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Abstract

The aim of this study was performed association analyses between polymorphims of calpastatin identified with Hinfl, Mspl
and Rsal restriction endonucleases in pigs and meat quality characteristics and also interaction between CAST and RYRI
genes. The investigations were conducted on 470 pigs. Some meat quality characteristics, electic conductivity, temperature,
pH and drip loss were determined. Statistically significant influence of CAST/ Hinfl genotype on electic conductivity (P <

0,001) were found. Moreover, the results

of CAST/Mspl show similar effect on this tait. Moreover, it was found the
interaction between CAST/Mspl and RYRI on drip loss (P< 0,04).
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V soucasné dobé je konzumenty pozadovana vysoka
kvalita vepfového masa. Ta je podminéna slozitym
komplexem znakti, které jsou =zavislé na druhu,
genetickém pozadi, metabolickych procesech
(antemortem), proteinovych komplexech ve svalech, vlivu
zivotniho prostfedi atd. (Ciobanu et al., 2004). Mezi
dalezité faktory ovlivitujici kvalitu veprového masa patii
fada kandidatnich/pfi¢innych genti, jako je naptiklad
kandidatni gen calpastatin (CAST) ¢i pficinny gen
ryandinového receptoru (RYR1). Ty ovliviuji senzorické a
fyzikalni ukazatele, mezi které fadime napt. vzhled, barva,
chut’, obsah tuku, textura, pH, elektrickd vodivost a
teplota.

Emst et al., (1998) lokalizovali prase¢i CAST na
chomozonu 2 a identifikovali tfi polymorfismy pomoci
restrikénich enzymt Mspl, Hinfl, Rsal. Gen ma 30 exontli
a je dlouhy ptes 160 kb (databaze Ensembl). Gen CAST
ovlivituje calpain systém prostiednictvim zejména dvou
enzymi a to p-calpain a m-calpain. Tento komplex
ovliviiuje rozklad svalovych bilkovin v obdobi post
mortalnich zmén (Kristen et al., 2002). Navic calpanin
proteazy maji dulezity vliv na vyménu latek ve svalu
(Melody et al., 2004).

Asociaéni studie genu CAST, RYRI a kvalitativnimi
znaky jate¢né hodnoty u prasat publikovala fada autord.
Ciobanu et al. (2004) nalezli statisticky prukazny vliv
calpastinu na fadu kvalitativnich ukazateld masa, jako je
kiehkost a Stavnatost masa. Krzecio et al. (2008, 2005)
uvadeji vyznamny vliv genu CAST/Rsal na kvalitu masa a
s tim spojené fyzikalni hodnoty a to na pH a elektrickou
vodivost. Mezi dalsi autory, ktefi provedli asociacni studii
u genu CAST a kvalitativnimi znaky jatecné hodnoty patfi
naptiklad Kuryt et al. (2003) ¢i Ko¢win-Polsiadta et al.
(2003). Ko¢win-Polsiadta et al. (2003) provedli asociacni
studii s cilem prozkoumat interakce
mezi polymorfismem genu CAST pomoci restrikénich
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enzymu Mspl, Hinfl, Rsal a genem RYRI na
kvalitu vepfového masa. Autofi uvadéji, ze nalezli
statisticky prukazné interakce mezi genem CAST a RYRI
na hodnotu pHys (CAST/Rsal x RYRI) a odkap (CAST/
Hinfl x RYRI).

Cilem této prace bylo provést genotypovani u tii
polymorfismii genu CAST/ Mspl, Hinfl, Rsal a genu
RYRI, provést asociacni analyzu genu CAST pii zahrnuti
vlivu genu RYR!/ a otestovat piipadné interakce mezi
témito geny na kvalitativni ukazatele jate¢né hodnoty
prasat.

Material a metodika

Na pokusné testatni stanici Katedry specialni
zootechniky CZU v Praze byly provedeny testace
jatecnych prasat u nasledujicich kombinaci kiizenct:
(BUxL)x(PNxBO) — 36 prasat, (BUXL)x(BOxPN) — 64
prasat, (BUXL)x(BOxD) — 72 prasat, (BUXL)xPIC — 36
prasat, (BUXL)XPN - 155 prasat, PICXFH — 62 prasat,
BUXL — 23 prasat a jednoho plemene BU — 22 prasat
(celkem 470 prasat). Prasata byla naskladnéna v zZivé
hmotnosti 30 kg a porazena v cca 108 kg zivé hmotnosti.
Vyziva u vSech jatecnych prasat v testu probihala podle
norem potieby zivin (Sime&ek et al., 2000) ad-libitné (324
ks) a davkované (146 ks). Pti porazce byl proveden bézny
jatecny rozbor (Walsta a Mercus, 1995) a odebrana krev.
Po porazeni zvifete byly zjistény nasledujici hodnotici
ukazatelé:

. elektricka vodivost v MLLT (musculuc
longissimus lumborum et thoracis) a MS (muculus
semimembranosus ) (pfistrojem LATKA,50 minut
post mortem) v mS™,

. teplota (pomoci vpichového pH metru 330i
v MLLT v misté posledniho hrudniho obratle) v
OC’
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. pH 45 (pomoci vpichového pH metru 330i v MLLT
v misté posledniho hrudniho obratle),

. odkap (procentudlni podil hmotnosti odkapané
masové Stavy z celkové hmotnosti vzorku za 24
hodin pfi teploté 4 a 6°C) v procentech.

Po odebrani byla krev oSetfena chemickou latkou
EDETA a nasledné¢ byla izolovana vysokomolekularni
DNA. Pro genotypovani genu CAST byly pievzaty
primery od Ernst et al. (1998). Byla vytvofena reakéni
smés (25ul) o obsahu: 100 ng genomické DNA, standard
PCR buffer, 1,5 mM MgCl,, 200 uM od kazdého dNTP,
10 pmol primery, 2% DMSO a 1,0 U LA DNA
polymerase (Top Bio, Praha, CR). Podminky cyklovani: 2
min pii 95 °C, nasledovalo 32 cyka: 95 °C (1 min), 58,5
°C (1 min), 68 °C (1 min) a zavérecna elongace 68 °C (7
min). PCR produkt byl §t€pen tfemi restrikénimi enzymy
a byly ziskany fragmenty o pfiblizné délce Mspl (~C -760/
D -370), Hinfl (~A -790/B -500) a Rsal (~E -360/F -250).

Vysledky byly vyhodnoceny matematicko-statistickym
programem SAS (9.1 institute) procedurou GLM. Byl
pouzit model, ktery zahrnoval nasledujici fixni efekty:
kombinaci kiizence, pohlavi a vyzivu, jako kovarianta
byla pouzita hmotnost jatecné upraveného téla.

Yijiimn =1 +ai|b; +eitditentPXn + €jjimn

Yiikmn = znak jatecné hodnoty;

p = celkovy pramér;

a; = vliv genotypu genu CAST (i=1, 2, 3);

b;= vliv genotypu genu RYRI (j =1, 2, 3);

¢, = vliv kombinace ktizence (k=1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8);
d, = vliv pohlavi (1= 1, 2);

em = Vliv vyzivy (m = 1, 2);

B = regresni koeficient na hmotnost JUT;

X,= hmotnost JUT zvifete n;

€ijkimn = Nahodna chyba.

Vysledky a diskuze

Byly ziskany fragmenty genu CAST ocCekéavané délky:
Mspl (nestépend alela C - 275+407+749, §t€pena alela D

- 275+407+105+369+275), Hinfl (neStépena alela 4 -
163+513+758, s§tépend alela B - 163+513+174+370+211),
Rsal (nestépena alela E - 998+345+89, Stépena alela F -
998+163+182+89) a fragmenty genu RYR! (neStépena
alela 7 - 134 a stépena alela C - 84+50). V predkladané
studii byla vytvorena asociacni analyza mezi genem CAST
u tii polymorfismlii a genem RYR/ a mezi témito geny
bylo provedeno vyhodnoceni vlivu zminénych gent a
jejich interakci.

V asociacni analyze byl nalezen vliv genu CAST na
elektrickou vodivost. Statisticky prikazny vliv byl
nalezen mezi genem CAST/Hinfl a elktickou vodivosti v
MLLT. Stejny trend byl nalezen i u elektrické vodivosti
MS (statisticky neprtikazné) (tab. 1). Podobné vysledky
byly nalezeny u mutace CAST/Mspl, kde u alely C byly
zjiStény nejvyssi hodnoty elektrické vodivosti v MLLT i
MS. Navic u odkapu masové S§tavy byla nalezena
statisticky pruikazna interakce mezi mutaci CAST/Mspl a
genem RYRI, pficemz u jedinct s alelou C byly naméfeny
nejvyssi hodnoty u teploty a odkapu a naopak nejnizsi
hodnota u pHys (statisticky neprtikazné) (tab. 2). Tedy
z tabulky 2 vyplyva, Ze nejhorsi kvalitativni ukazatele
vepifového masa budou mit jedinci s genotypem CC. Déle
z této asociacni studie vyplynul vyrazny vliv pfi¢inné
mutace genu RYR/ na elektrickou vodivost v MLLT, pHus
a odkap (tab. 2). Naopak mezi mutaci CAST/Rsal u znaku
charakterizujici kvalitu masa nebyl nalezen zadny
statisticky prikazny vliv. Pouze byl nalezen trend alely £
na vyss§i hodnoty elektrické vodivosti v MLLT a MS (tab.
3). Tento fakt si vysvétlujeme nizkou frekvenci Cetnosti
genotypu EE oproti genotypu A4 u mutace CAST/Hinfl a
genotypu CC u mutace CAST/Mspl (tab. 1, 2, 3).
K podobym zaveérim vlivu genu CAST na kvalitativni
znaky veprového masa dosli autofi Ko¢win-Polsiadta et
al. (2003), kde interakce mezi genem CAST a genem
RYRI byly statisticky vyznamné u pHys (CAST/Rsal x
RYRI) au odkapu (CAST/Hinfl x RYRI). Také Krzegcio et
al. (2008) uvad¢ji, ze gen CAST/Rsal ma vyznamny vliv
na kvalitu vepfového masa, a to na pH a elektrickou
vodivost. To potvrzuji dalsi prace Koéwin-Polsiadta et al.
(2003) a Krzgcio et al. (2005, 2008).

Tabulka 1. Asociacéni analyza mezi genem CAST/Hinfl a genem RYRI a vybranymi znaky kvality masa

Ukazatel AA AB BB CAST/Hinfl | RYRI CAST/HinfI|RYR1
(LSMEAN) (LSMEAN) (LSMEAN)

Evml (mS) 6,35 (26)* 4,36 (101)° 4,47 (131)° 0,0012 0,24 0,31

Evms (mS) 4,45 (26) 3,98 (101) 3,89 (131) 0,58 0,24 0,31

t (°C) 33,55 (25) 35,07 (104) 34,72 (135) 0,43 0,23 0,51

pHas 6,39 (26) 6,49 (95) 6,49 (115) 0,75 0,32 0,21

Odkap (%) 11,11(14) 11,48 (39) 11,89 (27) 0,64 0,14 0,48

Evml — elektricka vodivost v musculus longissimus lumborum et thoracis, Evms — elektricka vodivost v muculus semimem-

branosus, ™" diference mezi skupinami - P<0,0001
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Tabulka 2. Asociacni analyza mezi genem CAST/Mspl a genem RYRI a vybranymi znaky kvality masa

Ukazatel cC CD DD CAST/MspI | RYRI CAST/MspI|RYR]
(LSMEAN) (LSMEAN) (LSMEAN)

Evml (mS) 4,83 (64) 4,40 (163) 4,42 (104) 0,11 <,0001 0,15

Evms (mS) 4,10 (64) 4,03 (163) 3,85 (104) 0,52 0,22 0,97

t(°C) 35,01 (70) 34,72 (147) 34,04 (107) 0,14 0,64 0,11

pH.s 6,35 (69) 6,37 (137) 6,39 (96) 0,84 0,001 0,90

Odkap (%) 13,32 (32) 10,83 (41) 11,35 (19) 0,07 0,001 0,04

Evml — elektricka vodivost v musculuc longissimus lumborum et thoracis, Evms — elektricka vodivost v mutulus semimem-

branosus

Tabulka 3. Asociacni analyza mezi genem CAST/Rsal a genem RYRI a vybranymi znaky kvality masa

Ukazatel EE EF FF CAST/Rsal RYRI CAST/Rsal|RYRI
(LSMEAN) (LSMEAN) (LSMEAN)

Evml (mS) 5,55(16) 4,55 (154) 4,83 (40) 0,40 0,001 0,38

Evms (mS) 5,09(16) 4,22 (154) 4,40 (40) 0,61 0,71 0,62

t(°C) 33,50 (20) 34,67 (158) 34,36 (40) 0,34 0,05 0,17

pHas 6,33 (20) 6,23(132) 6,28 (36) 0,56 0,63 0,15

Odkap (%) 9,54 (12) 8,83 (38) 10,70(18) 0,52 0,79 0,82

Evml — elektricka vodivost v musculuc longissimus lumborum et thoracis, Evms — elektrickd vodivost v mutulus semimem-
branosus
Z.avér ERNST CW, ROBIC A, YERLE M, WANG L, ROTHSCHILD

Cilem prace bylo provést asociacni analyzu mezi genem
CAST/Mspl, Hinfl, Rsal pfi zahrnuti vlivu genu RYR/ a
otestovat piipadné interakce mezi témito geny na
kvalitativni ukazatele jateéné hodnoty prasat.
Z dosazenych vysledkll je patrné, Ze byl nalezen
statisticky prukazny vliv calpastatinu na kvalitativni
ukazatele vepfového masa. Nejvice prikazné hodnoty
byly nelezeny u mutace CAST/Hinfl (nejvyssi hodnoty
pHss u jedincd s genotypem AA). Podobny trend byl
nalezen i mutace CAST/Mspl (nejvyssi hodnoty elektrické
vodivosti v peCeni a kotleté, teploty vcetné¢ odkapu a
nebyl nalezen statisticky prikazny vliv mutace CAST/Rsal
ani interakce s genem RYR! (kromé odkapu). Tento
skutecnost si vysvétlujeme nizkou Cetnosti testovanych
genotypu.
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