (Knoll, 1998):

zo znamegj fyziologickej abiochemicke) funkcie génu

z prepokladu, Ze ak poznéme Ucinok génu u jedného cicav¢ieho druhu, mozno

predpokladat’ obdobny G¢inok i pri inom druhu

Analyza kandidatnych génov mdze byt prevedena iba v populécii, v ktorg sa
nepredpoklada vyskyt hlavného génu, ale vyskyt QTL. Podla Geldermanna (1996) je
QTL taky mendelovsky lokus, kde jeho varianty na zéklade rozdielnych ael mau
staticky signifikantny vplyv nafenotypovy prejav urcitého znaku ¢i vlastnosti. Pokial’ sa
na chromozéme vyskytuje QTL, na ktorom bol identifikovany kandidatny gén, st
priamo v tomto géne aebo v jeho bezprostredng blizkosti vyhradavané mutacie.
Analyzou mikrosatelitnych polymorfnych genetickych markerov a analyzou vzt'ahov
medzi genotypom a fenotypom u vytvorenych referenénych rodin boli ziskané
informécie o tom, ¢i uréity Usek chromozému obsahuje QTL. Vyznamné su tiez gény,
ktoré mézu predstavovat’ geneticky marker vo véazbe s jednym z kandidénych génov
pre reprodukciu.

Génové &tudie u oSipanych identifikovali nieko’ko QTL pre reprodukéné
ukazovatele na réznych chromozémoch. Rathje et a., (1997) sledovali 55
mikrosatelitov v F2 populécii oSipanych rozdelenych na linie s vy3Sou a nizSou
reprodukciou a identifikovali QTL pre ovulagny pomer na chromozoéme 8. Bol zisteny
vyskyt QTL nachromozéme 4, 13 a 15 ovplyviujUci ovulaény pomer.

Multigeneracny experiment krizencov meishan (M) a large white (LW) odhalil
QTL ovplyvaujaci vek pri prve ruji na chromozome 1 a 10. Pocas tychto Studii bol
identifikovany d’alSi QTL na 8. chromozéme ato pre kapacitu maternice (Rohrer et al.,
1999). U experimentalngj linie (meishan x dutch pig lini€) boli objavené QTL pre pocet
strukov nachromozéme¢. 2, 10 a 12 (Hirookaet al., 2001). Rotchild (1998) upozoriiuje
na QTL pre reprodukciu lokalizované na chromozoémoch 4, 6, 7 a 8. V rovnakom roku
preukazali Paszek et al., (1998) vyskyt QTL spojenych s poctom Zivo narodenych
ciciakov na chromozéme ¢. 4, s po¢tom ovulovanych vgji¢ok na chromozéme ¢. 8 a s
dizkou gravidity nachromozome ¢. 9.

V sUc¢asng) dobe sarobi intenzivny vyskum génov, ktorych produkty s spojené
s reprodukciou. Predovsetkym sa jedna o gén estrogénového receptoru, hormonu FSH,
prolaktinu, prolaktinového receptoru, leptinu a leptinového receptoru (GoliaSova a
Wolf, 2004).
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TabuPka 5 Prehr'ad vybranych génov ovplyviujucich reprodukciu oSipanych

Gén charakteristika | lokalizacia nachromozome

ESR velkost’ vrhu 1.p2.5-24
FSHB vyvoj folikul a 2pl6-pl.2

kvalita spemii Knoll, Vykoukalova,
PRLR velkost’ vrhu 16q1.4 alebo 16¢2.2-2.3 2002
FOSB | materské cr,\ovanie 6qg2.1
prasnic

CYP21 plodnost’ 7

1.7.1 Estrogénovy receptor

Pri &tudiu tzv. kandidénych génov, u ktorych sa predpoklada mozny vplyv
na reprodukené viastnosti, bol odhaleny vyrazny G¢inok génu pre estrogénovy receptor
(ESR) na plodnogt” oSipanych. Gén pre ESR je lokaizovany na chromozéme ¢. 1. Jeho
expresiou vznika protein a ten umoziuje pdsobenie samicich pohlavnych horménov —
estrogénov v bunkéach ciel'ovych tkaniv (Omelkaet al., 2001).

Gén pre estrogénovy receptor (ESR) koduje protein patriaci ku skupine
transkripénych faktorov, ktory sprostredkovava p6sobenie samicich pohlavnych
hormoénov estrogénov v rdznych tkanivdch mozgu, mlecng) zl'azy a reprodukenych
organov. Polymorfizmy ESR génu u oSipanegj ovplyviiuju plodnost’ — pocet narodenych
mlé&d’at vo vrhu (Bauerova et al., 2004).

Do buniek cielovych tkaniv sa estrogény dostavaju prostrednictvom lipofilnych
zloZziek membrany a véazbou na receptory ovplyviuja expresiu cielovych génov v
bunkovom jadre (Brinkmann, 1994).

Receptory steroidnych horménov sl za nepritomnosti hormoénov inaktivne.
Vé&zba horménu na receptor vyvolé sériu konformacnych zmien receptorov a disociéciu
tychto proteinov (Brinkmann, 1994). Désledkom tychto zmien je Specifickd vazba na
paindromické DNA sekvencie HRE — hormon responsive elements (v pripade
estrogénového receptoru ERE — estrogen responsive elements). Komplex hormén-

receptor rozpoznava DNA sekvenciu upstream od transkripéného &artu a vyvolava
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transkripciu génov obsahujucich HRE (Driscoll et a., 1998). Aktivécia receptoru
vyZaduje pbsobenie koaktivatorov transkripcie, ktoré ovladaju aktivitu histénovej
acetyltransferdzy a spbsobuju zmeny chromatinu nutné k zapnutiu iniciécie transkripcie
(Hoffman a Schuler, 2000).

Estrogénovy receptor je polypeptid zloZeny z 595 aminokyselin s doménami A,
B, C, D, E a F (Bokenkamp et a., 1994). Je translacnym produktom génu
estrogénoveho receptoru (ESR) obsahujuceho 8 exdnov. Bokenkamp et al., (1994)
nezaznamenal u estrogénového receptoru oSipangj Ziadne post-translaéné modifikécie.

V ovéiéch oSipang sU exprimované obidva typy estrogénového receptorul.
Slomczynska a Wozniak (2001) nasli s vyuzitim protildtok vécsi vyskyt ERB ako ERG.
ERB bol exprimovany cyklicky vo v3etkych typoch folikdl, jeho expresia sa zniZila v
Zltych telieskach po jeho regresii. ERG bol zisteny iba vo velkych folikuloch pred
ovuléciou av skorych &tadiach Zltych teliesok.

Ako uvédza Omelka et al., (2001) v géne pre ESR boli popisané tri
polymorfizmy, z ktorych jeden preukazne ovplyviuje celkovy pocet narodenych
mlé&d’at, ako g pocet Zivo narodenych mlad’at. Jeho podstatou je zdmena adeninu (A) a

tyminu (T) za guanin (G) v intrénove oblasti medzi 3. a 4. exdnom genu.

1.7.2 Estrogény a ich funkcia v organizme

Estrogény s pohlavné steroidné hormony cicavcov. Ich nézov je odvodeny od
ovulacného cyklu, v ktorom hraju doleziti Ulohu. NajdolezitegjSimi estrogénmi u
domécich zvierat si 17B estradiol a estron. Estrogény su produkované predovsetkym
dozrievgucimi tercidlnymi folikulami (granuléznymi bunkami a bunkami theca folliculi
interna), ku koncu gravidity placentou, Zltymi telieskami, kdrou nadoblic¢iek, bunkami
intersticia a mozgu (Reece, 1998; Bayer, 1999). Syntetizované estrogény sl odvéadzané
krvou, priblizne 60 % estrogénov saviaze naalbumin aasi 38 % na glykoprotein SHBG
(Sex hormone-binding globulin). VSeobecne sa akceptuje, Ze iba volna frakcia
estradiolu je schopna prenikndt’ do buniek a uplatnit’ svoje biologické G¢inky (Smith,
1999).

Estrogény podmieiuju rast a vyvoj samiéich pohlavnych organov, vo
folikularng faze vajecnikov podporuju delenie buniek sliznice maternice a zvySuju jg
motoriku, stimuluja rast a sekrecnu aktivitu Zliaz endometria, podporuju delenie buniek
vaginalneho epitelu a rohovatenie ich povrchove vrstvy astimuluju rast vajcovodov. Na
konci folikularng fazy vajecnikov sa vplyvom estrogénov rozSiruje kandl krcka
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maternice. Estrogény navodzuju sexudlne chovanie, stimuluju rast vyvodnych ciest
mliecng Zl'azy aovplyviiuja ukoncenie rastu dihych kosti (Reece, 1998).

Estrogény hraju délezitu ulohu vo folikularnom vyvoji a zreni oocytov
(Sundarrgjan et a., 1999), vplyv estrogénov na vyvoj folikulu je Uzko spojeny s
Gcinkami FSH a LH. Pod vplyvom LH s bunkami theca folliculi interna produkované
androgény, ktoré difunduju do granul6znych buniek. FSH pdsobi na aromatizéciu
androgénov na estrogény a podporuje tvorbu FSH a LH receptorov na granuléznych
bunkéch (Sundarrgjan et al., 1999).

Estrogény pbdsobia na vyvoj sekundarnych pohlavnych znakov za
embryondneho a fetdneho vyvoja, ovplyviuju reprodukény cyklus, plodnost a
udrzovanie gravidity (George a Wilson, 1988, cit. Sundarrgan et al., 1999).
Pritomnost’ estrogénov 9. a 10. den meni maternicovy epitel, ktory je pokryty
glykokalyxom (Geisert et a., 1990). V obdobi medzi 11. a 12. diiom gravidity dochadza
k rychlemu prediZzovaniu trofoblastu zérodku, ¢o je dolezité pre tvorbu placentéarneho
spojenia a vymedzenia priestoru pre kazdé embryo a tieZ pre transport syntetizovanych
estrogénov do uteru (Pomp a Geisert, 1998). V tegjto dobe dochédza k vyraznému
zvySeniu syntézy estrogénov zarodkom (Geisert et al., 1990). Nerovhomerny vyvoj
blastocyst v tomto obdobi prispieva k naslednym embryonadnym stratam v désledku
stt’azenia 0 obmedzeny uterinny priestor nutny pre placentéciu. Podl'a Popeho (1994) je
vysokd& nesynchronnost’ vo vyvoji embryi v preimplantacnom obdobi zodpovedna u
americkych aeuropskych plemien za 30 — 40 % strét.

Po dokonceni elongécie trofoblastu sekrécia dramaticky klesa a druhého vrcholu
dosahuje v 16. dni gravidity. Dvojfézové uvolmovanie estrogénu zéarodkom je dolezité
pre zachovanie funkénosti ZItého telieska (Pomp a Geisert, 1998).

Estrogény tvorené zé&rodkom sa viaZzu na sliznicu maternice. Geisert et al.,
(1990) poukézali, Ze sa u gravidnych a jalovych prasnic neliSi pocet miest na
endometriu, kde sa nach&dzaju receptory pre véazbu estrogénov. V obidvoch pripadoch
stipa absolutny pocet tychto receptorov do 5. dna a zostdva zvySeny g napriek
klesgjuce) koncentrécii estrogénov aZz do 15. dina. U gravidnych prasnic dochéadza k
druhému nérastu poctu receptorov po 15. dni gravidity, u jalovych prasnic sa tento
narast uz neobjavuje.

Estrogény ovplyviuja transkripciu génov pre oxytocin a oxytocinovy receptor
(Ivell a Walther, 1999). Pri ruji a ku koncu gravidity inhibiciou enzymov histaminazy a



cholinesterdzy zabranuju inaktivacii histaminu a acetylcholinu, ktoré spdsobia
opuchnutie pohlavnych organov.

1.7.3 Polymorfyzmus génu estrogénoveého receptoru

Polymorfizmus (z gréckeho poly ,,mnoho“ a morph ,forma, tvar*) méze byt
definovany ako , vyskyt dvoch a viac foriem ¢i variant znakov v takom pocte, Ze ta
vzacnejSia varianta nemoze byt spdsobena samotnou ndhodnou mutéciou (Ford, 1940).

O polymorfizme mbzeme hovorit’ vtedy, ak je vyskyt meng pocetng alely v
populécii aspon 1 % (Kwok, 2003).

Rohrer et al., (1996) lokalizovali estrogénovy receptor o na 1. chromozéme v
oblasti 1p24-25.

V géne boli identifikované tri polymorfné miesta detekovatelné restrikénymi
enzymami Aval, MspAl a Pwull. K testovaniu polymorfizmu Pwvull u velkého poctu
zvierat rozpracoval Rothschild et al., (1995) geneticky test zaloZzeny na kombinécii PCR
a polymorfizmu restrikenych fragmentov (RFLP). Modifikovani metodiku pomocou
PCR-RFLP popisal Short et d., (1997).

DalSie dva polymorfizmy na 3' konci kédujliceho regionu (exon 8) popisal
Drogemiller et al., (1997). Pomocou metddy PCR-RFLP s pouzitim restrikénych
endonukledz Aval a MspAll zistili dve mutécie na pozicii 1665 (T-C mutéacia — Aval) a
napozicii 1754 (A-G mutécia MspAll).

Dvorék aVrtkovéa (2001) robili testovanie genotypov génu ESR u plemien biela
uslachtila alandras. Zvergnili ziskané frekvencie jednotlivych genotypov vo vybranych
populéciach oboch plemien: u plemena biela us'achtila CC 43,2 %, CD 44,2 % a DD
12,6 % (frekvencia alely D 0,35), u plemena landras: CC 82,4 %, CD 16,5% aDD 1,1
% (frekvenciaalely D 0,09).

Kmiec et al., (2002) Studovali vztah estrogénového receptoru na reprodukeéné
vlastnosti prasnic plemena polish landrace. Polymorfizmus ESR génu stanovili metédou
PCR-RFLP. Ako re&trikeny enzym pouZili Pvull. Frekvencia genotypu AA bola 0,8837,
genotypu AB 0,1163 a genotyp BB nebol detekovany. U alely A bola zistena vyrazne
vySSiafrekvencia (0,9419), ako u alely B (0,0581).

Toéthova et a., (2002) previedli analyzu polymorfizmu génu ESR u prasnic
slovenske) populécie plemena large white a podarilo sa im stanovit' nasledovné
frekvencie genotypov: 26,81 % CC, 50,32 % CD a 22,87 % DD (Omelka, 2003).
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GolidSova a Wolf (2004) zist'ovali frekvencie genotypov a alel ESR u plemennic
biela usl'achtila a landras. PouZitim restrikéného enzymu Pwull dospela k nasledujdcim
vysledkom: u plemena biela uslachtila bolo percentudne zastlpenie genotypu AA
24,24 %, genotypu AB 46,84 % a genotypu BB 28,91 %. Frekvencia alely A bola 0,477
adely B 0,523. U plemena landras bol genotyp AA zastipeny 93,30 %, genotyp AB
6,70 % a genotyp BB nebol zisteny. Frekvenciaalely A bola 0,967 aalely B 0,033.

Terman et a., (2006) zistovali frekvencie ESR/Aval genotypov aalel.
U prevazng vé&sSiny sledovanych plemien zistili jednoznaéne vySSiu frekvenciu
genotypu AA oproti genotypu AB agenotyp BB bol zastlpeny ngjnizSou frekvenciou.
U plemien pietrain a polish syntetic line dokonca genotyp BB nebol ani zisteny.

Santana et al., (2006) sledovali populéciu pozostavgjicu z 362 ks plemena
landras, 331 ks plemena large white a 136 ks plemena pietrain. U plemena landras bol
nagjfrekventovangjSi genotyp AA 0,6547. Genotyp AB ma frekvenciu 0,3094 a
nagimenSiu frekvenciu mal genotyp BB 0,0359. Alela A mala vyrazne vySSiu frekvenciu
(0,8094) oproti alele B (0,1906). U plemena large white boli frekvencie genotypov AA a
AB velmi podobné (0,4562 a 0,4532). U plemena pietrain bol detekovany len genotyp
AA.

1.7.4 Vzrah génu ESR k UZtkovosti a fyzologickym znakom
reprodukcie

Existuje mnoho &tadii potvrdzujacich vyznamny efekt ESR génu nielen na
pocetnost’ vrhu, ale g na d’asie reprodukéné ukazovatele. Vysledky jednotlivych Stadii
si vSak casto protikladné. Nejednotnostou vysledku sa zaberal napr. Alfonso (2005).

Van Rens et a., (2000) u 79 prasnic syntetickej linie meishan x landras
nezistili Ziadne rozdiely v pocte Zltych teliesok, ani v poéte vitalnych 35 — 36 dennych
embryi. Rozdielna bola velkost’ placenty — embrya prasnic s genotypom BB mali v&cSiu
placentu v porovnani s placentou embryi prasnic s genotypom AA. Tieto poznatky
viedli autorov k zaveru, Ze rozdiely v pocte narodenych prasiatok st zavislé namortalite
plodov prasnic réznych genotypov ESR. Zatial’ co pocet Zltych teliesok a prezitel'nost
embryi bola pre homozygotné genotypy rovnakd, percento implantacnych miest bolo
vySSie u prasnic s genotypom AA. Tento poznatok viedol k domnienke, Zze embryondlna
mortdlita je vySSia u prasnic genotypu BB. Autori dalg zistili, Ze rozdielne genotypy
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nemaj vplyv na dizku estru, parametre hladin lutropinu, estradiolu a progesteronu,
hmotnost’ ovarii ani nahmotnost’ a dizku embryi.

Leeds et al., (2002) anayzovali vztah ESR k poctu strukov, individuane)
pbrodngl hmotnosti prasiatok, hmotnosti vrhu pri odstave, priemernému dennému
prirastku a vyske chrbtového tuku u 724 prasniciek a kanc¢ekov plemien large white,
yorkshire a ich reciprokych kombiné&ciii. ESR genotyp mal preukézany vplyv na vysku
chrbtového tuku, ktory bol u zvierat s jednou képiou aely B o 0,155 cm vySSi. Efekt
ESR na individudnu hmotnost’ prasiat bol blizko teito hladiny preukaznosti.

Vplyvom ESR génu na hmotnost’ vrhu sa zaoberal Isler et al., (2002), ktory
sledovanim 46 samic plemena yorkshire , 31 large white a 70 krizencov tychto dvoch
plemien zistil, Ze ESR gén je vyznamne asociovany g s celkovou hmotnostou vrhu a
celkovou hmotnostou Zivo narodenych prasiat. Pri genotype AA bola vyrazne vécSia
hmotnost’ vrhu ako pri genotype BB.

Noguera et al., (2003) u 287 prasnic dvoch linii landrase v Spanielsku naSiel
obidve aely ESR-Pwll vrdane prasnic genotypov BB. Ngdeny polymorfizmus
preukazane neovplyviioval hodnotené viastnosti vel’kosti vrhu.

Omelka (2003) naSiel u menSich stborov plemena biele uslachtilé preukazné
rozdiely poctu vSetkych narodenych prasiatok medzi prasnicami genotypu AB aAA, s
vySSou Uzitkovostou u prasnic genotypu AB. U plemena landrase bola pozorovana u
vSetkych reprodukénych ukazovatel'ov vySSia UZitkovost' prasnic genotypu AB. Je vSak
treba poznamenat’, Ze poc¢etnost’ vyhodnocovanych vrhov u zvierat genotypu AB bola
ae relativne nizka (n = 88) v porovnani s pocetnostou vrhov prasnic genotypu AA (n =
447).

Stadiom ESR2 génu sa zaoberali Muiioz et al., (2004). Cielom &dia bolo
lokalizovat’ polohu ESR2 génu vo fyzickg mape oSipanych a identifikovat
polymorfizmy tohto génu, ktoré maju vplyv na velkost’ vrhu u dvoch populécii plemena
iberian. V&Sina ESR2 cDNA bola sekvenovana zo vzoriek RNA vaje¢nikov oSipanych.
Bol objaveny jeden A/G SNP (single nucleotide polymorphism) v exéne 5, ktory je
asociovany so subgtitciou Met/Val v pozicii 949. Tento SNP bol analyzovany pomocou
PCR-RFLP (Hsp92ll) a jeho mozny efekt na velkost' vrhu bol hodnoteny u dvoch
populécii plemena iberian. Statisticky preukézatelny vplyv tohoto polymorfizmu na
verkost’ vrhu v8ak nebol dokéazany .

GoliaSova a Wolf (2004) hodnotili vplyv poymorfizmu Pwull estrogénového

receptoru na verkost’ vrhu a znaky produkcie oSipanych pri plemene ¢eska large white.
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Estrogénovy receptor (ESR) vyznamne ovplyvnil vyskyt potratov v prvom vrhu a
priemerne g u dasich vrhov (P>0,05) u prasnic s vyskytom aely B. U prasnic
genotypu AA bolo zistenych priblizne o 0,55 viac Zivo narodenych prasiatok ako u
prasnic genotypu BB. V priemere u v3etkych testovanych prasnic bol tento rozdiel 0,25
prasiatok. Vysledky celkového poctu Zivo narodenych prasiatok a odchovanych
prasiatok boli podobné.

Horogh et al., (2005) analyzovali 869 vrhov od 226 jedincov plemena hungarian
large white s cielom ur¢it mozZnost’ pouZitia génu pre ESR ako markera na zlepSenie
velkosti vrhu. Prvé, druhé a neskorSie vrhy boli hodnotené oddelene. Boli vycislené
frekvencie pre dve ESR alely A = 0,55 a B = 0,45 zistili nasledovné pozorované /
oc¢akavané hodnoty troch genotypov: AA:71/69,1; AB: 108/111,8 a BB: 47/45,1. V
prvych a neskorSich vrhoch bol genotyp BB nadradeny genotypom AB a AA pre pocet
Zivo narodenych (number born alive, NBA) a celkovy pocet narodenych (total number
of born, TNB).

Omelka et al., (2005) skumali vplyv estrogénového receptora (ESR) na celkovy
pocet narodenych (TNB), pocet Zivo narodenych (NBA) a pocet odchovanych (Sz)
prasiatok plemena large white (LW), white meaty (WM) a landrace (L) od Siestich
slovenskych chovatel'skych stanic. Detekcia ESR (PVUII) genotypov bola vykonana
metddou PCR-RFLP. Nadli vyznamny vplyv ESR lokusu na NW (P < 0,01) v LW v3ak
pozorovali negativny vplyv genotypu BB na znak. Vo WM boli ngdené pozitivhe
asociované aely B s TNB, NBA aNW, ale rozdiely neboli &tatisticky potvrdené. Velmi
vyznamny vplyv ESR lokusu na TNB, NBA a NW (P < 0,01) bol zisteny len v chove
LW. Nadli nérast o + 0,62 + 18 (TNB), + 0,65 + 0,18 (NBA) a + 0,51 + 0,16 (SZ) u
oSipanych s alelou B.

Ciel'om &tadie Kaminského et al., (2003) bolo vyhodnotit' pripadné vzt'ahy
medzi ESR / Aval polymorfizmu so znakmi jato¢ného tela u kancov plemena polish
large white. Pouzili 103 kancov pochéadzajucich z jedného stéda. Genotypy boli
stanovené metédou PCR-RFLP. Pomocou testu Duncan zistili vyznamné rozdiely
(P<0,01) medzi WW a MW genotypmi, ako g vyznamneé rozdiely medzi WW a MM
genotypmi pri mésitosti. Pre priemerny denny prirastok vyznamné rozdiely zistené
neboli.

Zhen Fang et al., (2006) Studoval potencidne vyuZite génu estrogénového
receptoru (ESR) ako genetického markeru s cielom zlepsit' reprodukeéné viastnosti

oSipanych. Sledované bolo plemeno landrase v Cine. U 612 prasnic bolo hodnotenych
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2239 vrhov. Samostatne boli sledované Udaje o prvom, druhom a neskorSich vrhoch.
Uginky ESR réznych vrhov neboli rovnaké. Autor v sthrne skonstatoval, Ze prasnice s
genotypom BB ukazali lepsi vykon na celkovy pocet narodenych prasiatok a pocet Zivo
narodenych prasiatok, ale nizSie priemerné hmotnosti prasiatok pri narodeni. Urobili
zéver, Ze ESR by mohol byt pouZity ako indikétor pre vyber verkosti vrhu v populécii
landras.

Humpoli¢ek et al., (2007) sledoval asociacie medzi ESR a reprodukénymi
znakmi. Od 246 prasnic plemena large white, ktoré pochédzali z elitného chovu,
nazbieral informécie o 915 vrhoch. Velkost’ vrhu sledova u prvého, druhého a prvého
az Siesteho vrhu. Medzi genotypmi AB a AA nebol na 1. a 1.- 6. vrhu zisteny Ziadny
vyznamny vplyv. Naopak v druhom vrhu bol zisteny vplyv na pocet v3etkych a Zivo
narodenych g napocet dochovanych prasiatok.

Rempel et a., (2010) testoval pridruzené kandidane SNP s reprodukénymi
vlastnost’ami prasnic plemena landras-duroc-yorkshire kompozitngl populécie. ESR1,
ESR2, PPAR gama koaktivétor 1 a IGFBP3 SNP boli vyznamne spojené s oddialenim
intervalu ruje a s po¢tom mitvo narodenych prasiatok. Mnohé zo SNP analyzovanych v
tejto Stadii st z génov zapojenych v reguléacii metabolizmu, ¢o naznaduje, Ze existuje
vyznamna savislost medzi fyziologickymi udalostami spojenymi s reprodukciou.
Okrem toho méZze této produkcia a rast ¢rty SNP slUzit' na pomoc pri vybere mladych
prasnic¢iek pre vynikajacu reprodukénd schopnost’.



2 Ciel’ prace

Ciel'om predkladanej diplomovej praceje:

1. sustredit’ literarne informécie o polymorfizme vybranéno kandidaneho génu
ESR ajeho vzt'ahu k reprodukénym ukazovatel’om Uzitkovosti oSipanych

2. optimalizova’ podmienky PCR — RFLP metédy pre analyzu vybraného
kandidatneho génu (ESR)

3. identifikovat’ polymorfizmus génu ESR metédou PCR-RFLP

4. vyhodnotit’ genotypovu Struktiru sledovane) populécie oSipanych
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3MATERIAL AMETODY

3.1 Biologicky material

Pre stadium polymorfizmu vybraného kandidatneho génu bol pouzity biologicky
materidl ziskany od oSipanych.

Osipanym bola odoberan&d krv veterinarnym lek&rom z kréng Zily — vena
jugularis, do skimavky s antikoagulaénym roztokom ACD (0.48 % kyselina citronova,
1.32 % citrét sodny, 1,47 % gluk6za), v pomere 1 : 6 (ACD: krv). Vzorky boli & do

zah§eniaanalyz zmrazené.

Plemenné zloZenie a pocty oSipanych testovanych plemien:
bielausrachtila (BU) - 51
bielauslachtildx landras (BUXL) - 38
landras x biela usl'achtila (LxBU) - 47
duroc (D) - 75

3.1.1 Charakteristika plemien

Biela usPachtila (BU)

Plemeno biela uslachtila je stredného aZ vacSieho telesného ramca, pokozka je
nepigmentovana a vyrastaju z nej biele Stetiny. Hlava je strednegj velkosti, I'ahké a
sucha, usSi su vzpriamené, krk je dostatocne osvaleny, chrb& je Siroky mierne
oblukovity az rovny, koncatiny pevné a suché. Je kombinovaného aZ méasového
Uzitkového typu. Kance v dospelosti dosahuju hmotnost” 300 — 320 kg, prasnice 220 —
250 kg.

Plemeno BU dosiahlo na Slovensku tieto reprodukéné parametre: 10,8 ks

vSetkych narodenych prasiat, 9,4 ks dochovanych prasiat pri hmotnosti vrhu v 21. diioch
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(mliekovosti) 53,4 kg a porodnosti 2,05. V méasove UZitkovosti plemeno BU dosahuje
nasledovné parametre: 48,5 % cennych méasovych ¢asti (CMC), hrabka slaniny 2,33 cm

a percento masa zo stehna z hmotnosti jatocnej polovicky 18,92.

Landras (L)

Slovensky landras vznikol na zéklade importovaného plemena landras z Pol'ska,
Kanady a Svédska v rokoch 1961 — 1966. Je typicky bielym sfarbenim, I'ahkou hlavou,
usi st sklopené, telesny ramec je stredny az vel’ky s typickym lichobeznikovym trupom.
Ziva hmotnost’ dospelych kancov je 270 — 290 kg, vyska v kohttiku u kancov 85 — 90
cm. U prasnic sa ziva hmotnost” pohybuje v rozmedzi 230 — 250 kg, vyska v kohutiku
80 — 85 cm, dIhé a ve'mi dobre osvalené stredotrupie. Je to plemeno reprodukené az
univerzélne.

Dosiahnuté reprodukéné a produkené vlastnosti: 9,5 dochovanych prasiat na
prasnicu, 18,7 prasiat do roka pri pocte vrhov 1,93 a mliekovosti 53,6 kg. V méasovej
UZitkovosti plemeno L dosahuje nasledovné parametre: podiel CMC 50 %, hribka
slaniny 2,37 cm apercento mésa v stehne z hmotnosti jatocngj polovicky 18,93 %.

Duroc (DU)

Je to univerzdlne plemeno sgenetickou afenotypovou variabilitou od
kombinovaného aZ po UZitkovy typ. Plemeno je charakteristické hrdzavocervenym
sfarbenim, hlava je pomerne I'ahkd, krétka s vyrazne ciernou pigmentovanou sliznicou
rypaka, usi st polosklopené, chrbtova linia, stehno amésové partie st dobre vyvinuté.
Dosahujii 50 — 53 % CMC a hribku slaniny 1,67 cm.



3.2 Chemikalie, roztoky aich priprava

3.2.1 Pouzté chemikalie

Taburlka 6 Pouzité chemikdlie

EDTA
Kyselina etyléndiamintetraoctova, M = 372,24 g/mol
C10H14N203N8.2 .2 Hzo

Tris
Hydroxymethyl — aminomethane, M = 121,14 g/mol
C4sHuNOs
SDS
Sodné& sol’ dodecylsulfatu, C1oH2504S . Na M =288,4 g/mol

Chlorid amonny
NH,CI M = 53,49 g/mol

Hydrogénuhli¢itan draselny
KHCO;3 M = 262,89 g/mol

Octan amonny
C,H;0, M = 77,08 g/mol

3.2.2 PouZté roztoky

Roztok nalyzu éervenych krviniek - 5x RBC roztok

Zlozenie: 250 ml
0.77 M NH4CI 10,2968 g
0.046 M KHCO3 11514 g
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0.01M EDTA pH 8.0 5ml 0,5M EDTA

Sterilizovanéfiltraciou.
Pouzili sme 1x RBC

Lyzadény roztok

Zlozenie: 100ml
50 mM Tris-HCI pH 8,0 5ml 1M Tris-HCI pH 8,0
100 mM EDTA pH 8,0 20ml 0.5M EDTA pH 8,0
100 mM NaCl 2ml 5M NaCl
1% SDS 10 ml 10% SDS
H>0 MiliQ do 100 ml

Roztok na precipitaciu proteinov:

Zlozenie:
10 M octan amonny

Roztok narozpustanie DNA:

Zlozenie:
10 mM Tris- HCI pH 8,5

Roztok pre elektroforézu:

Zlozenie:
50 x TAE
Pre elektroforézu sme pouzili 1 x TAE.

3.2.3 Priprava roztokov

EDTA05M pH 8,0

Di-natrium EDTA x 2 H,O 93,059

Pridat’ H,O 400 ml

Upravit napH 8,0 konc. NaOH 10g

H.0O doplnit’ do 500 ml

EDTA 0,01M pH 8,0



Nariedené z 0,5M EDTA.

Tris-HCI IM pH 7,5

Tris

Pridat’ H,O

Upravit napH 7,5 konc. HCI
H.O

Tris-HCI 1M pH 8,0

Tris

Pridat’ H,O

Upravit napH 8,0 konc. HCI
H.O

Etidium bromid
Ethidiumbromid
H>O

Etanol 70 %
96 % etanol

H>O

| zopropanol 100 %

100% izopropanol (2-propanol)

10x TBE

0.5M EDTA pH 8.0
Kyselinabdrova
Tris

3.3 Pristrojové vybavenie

60,5 g

400 ml

30ml

doplnit’ do 500 ml

60,5 g

400 ml

21 ml

doplnit’ do 500 ml

100 ml

87,5ml
30 ml

40 mi
59
108 g

Pri izolacii DNA a PCR-RFLP sme pouZili nasledovné pristroje:
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analytickeé vahy, centrifuga, elektroforéza, pipety, spektrofotometer, vodny

kapel’, vortex, termostat, termocykler, UV transiluminétor.

3.4 PouZzité metédy

3.4.1 1zolacia gendmovej DNA z krvi

Lyza buniek

1. Rozmrazenu krv sme premieSali pipetou anapipetovali 500 pl celkove krvi do 1,5
ml eppendorfky s 1000 pl 1x RBC roztokom. Inkubovali sme vzorku 1-3 mindGty pri
laboratérnej teplote a premieSali 3 x obracanim hore dnom.

2. Eppendorfky sme centrifugovali pri 13 000 otakach 2 min. Odstrénili sme
supernatant, ale nechali 10-20 pl roztoku nad peletom bielych krviniek.

3. Vzorky sme vortexovali 10-20 sekdnd. Po vortexovani by pelet bielych krviniek
nemal byt viditel'ny

4. Pridali sme 600ul lyza¢ného roztoku a pipetovanim hore a dole 3-5 krét sme lyzovali
bunky. Oby¢ajne nie je potrebné inkubacia, aviak v niektorych vzorkéch, v ktorych
bolo vidiet' zhluky buniek po premieSani, sme inkubovali pri 37 °C vo vodnom
kapeli pokial’ nebol roztok homogeénny.

Precipitacia (zrazanie) proteinov

1. Vzorky sme ochladili nalaboratornu teplotu.

2. K lyzovanym vzorkdm sme pridali 200 pl roztoku na precipitéciu proteinov.

3. Vortexovai sme pri najvysSg rychlosti 20 sekind, aby sa roztok na precipitatu
proteinov dokladne premieSal s bunkovym lyzétom.

4. Vzorky sme centrifugovali pri maximalnych ota¢kach (13 000) pri teplote
20-25 °C 20 minut. Precipitované proteiny vytvorili pevny tmavo-hnedy pelet na dne
eppendorfky. Ak nebolo vidiet' nadne eppendorfiek proteinovy pelet, zopakovali sme
krok 3, inkubovali vzorku 5 minit nal'ade a potom zopakovali krok 4.

42



Precipitacia DNA

1.

Supernatant obsahujuci DNA sme odliali (pelet precipitovanych proteinov zostal
v eppendorfke) do ¢istg) 1,5 ml eppendorfky obsahujticej 600ul 100 % izopropanolu
(2-propanal).

2. Vzorky sme premieSali obratenim 50-krét.

Centrifugovali sme ich pri 13 000 ot&kach 5 min. DNA bolo viditel'né ako maly
biely pelet.

Dokladne sme odpipetovali supernatant. Pridali sme 600pl 70 % etanolu a premyli
pelet DNA obratenim uzatvoreng eppendorfky niekol’ko krét hore-dole,
Eppendorfky sme centrifugovali pri 13 000 rpm 5 minat. Potom sme velmi
dbkladne odpipetovadi etanol. Museli sme dévat’ pozor na pelet ktory plaval aby sme
ho neodsali.

Vzorky sme dali vysusit' do termostatu pri teplote 37 °C 10-15 minut, alebo dihsie,
podra potreby v zavislosti od velkosti peletu.

Rozpustenie DNA

1.

Na rozpustenie DNA sme pridali potrebné mnozstvo 30 pl 10 mM Tris-HCI pH
8,5, aby sme mohli zriedit’ pre pripad potreby.

Vzorky DNA sme rozpustali inkubéciou po dobu 30 minit a2 1 hodiny pri 65
°C,alébocez  noc pri laboratérng teplote. Vzorky sme periodicky
premieSavali jemnym potrasenim skimaviek na ulahcenie rozpust'ania DNA.
DNA sme skladovali pri 4 °C. Pre dlhodobé skladovanie sa DNA uskladiuje pri
teplote - 20 °C alebo - 80 °C.

3.4.2 PCRgénu ESR

Polymerazovu refazova reakciu sme uskutocnili na termocykléri PTC 150 (MJ

Reasearch).

Primery:

Na amplifikéciu Specifickych Usekov génu ESR sme pouzili nasledovné

oligonukleotidové primery FOR aREV prevzaté z prace Drogemuller et al., (1997).

ESR FOR 20-mer:

5

-CCCTCTATGACCTGCTGC TG- &
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ESR REV 22-mer:
5-TCA GAT TGT GGT GGG GAAGTTC- 3

TabuPka 7 Zlozenie reakéng) zmesi s objemom 25 pl

Komponent Kone¢na koncentracia
1. SterilnAvoda | e
2. 10 x Reaction buffer (NH4)2S04 1x
(Fermentas)
3. MgCl, 25 mM (Fermentas) 1,5mM
4. dNTPMix 10 mM (Fermentas) 0,2 mM
5. Primery ESR 10 pM/ul (I nvitrogen) 10 pM
6. Tag DNA polymerase 5 U/ul 1U
(Fermentas)
7. Templa DNA 100 ng/ pl

TabuPka 8 Teplotny a¢asovy rezim PCR reakcie

Krok Cyklus teplota cas
y
1. ,» Start” 95°C 3 min.
2. Denaturécia 95°C 30 sekand
3. Anneling 58°C 30 sekand
4, Polymerizécia 72°C 50 sekund
5. Elongécia 72°C 10 min.
6. Schladenie 4°C uskladnenie

Pocet cyklov: 30 (1 cyklus=2.+ 3.+ 4.)

3.43 PCR- RFLP

Pre RFLP analyzu bol vybrany restrikény enzym FastDigest Aval (Fermentas),
ktory Stiepil ziskané PCR produkty so zndmou sekvenciou.

TabulPka 9 Zlozenie Stiepiace) zmesi RFLP s objemom 15 pl

K omponent Vysledn& koncentréacia MnoZstvona 1 vzorku

Sterilnavoda(MiliQ) | ------- 12 pl




10x Tango buffer 1x 2ul

Enzym Aval 10U/ul 1ul
Postup Stiepenia:
Do pripraveng Stiepiace] reakéngj zmesi sme pridali PCR produkty.
ESR (Aval): - celkovy objem 25 pl
- Stiepiacazmes 15 pl

- PCR produkt 10 pl
Inkubécia prebiehala pri 37 °C po dobu 5 minit. Pouzity restrikény enzym je
uvedeny v nasledovnej tabul'ke:

Taburka 10 Priebeh Stiepeniarestrikénym enzymom

Nazov RE miesto Teplota Stiepenia Dobainkubalie
Aval C|/BCGRG 37°C 5 mindt

3.4.4 Elektroforéza v agar 6zovom géli

Na pripravu agar6zovych gélov (Sambrook et a., 1989) sme pouZili agarézu
(Invitrogen) a 0,5 x TBE roztok, pricom vysledna koncentréacia gélu zavisela od vel'kosti
fragmentu DNA. Pri kontrole PCR produktov sme pouzili 2 % gél. Gél obsahoval
interkalacné cinidlo etidium bromid (0,5 pg/ml). Vzorky boli nandSané spolu s
farbiacim roztokom (Blue orange). Pri elektroforetickg identifikécii Stiepnych
fragmentov sme nandsali cely objem Stiepngj zmesi 25 pl spolu s 5 pl xylencianovo
modrym farbiacim roztokom s obsshom EDTA. Elektroforéza prebiehala v 0,5 x TBE
roztoku pri napéi max. 130 V po dobu 30 minat. Po skonceni elektroforézy sme
nadelené fragmenty DNA detekovali UV transilumindtorom. Pre presné uréenie vel'kosti

fragmentov sme pouZivali DNA markéry (Gene Ruler 100 bp, Fermentas).



3.5 M atematicko-statistické vyhodnotenie genetickej
Struktary, efektivnosti pdsobenia alel a geneticke diverzity

Na zaklade PCR analyz sme stanovili genotypovu Struktiru sledovanej populécie
avypocitali frekvencie alel v jednotlivych polymorfnych génoch sledovane) populécie
oSipanych. Vyznamnost’ rozdielov medzi experimentalne pozorovanou ateoreticky
o¢akavanou frekvenciou sme overili > testom.

1. frekvenciealel podra Hardy-Weinbergovho zdkona

_ 2441 4B _ ZbOB AB
Pa= —n OB= ——
| 3

pa jefrekvenciaalely A
gsjefrekvenciaalely B

N je pocet jedincov v popul&cii

2. frekvencia genotypov podl’a Har dy-Weinber govho zakona

2_ 2 2 _
(Pa+ Og) = Pa” + 2Pads + s = 1
3. smerodajna odchylka prefrekvenciu génov ,, s*

_pA.qE

k1
e

4. genotypova rovnovéaha overend y “testom
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AA:AB:BB = (P 2pads : (0p)>

(e- 1)
t

XZ(M) = a e — pozorovany pocet genotypov

t — teoreticky pocet genotypov
n — pocet genotypovych tried

Vypocitana hodnota y2 — testu bola na z&klade stupiov vornosti porovnavana
s tabul’kovou hodnotou podra Fischera a nésledne uréena pravdepodobnost’
zhody alebo rozdielov medzi teoretickymi a experimentdnymi hodnotami.
p>0,05 =s&tatisticky nepreukazné
p<0,05 =&tatisticky preukazné
p < 0,001 = &tatisticky vysoko preukazné

. koeficient homozygotnosti
Ca= 2D ?

. koeficient heter ozygotnosti
He= 1-Y(p° + )

. Uroven polymorfizmu lokusov , Na"*

L

Na =
Blg

. polymor fny informaény obsah

n-1 n
PIC =1- a(P*+a®)-(@ a 2r°p?
i=1 j=i+l
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4VYSLEDKY

4.1 ESR

V sllade so stanovenymi cielmi sme uskutocnili optimalizéciu jednotlivych
krokov ¢i uz pri samotnegj izolécii DNA aebo v metdde PCR — RFLP génu ESR pre
podmienky nasho laboratoria.

4.1.1 lzolacia géndmove] DNA

Gendémova DNA bola izolovana z krvi 211 oSipanych metédou vysolovania
podra Millera et al., (1987). Presny postup izolé&cie je uvedeny v kapitole Materidl a
metody.

4.1.2 PCR-RFLP

Stadium polymorfizmu génu ESR sa uskutoénilo podra Drogemiillera et al.
(1997). Na amplifikéciu Specifickych Usekov génu ESR sme pouZili nasledovné
oligonukleotidové primery FOR 5 - CCC TCTATG CAATGC TGC TG-3 aREV 5
- TCA GAT TGT GGT GGG GAAGTTC-3.

Reakcia prebiehala v celkovom objeme 25 ul v termocykleri (obrazok 6).
ZlozZenie reakéng) zmesi je uvedené v predchédzajlce kapitole Materdl a metddy. PCR
program obsahoval (vodnU denaturéciu pri teplote 95 °C pocas 3 mindt. Dalg
nasledovalo 30 cyklov tvorenych denaturéciou pocas 30 sekund pri 95 °C, annelingom
pocas 30 sekund pri 58 °C a polymerizéciou pocas 50 sekund pri 72 °C. Posledny krok
polymerizécie prebiehal pri 72 °C pocas 10 mindt a po skonceni boli vzorky schladené
na4°C.



Pre RFLP analyzu sme vybrali restrikény enzym FastDigest Aval (Fermentas),
ktory &tiepil PCR produkt vel'kosti 185 bp v mieste C|BCGRG.

Obréazok 2 Reprezentativne vysledky analyzy PCR-RFLP pre gén ESR
M —marker 100 — 1000 bp,
WW — dominantny homozygot ( 109 bp + 76 bp),
WM — heterozygot ( 109 bp + 76 bp + 62 bp + 47 bp),
MM — recesivny homozygot ( 76 bp + 62 bp + 47 bp)
P— PCR produkt (185 bp), Aval - restrikény enzym
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P M WW WLI DM

—
185 by -
- - L 100 bp
p— — -_— > Tébp
- —_ mm ———f2tp
- — p— —l—-4? bp
Schéma 1 Schématicke znézornenie PCR produktu ESR pomocou Aval
PCR produkt (185 bp)
DNA ladder 50 bp,
genotyp WW (109 bp + 76 bp),

genotyp WM (109 bp + 76 bp + 62 bp + 47 bp),
genotyp MM (76 bp + 62 bp + 47 bp)

V populécii oSipanych v celkovom pocte 211 zvierat boli zistené v3etky tri genotypy
a to homozygotny genotyp WW (109 bp, 76 bp) 118 zvierat, heterozygotny genotyp
WM (109 bp, 76 bp, 62 bp, 47 bp) 58 zvierat a homozygotny genotyp MM (76 bp, 62
bp, 47 bp) 45 zvierat.

4.1.3 Geneticka &truktura a efektivnos’ pdsobenia alel ESR génu

V sledovang] populécii oSipanych plemena BUXL (taburka 11) bol gén ESR
najpocetngiSie zastupeny genotypom WW s frekvenciou vyskytu 57,89 %, s niZSou
frekvenciou 26,32 % nasleduje genotyp WM angjmengj zastlpeny Vv tejto populéacii bol
genotyp MM s frekvenciou vyskytu 15,79 %. Vysledky poukazuji na to, Ze
percentudny podiel alely W je vysoky a v populécii tvori 71,05 %, zatial' ¢o
percentuany podiel alely M je len 28,95 %. Plati: WW>WM>MM

Taburka 11 Genotypovéa Struktura populécie BUxL

Frekvencie
Plemeno | Genotyp | Pocet | Genotyp Alela S X
W M df.=2

WW 22 19,1842
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BUXL WM 10 | 15,6315 | 0,7105 | 0,2895 | +0,052 | 4,932
(N=38) MM 16 | 31843
P>0,05", P>0,01°F, P>0,001" "

V nami sledovang populéacii oSipanych plemena LxBU (taburka 12) bol
najpocetngiSi genotyp WW s frekvenciou vyskytu 40,43 %. Genotypy WM a MM madli
rovnaku frekevnciu vyskytu a to 29,97 %. Vysledky poukazuji na to, Zze aela W
(0,5531) aalelaM (0,4469) maju podobnu frekvenciu. Plati: WW>WM=MM

Taburka 12 Genotypova Struktura populéacie LxBU

Frekvencie
Plemeno | Genotyp | Potet | Genotyp Alela S x2
W M df.=2
ww 19 14,3829
LxBU WM 14 23,2342 | 05531 | 0,4469 | +0,052 | 7,4238"
(N=47) MM 14 9,3829 *

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

V populécii oSipanych plemena BU (tabulka 13) mal najvécSie zastUpenie
genotyp WW s frekvenciou vyskytu 47,06 %, s len o nie¢o nizSou frekvenciou nasleduje
genotyp WM ato 33,33 % a ngijmeng zastUpeny bol genotyp MM, ktorého frekvencia
vyskytu bola 19,61%. Percentualny podiel alely W v sledovanej popul&cii bol 63,72 % a
alely M len 36,28 %. Plati: WW>WM>MM.

Taburka 13 Genotypova Struktira populéacie BU

Frekvencie
Plemeno | Genotyp | Potet | Genotyp Alela S x
W M df.=2
ww 24 20,7107
BU WM 17 23,5785 | 0,6372 | 0,3628 | +0,048 | 3,9699"
(N=51) MM 10 | 67108

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

V dledovang populécii oSipanych plemena DU (tabulka 14) ma ngvésSie
zastUpenie genotyp WW s frekvenciou vyskytu 70,66 %, mengj zastUpeny bol genotyp
WM = 22,66 % a s len o nieco nizSou frekvenciou vyskytu nasledova genotyp MM =
20,00 %. Alela W maa vyrazne vysSi percentuany podiel (81,99 %) oproti aele M
18,01 %. Plati: WW>WM>MM.

TabuPka 14 Genotypova Struktura plemena DU
| | | | Frekvencie
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Plemeno | Genotyp | Potet | Genotyp Alda S r°
W M df.=2
DU WW 53 50,4301
(N=75) WM 17 | 22,1400 | 0,8199 | 0,1801 | +0,031 | 4,0402
MM 15 | 24299 3

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

Identifikovali sme tri genotypové kombinacie ESR génu. Z hradiska frekvencii
alel bola u vsetkych Styroch sledovanych plemien ngfrekventovanejSia alela W.
V populécii BUXL tvorila alela W 75,05 % a dela M 28,95 %. Takmer vyrovnané
zastUpenie alel bolo v populécii LxBU ato W 55,31 % a M 44,69 %. U plemena BU bol
percentuany podiel alely W 63,72 % a alely M 36,28 %. V populécii plemena DU sme
zaznamendi vyrazny rozdiel medzi percentudnym zastipenim ael, kde alela W tvorila
81,99 % aalelaM len 18,01 %..

V dledovanych populéciach vybranych plemien oSipanych bol ESR gén
nagjpocetneiSie zastlpeny genotypom WW, pricom ngjvysSia frekvencia vyskytu tohto
genotypu bola zistend v populécii plemena DU a to 70,66 %. O nieco niZSia frekvencia
vyskytu genotypu WW bola v populécii oSipanych BUXL a to 57,89 %. U plemien
LxBU a BU bol genotyp WW zastipeny podobnou frekvenciou vyskytu (40,43 % a
47,06 %). Plati DU>BUxL>BU>LxBU.

V populé&cii plemien BUXL, BU a DU mal najniZSie zastUpenie genotyp MM. V
populécii LxBU mal genotyp MM rovnakeé zastUpenie jako genotyp WM t.j. 29,79 %.
Plati BUXL<BU<DU<LXBU. Co sa tyka genotypu WM tak jeho zastlpenie u
sledovanych plemien oSipanych bolo podobné a jeho frekvencia vyskytu sa pohybovala
v rozmedzi 22,66 % (DU) aZ 33,33 % (BU). Plati BU>LxBU>BUxL>DU.

Graf 1 Percentudne zastUpenie genotypov v sledovanych populéaciéch oSipanych
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Graf 2 Percentudny podiel alel v sledovanych populéciéch oSipanych
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Na zéklade y*- testu sme zistili preukazny rozdiel medzi ocakévanymi a

pozorovanymi frekvenciami genotypov a to v populéaciach vSetkych sledovanych

plemien.

Efektivnost’ pdsobenia ael a geneticka diverzita ESR génu je uvedend v tabul'ke

15. V populécii plemena DU je pozorovand homozygotnot' spomedzi vSetkych

sledovanych plemien ngvysSia (0,7048), ¢o bolo spbésobené vysokym podielom

homozygotného genotypu WW. V populéciéch ostatnych sledovanych plemien je

prevaha homozygotov nad heterozygotmi len minimana.

Hodnoty efektivnosti pdsobenia ael Na s ngblizSie k hrani¢ngl hodnote 2

v populéciach plemien LxBU a BU. U plemena DU je Uroven polymorfnosti lokusu
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ngnizSia a to 1,4190, rovnako hodnota PIC (0,2515) je zniZena v porovnani

s hrani¢nymi hodnotami ¢o znaci o zniZzengj urovni polymorfizmu lokusu.

Taburka 15 Efektivnost’ pésobeniaalel ESR génu u jednotlivych plemien oSipanych

Plemeno Ca He Na PIC

BU X L 0,5886 0,4114 1,6989 0,3268

BUXxLD 0,5056 0,4944 1,9777 0,3722
BU 0,5376 0,4624 1,8601 0,3555
DU 0,7048 0,2952 1,4190 0,2515

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

5 Diskusia

Gén estrogénového receptoru patri medzi ngjznamejSie gény sledované vo
vzt'ahu k plodnosti prasnic ajeho variabilita je asociovana s poctom narodenych prasiat.
Gén ESR bol lokalizovany na 1. chromozOome oSipanych.

Detekovali sme tri genotypové kombinécie ESR génu. U vSetkych sledovanych
plemien bol najviac zastupeny genotyp WW (DU>BUxL>BU>BUxLD). Genotyp WM
a MM boli rovnako zastUupené u plemena LxBU (29,79 %). U ostatnych plemien bol
genotyp MM zastUpeny najmengj (BUxL<BU<DU<LxBU). Horogh et al., (2005) vSak



zaznamena nagjvysSiu frekvenciu genotypu WM ato u populécie plemena hungarian
large white

Z hradiska génove frekvencie bola ngjfrekventovanejSia alela W u v3etkych
sledovanych plemien: DU (0,8199), BUxL (0,7150), BU (0,6372) a LxBU (0,5531).
Percentudny podiel aely M u plemena DU bol 18,01 %, u plemena BUXL bol 28,95 %,
u plememalLxBU 44,69 % a u plemenaBU 36,28 %.

Dvorék a Jasek (1998) robili analyzu molekularngj variability génu ESR a
detekovali bodovu mutaciu metdédou PCR-RFLP. Ako restrikéné enzymi pouzili Aval,
Pvul a Mspl. Testovali 227 jedincov plemena biel'a uslachtild. PouZzitim restrikcného
enzymu Aval dosiahli nasledovne vysledky: AA 66,9 %, AB 21,6 % a BB 11,5 %.
Podobné frekvencie genotypov stanovili g Terman a Kmiec (2006), ktori pomocou
enzymu Aval testovali populéciu 41 kancov plemena pol’sky landras.

Dvorék et al., (1999) pri Stadiu 114 prasnic plemena pol'ska landrace zistili
pouzitim ESR/Pwull taktiez nagjvysSiu frekvenciu genotypu AA 0,862, frekvencia
genotypu AB bola 0,128 a genotypu BB 0,010. Podobne Santana et al., (2006) zistili
ngjvyssiu frekvenciu genotypu AA 0,6547, nizSiu frekvenciu mal genotyp AB 0,3094 a
najmensiu frekvenciu mal genotyp BB 0,0359.

Horog et al., (2005) analyzovali 869 vrhov od 226 jedincov plemena hungarian
large white s cielom ur¢it moznost’ pouZitia génu pre ESR ako markera na zlepSenie
velkosti vrhu. Prvé, druhé a neskorSie vrhy boli hodnotené oddelene. Boli vycislené
frekvencie pre dve ESR aely A 0,55 a B 0,45 zistili nasledovné pozorované / o¢akévané
hodnoty troch genotypov: AA:71/69,1; AB: 108/111,8 a BB: 47/451. V prvych a
neskorSich vrhoch bol genotyp BB nadradeny genotypom AB a AA pre pocet Zivo
narodenych (number born alive, NBA) a celkovy pocet narodenych total number of
born, TNB).

Drogemiller et al., (2001) sledovali u plemien nemecky landras a duroc
polymorfizmus ESR génu. VSetky pozorované zvierata boli homozygotné AA, genotypy
AB a BB neboli v tejto populéacii ngdené. Genotyp BB sa nepodarilo ngjst’ ani
Kmiecovi et al., (2002) u plemena pol'ské landras a rovnako ani Santana et al., (2006)
nenasli genotypy AB aBB u plemena pietrain.

Niekol’ko autorov uvéadza, Ze zaznamenali velmi nizku frekvenciu alely B
u plemena landras. Drogemuller et al., (1999) a (2001) dokonca nenasli ziadnu aelu B
u nemeckého landrase, takze nemohol byt Ziadny vplyv polymorfizmu zisteny.



Isler et al., (2002) sledovali populéciu, ktord pozostavala zo 70 kusov kriZzencov
(LWxY, YXLW), 31 kusov plemenalarge white (LW) a 46 kusov plemenayorkshire (Y).
Bola zistena celkova frekvencia alely A 0,56 a alely B 0,44. Zo v3etkych sledovanych
skupin mala ngjvysSiu frekvenciu alela A (0,61) a ngjnizSiu alela B (0,48) u krizencov
plemenaYxLW.

MatouSek et al., (2003) sledovali vplyv ESR genotypov na plodnost’ prasnic
plemena biele usl'achtilé v dvoch stédach. Genotypy boli detekované pomocou PCR-
RFLP V st&de A (n=137) zistil nasledovné zastUpenie genotypov: CC 39,42 %, CD
51,82 %, DD 8,76 %. Frekvencia alely C bola 0,653 a alely D 0,346. V stéde B (n=82)
bol genotyp CC zastlpeny najviac (53,66 %), nasledoval genotyp CD 37,80 % a
genotyp DD 8,54 %. Frekvencia alely C bola vysSia (0,726) ako frekvencia alely D
(0,274). Podobné poradie a frekvencie genotypov ziskali g Vrtkova a Dvorék (2001) u
plemena landras: CC 82,4 %, CD 16,5% a DD 1,1 % (frekvencia alely D 0,09) rovnako
g Terman et a., (2006) u plemien polish landrace, polish synthetic line a pietrain.

Omelka et al., (2004) sa u a plemien landrace (L), large white (LW) a white
meaty (WM) zaoberali analyzou ESR génu. Stidiom zistili frekvenciu preferovang
aely B ESR génu u plemenawhite meaty 0,26, zatial’ ¢o u plemenalarge white len 0,06.
Naopak Terman et al., (2006) zistili podstatne vysSiu frekvenciu alely A (0,80) oproti
alele B (0,20) u plemenapolish landrace.

Trakovicka et al., (2006) analyzou ESR (Pvull) génu identifikovali jeho tri
genotypové kombinécie. Ngj frekventovanejSim genotypom bol genotyp AA a genotyp
BB bol najmengj ¢asty narozdiel od vysledkov Horogha et al., (2005), ktori pozorovali
najvyssiu frekvenciu genotypu AB u populécie plemena hungarian large white.

Tischlerova (2007) identifikovala tri genotypové kombinédcie ESR génu. Pri
pouZziti restrikéného enzymu Aval, ktory sme pouzili 8 my, dosiahla nasledovné
vysledky: u plemena duroc a slovenské masové plemeno bol najfrekventovaneSi
genotyp WW (DU 4286 %, SM 59,66 %). U plemena pietrain zistila
najfrekventovanejSi genotyp MM (PN 50 %) a frekvencia genotypu WM bola ngjvysSia
u plemena biela uslachtila (BUxL 37,58 %). NagjvySSiu frekvenciu tohto genotypu
zaznamena g Horogh et al., (2005) ato u populéacie hungarian large white. Z hr'adiska
frekvencii alel zistila najfrekventovanejSiu alelu M u plemena pietrain a BUXL a aela
W bola najfrekventovanejSia u plemien slovenské mésove a duroc.

V pripade génu ESR sme nezistili vyznamné vychylenie z genotypove

rovnovéhy.
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6 Navrh na vyuzitie vysledkov

Vysledky uvedené v diplomovej préci predstavuju informécie o genetickom
polymorfizme detekovaného kandidéneho génu ESR.

Viyhodnotenie polymorfizmu génu estrogénového receptoru a jeho vplyvu na
plodnost’ oSipanych mozno vyuzit v SPachtitel’'skych programoch, pri selekcii a
pripdrovacich planoch, ¢o je v konechom désledku prinosom pre akykolvek
pornohospodérsky podnik.
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Vysledky takéhoto vyhodnotenia sa potom mézu vyuZit pri zlepSovani
genofondu stéda a vylepSeni reprodukéng produktivity, vd’aka ¢comu je potom mozné
dosahovat’ g lepSie ekonomické vysledky.

Odporucame tiez ziskavat' d’alSie informécie o vplyve génu estrogénového
receptoru naverkost’ vrhu prasnic, rovnako ako je nutné ziskavat’ g d’alSie informécie o
inych génoch, ktoré maj naverkost’ vrhu vplyv.

Ovplyvnenie vel'kosti vrhu takouto genetickou cestou mbZze byt narocnejSie ako

pri pouZiti negenetickych vplyvov, ale g tak moze priniest’ vysSi geneticky zisk.

7 Zaver

V predkladang diplomovej praci sme v slUlade s vytyéenymi cielmi
optimalizovali a aplikovali PCR-RFLP metddu pre identifikovanie a genotypovanie
ESR génu.

Na analyzu sme pouZili biologicky material odobraty od 51 oSipanych populécie
biela uslachtild, 38 oSipanych hybridngj populécie biela uSlachtila x landras, 47
oSipanych hybridne] populécie landras x biela uslactilaa 75 oSipanych plemena duroc.
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Gén ESR bol Stiepeny pomocou restrikéngl endonukledzy FastDigest Aval
(Fermentas). Pomocou PCR-RFLP metody sme urcili dizky vzniknutych redtrikénych
fragmentov.

Anayzovali sme polymorfizmy kandidatneho génu ESR a na zéklade vysledkov
molekuldrno-genetickel detekcie sme vyhodnotili genetick(  Struktiru sledovane)
populécie.

Gén ESR ma vplyv naplodnost’ oSipanych ag napocet Zivo narodenach mlad’at
anazéklade genetickegl analyzy sme dospeli k nasledovnym zaverom:

1. U v&etkych sledovanych plemien oSipanych bol najviac zastlpeny genotyp WW
a ngvysSiu hodnotu frekvencie vyskytu dosahova u plemena duroc (0,7066). U
krizencov landras x biela uSlachtila dosahoval genotyp WW ngjnizSiu
frekvenciu vyskytu (0,4043) spomedzi ostatnych sledovanych plemien.

2. U hybridného plemena biela us'achtila x landras bol najviac zastlpeny genotyp
WW (0,5789), hned” za nim genotyp WM (0,26) a ngmengj zastUpeny bol
genotyp MM (0,16). Frekvencia alely W (0,7105) bola vyrazne vySSia ako
frekvenciaalely M (0,2895).

3. Aj v populé&cii hybridného plemena landras x biela uslachtila bol genotyp WW
zastUpeny ngjviac ato frekvenciou 0,5531, a genotypy WM a MM mali rovnaké
frekvencie vyskytu 0,2979. Frekvencia alely W (0,5531) bola len o nie¢o vySSia
ako frakvenciaalely M (0,4469).

4. U plemien biela uSachtila a duroc mali genotypy WW najvysSiu frekvenciu
vyskytu (BU 0,4706 a DU 0,7066), nasledoval genotyp WM (BU 0,3333 aDU
0,2266) a genotyp MM bol zastUpeny o obidvoch plemien ngjmeng (BU 0,1961
a DU 0,20). Alela W mala u obidvoch plemien vyrazne vy3Siu frekvenciu, ako
aelaM.
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