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WYKAZ SKROTOW

®X174 DNA - marker DNA
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5’UTR

ACRS

ADP

ATP

ASE
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CO,

Da

DFD

DNA

dNTP

EC

G-6P

GLM

GP

H+

- niepodlegajaca translacji cze§¢ mRNA potozona w kierunku 3’ od sekwencji

kodujacej (ang. 3' untranslated region)

- niepodlegajaca translacji cze§¢ mRNA potozona w kierunku 5’ od sekwencji

kodujacej (ang. 5' untransiated region)

- technika polegajaca na tworzeniu sztucznych miejsc restrykcyjnych

(ang. amplification created restriction site)
- adenozyno-5'-difosforan
- adenozyno-5'-trifosforan
- migso kwasne, delikatne oraz ciekngce (ang. acid, soft, exudative)
- baza bioinformatyczna (ang. Basic Local Alignment Search Tool)

- Miedzynarodowa Komisja O$wietleniowa (fr. Commission Internationale

de I'Eclairage)
- wzor sumaryczny dwutlenku wegla, tlenek wegla (1V)

- jednostka masy czasteczkowej rowna jednej dwunastej masy atomu wegla 12

(1,66 - 10%*g); w przyblizeniu dalton jest rowny masie atomu wodoru
- migso ciemne, twarde oraz suche (ang. dark, firm, dry)
- kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)
- deoksynukleotydy (ang. deoxynucleotide)
- przewodnos¢ elektryczna (ang. electrical conductivity)
- oligonukleotyd tworzacy ni¢ komplementarng do nici 3' - 5' (ang. forward)
- glukozo-6-fosforan
- uogodlniony model liniowy (ang. General Linear Model)
- potencjat glikolityczny (ang. glycolytic potential)

- jon wodorowy (proton)



H20 - wzOr sumaryczny wody

HK - enzym heksokinaza

HK1 - enzym heksokinaza 1

HK2 - enzym heksokinaza 2

HK2 - gen kodujacy heksokinaze 2

HK2-201 - wariant splicingowy genu HK2

HK2-202 - wariant splicingowy genu HK2

HK3 - enzym heksokinaza 3

HK4 - enzym heksokinaza 4

HWE - rownowaga Hardy’ego-Weinberga

IGF2 - gen insulinopodobnego czynnika wzrostowego drugiego (ang. Insulin-like

Growth Factor 2)

IMF - thuszcz $§rodmigsniowy (ang. Intramuscular Fat)

kDa - kilodalton, jednostka masy réwna 1000 daltonow [Da].

LDH - dehydrogenaza mleczanowa

MC4R - gen receptora melanokortyny czwartej (ang. Melanocortin 4 Receptor)
MgCl; - chlorek magnezu

N - liczba osobnikéw

n-3 PUFA - dlugotancuchowe wielonienasycone kwasy thuszczowe z rodziny omega-3

(ang. long chain poliunsaturated fatty acids)

NAD* - forma utleniona dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
NADH - forma zredukowana dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
NADPH - forma zredukowana kationu fosforanowegi dinukleotydu

nikotynoamidoadeninowego

NCBI - bioinformatyczna baza danych (ang. National Center for Biotechnology

Information)
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PCR

PCR-HRM

pH

pH45
pH24
P
PIB

PPAR

PSE
pUC/Mspl
pz

R

RFLP

RFN
RN"

RYR1

SKURTCh

SNP

Tm

- $winia rasy polska biata zwistoucha
- reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

- proces polegajacy na denaturacja DNA z wysoka rozdzielczo$cia

(ang. Polymerase Chain Reaction-High Resolution Melting)

- ilosciowa skala kwasowosci i zasadowosci roztworéw wodnych zwigzkow

chemicznych (ang. potential of hydrogen)
- pH, ktérego pomiar zostal wykonany 45 minut po uboju
- pH, ktérego pomiar zostal wykonany 24 godziny po uboju
- HPO4?", fosforan nieorganiczny
- Panstwowy Instytut Badawczy

- receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomow, PPAR

(ang. peroxisome proliferator - activated receptor)
- mi¢so jasne, migkkie oraz wodniste (ang. pale, soft, exudative)
- marker DNA
- para zasad (ang. base pair)

- oligonukleotyd tworzacy ni¢ komplementarng do nici biegnacej od 5' do 3'

(ang. reverse)

- polimorfizm dhugosci fragmentow restrykcyjnych (ang. restriction fragments
length polymorphism)

- migso odpowiedniej jakosci (ang. reddish-pink, firm, normal, non-exudative)
- gen kwasnego migsa

- gen kodujacy receptor RYRI1 (ang. Ryanodine Receptor 1)

- Stacja Kontroli Uzytkowos$ci Rzeznej Trzody Chlewne;j

- polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. Single Nucleotide

Polymorphism)

- temperatura topnienia starterow (ang. melting temperature)



uv - promieniowanie ultrafioletowe (ang. ultraviolet light)
wbp - $winia rasy wielka biata polska

WHC - wodochtonno$¢ (ang. water-holding capacity)



1. Wstep

Migso od najdawniejszych czaséw stanowi podstawowy sktadnik pozywienia
cztowieka. Ciggle zmieniajacy si¢ styl zycia spoleczenstwa zaczal w istotny sposob wptywac
na technologi¢ produkcji migsa wieprzowego. Swiadomy konsument wie czego oczekuje
od kupowanego produktu. Duza wiedza dotyczaca potrzeb zywieniowych czlowieka
przyczynita si¢ do tego, ze migso nie sluzy wylacznie zaspokojeniu potrzeb pokarmowych,
ale stanowi rowniez zrédto skladnikéw odzywcezych wptywajacych na poprawe zdrowia.
Producenci mig¢sa powinni spetnia¢ oczekiwania konsumentéw dostarczajac na rynek produkty,
ktore sa smaczne i zdrowe. Zapotrzebowanie spoleczenstwa na migso o wysokiej wartosci
ciagle wzrasta. Zjawisko to przyczynito si¢ do zwigkszenia rangi badan dotyczacych jego
jakosci 1 jego prozdrowotnych wartosci. Najczesciej spozywanym rodzajem mig¢sa w Polsce
jest migso wieprzowe. W zwiazku z tym, ze wieprzowina jest najbardziej preferowanym
przez konsumentéw rodzajem migsa zapewnienie jak najwyzszej jej jakosci stanowi jedno

z najwigkszych wyzwan dla hodowcow i producentéw trzody chlewne;.



2. Przeglad literatury
2.1. Jako$¢ migsa

Definicja jakosci powstala wieki temu, zostala ona wprowadzona przez Cycerona
(Marcus Tullius Cicero) juz w starozytnosci. Wywodzi si¢ z tacinskiego stowa qualis,
ktoére oznacza — ,,jaki” lub ,,jakiego charakteru” (Brzoska 2001). Platon okreslit to pojecie jako:
»pewien stopien doskonato$ci”. Natomiast w dokumentach Miedzynarodowej Organizacji
Normalizacyjnej (ISO, ang. International Organization for Standardization) mozna odnalez¢
nastepujace wyjasnienie: ogot cech i whasciwosci wyrobu lub ustugi, ktore decydujg o zdolnosci
wyrobu lub ustugi do zaspokajania stwierdzonych i przewidywanych potrzeb (ISO 8402);
stopien, w jakim zbior inherentnych cech speilnia wymagania (ISO 9001:2000).

Jako$¢ migsa wieprzowego charakteryzowana jest przez szereg parametrow
fizykochemicznych i sensorycznych (Karpiesiuk i in. 2013), sa to m.in.: warto$¢ odzywcza
(kalorycznos¢, zawarto$¢ zwigzkéw mineralnych, witamin, biatka, thuszczu), bezpieczenstwo
zdrowotne (obecnos$¢ toksyn, pasozytow, bakterii chorobotworczych, wirusow, lekow, metali
ciezkich), wlasciwosci technologiczne i sensoryczne (wodochtonnos¢, kwasowosé - pH, barwa,
zawarto$¢ thuszczu i biatka, zapach, krucho$¢, soczysto$é, smak) (Kajak i in. 2007).
Pojecie to nie jest proste do zdefiniowania, zalezy od Szeregu czynnikoéw zar6wno
genetycznych (rasa, ple¢), fizjologicznych (wiek, kondycja, stan zdrowotny),
jak i srodowiskowych (zywienie, system utrzymania, transport, ubdj i obrobka poubojowa
oraz sposob i warunki przechowywania migsa) (Prasow i in. 2018, Tyra i Mitka 2015,
Grela i in. 2013). Jako$¢ migsa to cechy, ktore nierozlgcznie decydujg o przydatnosci migsa
do dalszego przetwarzania i przechowywania. Sg one takze zwigzane z zaspokojeniem potrzeb
wspotczesnych konsumentéw (Rosenvold i Andersen 2003). Jako$¢ obejmuje takze takie
kryteria jak: bezpieczenstwo zdrowotne oraz przydatno$¢ do dalszej obrobki. Z kolei
dla konsumentow waznymi sktadowymi pojecia jakoSci sg przede wszystkim: soczystosc,
kruchos$¢, pozadany zapach 1 smak (Sienkiewicz i Lewandowska 2012). Sktad tuszy 1 jakos¢
wieprzowiny mozna odpowiednio modyfikowaé¢ poprzez selekcje, odpowiednie zywienie,
krzyzowanie ras i linii (Wozniak i in. 2017).

Jako$¢ migsa to zagadnienie nie tylko szczegdlnie istotne dla przemystu migsnego XXI
wieku, ale takze dla osob, ktore spozywaja migso - obie kwestie sg ze sobg silnie
1 niezaprzeczalnie potaczone. Producenci migsa powinni konsekwentnie dostarczaé

konsumentom produkty miesne, ktore sg smaczne, zdrowe 1 co najwazniejsze bezpieczne.
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W wigkszosci krajow rozwinigtych zapotrzebowanie na wysokiej jako$ci migso ciggle wzrasta.
Poprawa jakos$ci uzyskiwanego produktu jest niezwykle istotna nie tylko z punktu widzenia
jego przydatnosci dla przemystu i przetworstwa, ale przede wszystkim z punktu widzenia coraz
bardziej wymagajacych konsumentéw. Dlatego tez poprawa jakosci wieprzowiny,
ktéra w procesie selekcji §win w kierunku zwigkszenia migsnos$ci, stata si¢ sucha i twarda
(pozbawiona thuszczu §rédmigsniowego), zapewnitaby statg konsumpcje produktow miesnych.
W zwiazku z tym, wazne jest poznanie i zrozumienie procesow oraz czynnikoéw, ktére moga
w istotny sposdb wptywac na cechy jako$ci migsa (Gorska 2016, Joo i in. 2013).

W ostatnich latach przemyst rozwija si¢ w kierunku poprawy jako$ci migsa - stala si¢
ona istotna dla wszystkich segmentow produkcji wieprzowiny (PIC 2020). Konsumenci
potrzebujg smacznych i zdrowych produktow lokalnego pochodzenia (Nevrkla i in. 2017).
Zapotrzebowanie spoleczenstwa na migso o wysokiej wartosci ciggle wzrasta. Jest to bardzo
interesujgce zagadnienie dla polskich hodowcow i badaczy. Wieprzowina jest nadal najczesciej
spozywanym rodzajem migsa w Polsce. Szacuje sig, ze spozycie wieprzowiny W 2021 roku
wyniosto ok. 40,5 kg/mieszkanca. Byto to 0 0,5 kg mniej niz w roku poprzednim. Konsumpcja
wotowiny natomiast wyniosta 4 kg. Z kolei spozycie drobiu podobnie jak migsa wieprzowego
zmniejszyto si¢ o 0,5 kg/mieszkanca i wynosito 30,5 kg. Ogolne spozycie migsa (razem
z podrobami) spadio o jeden kilogram w poréwnaniu do 2020 roku i Wwyniosto
79 kg/mieszkanca Polski (Instytut Ekonomiki Rolnictwa i Gospodarki Zywnosciowej —
Panstwowy Instytut Badawczy, marzec 2022).

Podstawowe cechy charakteryzujace jako$¢ migsa wieprzowego to: zawarto$é thuszczu
srodmiesniowego [%)]; wodochlonno$é migsa; parametry barwy w systemie CIE L*a*b*
(intensywnos¢ barwy migsa); pH poledwicy 45 minut po uboju; pH poledwicy 24 godziny
po uboju; pH szynki 45 minut po uboju oraz pH szynki 24 godziny po uboju.

2.1.1. Zawarto$¢ thuszczu SrodmiesSniowego

Zwigkszenie $wiadomosci  spoleczenstwa w  kwestii  jako$ci  pozywienia,
a takze zywieniowych aspektow spozywanej wieprzowiny ma ogromny wplyw na Wzrostu
rangi badan dotyczacych jej jakosci. Wiele z nich wykazato, ze cecha majaca pozytywny wpltyw
na jako$¢ migsa wieprzowego jest zawarto$¢ tluszczu $rodmig$niowego (IMF,

ang. Intramuscular Fat) (Sienkiewicz i Lewandowska 2012).
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IMF jest zlokalizowany wewnatrz widkien miesniowych i w tkance tagcznej pomiedzy
peczkami widkienek migsniowych (Blicharski i in. 2006). Mozna go pozyska¢ z komorek
thuszczowych 1 komorek migsniowych, jak réwniez w mniejszym stopniu z thluszczu
swobodnego w postaci wolnych kwasow tluszczowych zawartych w naczyniach krwiono$nych,
osoczu i cytoplazmie komorek migsniowych. Tluszcz $rédmigsniowy sklada sig¢
z: triglicerydow (70%), fosfolipidow (25%), estrow cholesterolu, cholesterolu i wolnych
kwasow ttuszczowych (5%) (Shi-Zheng i Su-Mei 2009). Fosfolipidy sa gtéwnym sktadnikiem
bton komoérkowych, a ich wktad w zawarto$¢ IMF jest prawie staty i porownywalny w grupie
podobnych mieg$ni, ale zmienny pomigdzy réznymi typami migséni (Shi-Zheng i Su-Mei 2009).
IMF jest dodatnio skorelowany z procentowg zawartoscig czerwonych wiokien migsniowych
(typ 1) oraz ujemnie skorelowany z zawarto$cig biatych wiokien migsniowych (typ I1) (Hwang
1 in. 2010). Jednakze, jak wykazano w badaniach przeprowadzonych na $winiach,
wzrost zawarto$ci IMF jest przede wszystkim spowodowany wzrostem zawartosci
trojglicerydow. Trojglicerydy to thuszcze proste, ktore stanowig podstawowy sktadnik tkanki
thuszczowej 1 ktore organizm wykorzystuje jako zrodto energii. Organizm magazynuje je takze
w formie tkanki thuszczowej, tworzac w ten sposob rezerwe energetyczng na wypadek gltodu
czy zwigkszonej aktywnosci fizycznej. Liczne badania potwierdzily, ze widkna mig$niowe
typu 1 (oksydacyjne) zawieraja znacznie wigcej trojglicerydéw niz wildkna mie$niowe
typu Il (glikolityczne) (Malenfant i in. 2001).

Poziom IMF w migsie moze waha¢ si¢ w bardzo szerokim przedziale, a wptywa
na niego wiele czynnikow takich jak: gatunek, rasa, wiek oraz rodzaj migsnia (Reardon
1 1n. 2010). Zawartos¢ IMF jest szczeg6lnie wazna dla konsumentéw, poniewaz wptywa ona
na jako$¢ sensoryczng i kulinarng migsa wieprzowego, m.in. na: barwg, kruchos¢, soczystosc,
smak i zapach oraz sktad kwasow tluszczowych (FA, ang. Fatty Acids), decydujacych o jego
cechach prozdrowotnych (Nguyen i in. 2004; Shi-Zheng i Su-Mei 2009).

Niestety wieprzowina uzyskiwana od wysokoprodukcyjnych ras i linii charakteryzuje
si¢ niskim poziomem IMF. Niski poziom IMF nie dotyczy wszystkich migsni w obrebie tuszy,
narazone s3 glownie migénie biate o charakterze glikolitycznym, w tym najcenniejszy
w poltuszy wieprzowej — migsien najdluzszy grzbietu (tac. musculus longissimus dorsi).
Programy hodowlane dla trzody chlewnej ukierunkowane sg na obnizenie poziomu tluszczu
w tuszy. Jednakze, powinno to odbywaé si¢ tylko w kierunku ograniczania thuszczu
okrywowego. Natomiast zawarto$¢ thuszczu $rédmigsniowego powinna by¢ systematycznie
podnoszona, poniewaz determinuje ona parametry jakosci migsa (Tyra i Mitka 2015).

Przyjmuje si¢, ze dla migsa dobrej jakosci zawarto§¢ IMF miesci si¢ w przedziale 2 - 3,5 %
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(Wood 2008). Poziom IMF ponizej 1 % natomiast uznawany jest za niedopuszczalny, grozacy
obnizeniem smaku, soczystosci i krucho$ci migsa, ktore po obrobce termicznej staje si¢ suche
1 tykowate (Schworer 1 in. 2000).

W ciagu ostatnich kilkudziesieciu lat zawarto$¢ migsa w tuszach wieprzowych ulegta
znacznemu zwigkszeniu. Jednostronna selekcja prowadzona w kierunku podniesienia
migsno$ci 1 obnizeni otluszczenia tuszy wplyneta negatywnie na poziom thuszczu
srodmigsniowego (znaczny jego spadek). Wysitki hodowlane byly motywowane potrzebami
spotecznymi, zwlaszcza w Polsce, gdzie celem hodowli byla wysoka wydajnos¢ migsna.
Dzi$ polskie $winie maja cienka stoning, niskg zawartos¢ IMF i niekorzystne parametry
tekstury, co wplywa na gorszy smak i niskg przydatno$¢ technologiczng uzyskiwanego
produktu (Tyra i Zak 2013). Tradycyjne metody hodowli s3 drogie i czasochlonne,
poniewaz opieraja si¢ na ocenie dorostych $win. Dlatego identyfikacja i wprowadzenie
do hodowli markerow genetycznych zwigzanych z pozadanym fenotypem zwierzecia

umozliwia precyzyjng selekcje i przyspieszenie postepu hodowlanego (Piorkowska i in. 2018).
2.1.2. Wodochlonno$¢ miesa

Kolejng cechag majacag duze znaczenie dla jako$ci migsa $win jest zdolno$é
do zatrzymywania wody (WHC ang. water-holding capacity). Opisano i poréwnano Kilka
metod pomiaru WHC migsa (Joo 2018). Powszechnie stosowane metody pomiaru WHC
opierajg si¢ na przytozonym cisnieniu (Grau i Hamm 1953) lub sile odsrodkowej (Wierbicki
i Deatherage 1958), po czym nastepuje pomiar utraty wody. Wodochtonnos¢ migsa okresla sie
jako zdolnos¢ zatrzymywania wody. Woda w migsie jest utrzymywana przez biatka mig§niowe
W przestrzeniach kapilarnych migsnia. W celu okreslenia wodochtonno$ci najczgsciej
wykorzystywana jest metoda opisana przez Graua-Hamma (Grau i Hamm 1953). WHC jest
to zdolnos¢ utrzymania wody wlasnej przez migso oraz rowniez zdolno$¢ do wcehtaniania wody
dodanej podczas procesu technologicznego. Inaczej mozna ja okresli¢ jako stosunek zawartosci
wody luznej do zawarto$ci wody catkowitej (Barbera 2009).

W migsie wystepuja 3 rodzaje wody: zwigzana, unieruchomiona oraz wolna.
Najwickszy udzial w wodzie catkowitej, bo az 80% stanowi woda unieruchomiona
w miofibrylach i blonie komérkowej. Na pozostata ilos¢ sktada si¢ woda wolna, a jej przeptyw
z tkanki nie jest zahamowany. Stwierdzono, iz przydatno$¢ technologiczna migsa jest tym

wigksza, im wigksza cze$¢ wody w nim stanowi woda zwigzana (Honikel 2009).
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WHC oraz stopien zatrzymywania wody przez migso zalezy od wielu czynnikéw, m.in.:
zawartoS$ci biatka, stopnia rozwinigcia powierzchni kontaktu biatka z woda, charakteru bialka,
pH, a takze od obecnos¢ soli i dodatkow, ktére wigzg wode.

Zawarto$¢ wody luznej okreslana jest poprzez wyznaczenie powierzchni nacieku,
jaki daje poddana naciskowi proba migsa. Przy oznaczeniach przyjeto, iz 1 cm? nacieku rowna
si¢ 10 mg wody luznej (R6zycki i Tyra 2010). Wodochtonno$¢ ma wpltyw na soczysto$¢ migsa,
a takze jego wiasciwosci lepko-sprezyste. Jest rowniez powigzana z ubytkiem masy migsa

na skutek jego obrobki cieplnej (Ponce-Alquicira 2007).

2.1.3. Parametry barwy w systemie CIE

Barwa surowcéw i1 produktow migsnych jest pierwsza cecha towarzyszaca ocenie ich
jakosci. Stanowi ona jeden z gltoéwnych czynnikow istotnie wplywajacych na wielkos¢
sprzedazy danego produktu. Okreslana jest jako ,jeden z najwazniejszych wyr6znikow
konsumenckiej oceny migsa” (O’Neill i in. 2003, Jakubowska i in. 2004). Barwe¢ mozna
okresli¢ jako sume wrazen, wywotanych energia promienista widzialnej cze$ci widma
elektromagnetycznego (380-780 nm) przekazywanych przez siatkdbwke oka ludzkiego
do systemu nerwowego (Horubata 1966), moze by¢ klasyfikowana metodami sensorycznymi
oraz aparaturowymi (Jakubowska i in. 2004).

Miedzynarodowa Komisja Oswietleniowa (CIE, fr. Commission Internationale
de I'Eclairage) juz w 1931 roku po przeprowadzeniu szeregu badan ustalita czuto$¢ spektralng
jaka posiada wigkszo$¢ ludzi tzw. normalnego standardowego obserwatora o kacie widzenia 2°
(pole widzenia) 1 dla tego pola wustalita bodzce odniesienia promieniowania
monochromatycznego. Jednym z najczesciej stosowanych systemow w ocenie barwy migsa jest
CIE LAB (L*a*b*), ktory uwzglednia trzy psychofizyczne atrybuty barwy. Cechy (atrybuty)
barwy to: odcief, nasycenie i jasno$¢. Barwy achromatyczne (od bieli poprzez szaros$ci
do czerni) posiadaja tylko jedng ceche — jasno$¢. Pozostate barwy nazwane chromatycznymi
charakteryzuja si¢ wszystkimi trzema cechami (Gozdecka 2006). Oznaczenie barwy migsa
dokonuje si¢ aparatem Minolta CR-310. Graficzng interpretacj¢ wyniku w systemie L*a*b*
ilustruje rycina zamieszczona ponizej (Rycina 1). Wszystkie parametry moga przyjmowac
warto$ci od 100 do —100. Parametr L* oznacza intensywnos¢ (jasno$¢) danej barwy. Wartos¢
ujemna parametru b* oznacza intensywno$¢ barwy niebieskiej, natomiast warto$¢ dodatnia

tego parametru oznacza intensywnos¢ barwy zottej.
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Podobna interpretacja odnosi si¢ do parametru a* gdzie warto$¢ ujemna oznacza intensywnos¢
barwy zielonej, warto$¢ dodatnia barwy czerwonej (Rozycki i Tyra 2010, Gozdecka 2006).

Bialy

- (L)

Zielony

Niebieski
Czerwony

Czarny

Rycina 1. Schemat bryty barw CIE LAB (L*a*b*) , L* C*h. Zrédlo: Gozdecka 2006.

Przemyst migsny probuje zrealizowaé zadanie, ktére ma na celu zatrzymanie naturalnej
barwy migsa jak najdtuzej. Kolor, ktory zachgca konsumentéw do nabycia migsa wieprzowego
to barwa szaror6zowa, takg jego barwe konsument kojarzy z dobra jakoscig, powstaje ona
w efekcie utlenowania mioglobiny. Thuszcz $rodmigsniowy (jego ilos¢ i forma) jednak
w pewnym stopniu takze wptywa na odbior tej cechy sensorycznej. Z racji swojej budowy
chemicznej oraz sktadu thuszcz jest postrzegany jako ciato achromatyczne (pozbawione barwy).
Producenci 1 hodowcy poszukuja metod, ktore pozwalaja na zachowanie barwy
przez jak najdluzszy czas oraz przyczynig si¢ do ograniczenia wystgpowania odbarwien
powierzchni migsa, co w efekcie pozwoli na podniesienie atrakcyjnos$ci migsa (Zalewska

i in. 2012).

2.1.4. Odczyn migsa (pH)

Odczyn migsa (pH) to stopien kwasowoséci migsa uzalezniony od stezenia jondw
wodorowych obecnych w fazie ptynnej migsa oraz od jego buforowosci. Wyroznia si¢ 5 klas
jakosciowych migsa wieprzowego, zaleznych od powszechnie uzywanych wartosci

granicznych pH (Tabela 1).
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Tabela 1. Klasy jakosciowe migsa wedlug powszechnie uznanych warto$ci granicznych pH.
Przybylski i in. 2012.

Typ migsa Warto$ci graniczne

PSE

migso jasne, migkkie oraz wodniste
(ang. pale, soft, exudative)
Czesciowo PSE

pH1<6,0

migso czesciowo jasne, migkkie oraz wodniste pH1 26,01 pH3 <6,0

(ang. pale, soft, exudative)
ASE

mieso kwasne, delikatne oraz cieknace
(ang. acid, soft, exudative)
Normalne (RFN)

pH1 > 6,0, pH3 > 6,0 i pH24 < 5,5

migso odpowiedniej jakosci, czerwonaworézowe, | pH] > 6,0, pH3 > 6,0 i pH24 > 5,5
twarde, normalne, niecieknace
(ang. reddish-pink, firm, normal, non-exudative)
Czesciowo DFD

migso czesciowo ciemne, twarde oraz suche pH1 = 6,0, pH3 26,0 1 pH24 > 5,8

(ang. dark, firm, dry)

pH1 — pH mierzone po 45 min od uboju, pH3 — pH mierzone po 3 godz. od uboju,
pH24 — mierzone 24 godz. od uboju

W duzym stopniu r6znorodnos$¢ cech jakosci migsa wieprzowego spowodowana jest
intensywno$cig oraz obszarem przemian glikolitycznych i energetycznych post mortem,
charakteryzujacych si¢ zakwaszeniem tkanki mig$niowej w okresie poubojowym
1 wskaznikiem przemian energetycznych. Do podstawowych kryteriow diagnozujacych
podstawowe klasy jakosci migsa wieprzowego, tj. RFN (mi¢so o prawidtowych parametrach
jakosci — tzw. migso normalne), PSE (jasne, migkkie, wodniste), DFD (ciemne, twarde, suche)
i AM (tzw. migso kwasne), zalicza si¢ odczyn pH w okresie od 35 min do 24-48 h post mortem,
przewodno$¢ elektryczng (EC) w 2, 3 1 24 h po uboju, jak réwniez wskaznik informujacy
0 rozpadzie energii (Ko¢win-Podsiadta i in. 2009).

Oznaczenie kwasowos$ci migsa przeprowadzane jest w dwoch odstepach czasowych:

- 45 minut po uboju (pH45),
- W 24 godziny po uboju (pH24),
za pomocg urzadzenia pomiarowego pHCPU-Star firmy Mathaus.

16



Urzadzenie do pomiaru sktada si¢ ze szklanej elektrody pomiarowej. Pomiaru pH dokonuje si¢
dla dwoch migéni: w migéniu najdluzszym grzbietu (poledwicy) oraz w migéniu szynki.
pH 45 minut po uboju w migéniu najdtuzszym grzbietu pomiar wykonywany jest miedzy
ostatnim krggiem piersiowym 1 pierwszym kregiem ledzwiowym po odstonigciu warstwy
thuszczu podskornego 1 dokonaniu nacigcia mig$nia na gleboko$¢ okoto 2 cm w glab
i catkowitym wbiciu elektrody szklanej w miejscu nacigcia. Warto$¢ odczytywana jest
po ustabilizowaniu pomiaru (po ok. 1 min od wbicia elektrody w migsien) z doktadnoscig
do 0,01. Pomiaru pH45 w migsniu szynki dokonuje si¢ w Srodkowej cze$ci odstonietej
plaszczyzny migsnia szynki. Podobne pomiary wykonywane sa w 24 godziny po uboju.
Co wazne, pomiar pH24 najdluzszego migsnia grzbietu wykonywany jest w 3 miejscach:
w centralnym punkcie powierzchni przecigcia mig¢snia najdluzszego grzbietu pomigdzy
ostatnim kregiem piersiowym i pierwszym kregiem ledzwiowym cze$ci lgdzwiowej mig$nia,

oraz w dwoch punktach oddalonych o okoto 2 cm od punktu centralnego (R6zycki i Tyra 2010).

2.1.5. Oznaczanie genotypu zwierzat w locus RYR1

U $win mutacja w genie RYR1 jest szczego6lnie znana i badana w aspekcie jej zwigzku
z cechami produkcyjnymi. Sam gen RYRL1 zostal uznany za gen gléwny, a mutacje w jego
obrgbie sa powszechnie wykorzystywane w selekcji §win w wielu krajach. Gen RYR1
zbudowany jest z 28080 par zasad i zostal zmapowany w chromosomie 6p11-6g21. Potocznie
nazywany jest rowniez ,,genem podatnosci $win na stres”. Ma ona duzy wplyw na cechy
uzytkowe trzody chlewnej. Zmiana sekwencji aminokwasowej tego genu w pozycji 614
przyczynia si¢ do zamiany powstajacego biatka z argininy na cysteing (p.Arg614- Cys;
c.1843C>T; rs118192172). Mutacja ta jest gtownym czynnikiem genetycznym warunkujacym
wystepowanie hipertermii ztosliwej (ang. malignant hyperthermia). Obecno$¢ mutacji w genie
RYR1 warunkuje takze zmniejszenie odporno$ci zwierzat na czynniki stresowe (Ropka-Molik
i in. 2017). Nastepstwem miopatii stresowych sg rowniez bardzo niekorzystne zmiany
fizykochemiczne migsa obnizajace jego jako$¢ technologiczng. Obserwuje si¢ migso typu PSE,
czyli — blade, migkkie i wodniste (Janik i in. 2006, Kapelanski i in. 1999).

Obecnos¢ niekorzystnego wariantu genu RYR1 w populacji trzody chlewnej wielu
krajow jest przyczynag znacznych strat w produkcji wieprzowiny. Jednoczesnie jednak gen ten
ma dodatni wptyw na niektére cechy zwigzane z uzytkowos$cia migsng, jak zawarto$¢ migsa
w tuszy 1 powierzchnia oka polgdwicy. Oznaczanie genotypu RYR1 prowadzi si¢ w oparciu
o metod¢ PCR-RFLP (Roézycki i Tyra 2010).
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2.2. Glikoliza — kluczowy proces dla przemian w mig$niach post mortem

Definicja jakos$ci migsa mowi o tym, ze jest to zespot wszystkich istotnych dla surowca
migsnego cech, decydujacych o jego wartosci uzytkowej oraz cech precyzujacych jego wartos¢
odzywcza dla konsumenta. Oddzielnymi kryteriami jako$ci migsa sa wskazniki okreslajace
bezpieczenstwo zdrowotne (Tyra i Mitka 2015).

Dla  wspoélczesnego  konsumenta  jednak, sposrod licznych — parametrow
charakteryzujgcych migso, najwazniejsze sg: barwa, kruchos¢, soczysto$¢ oraz smak i zapach.
Na wymienione cechy wptywa szereg roznych czynnikow. Jednym z nich, ktory w znaczacy
sposob moze wpltywa¢ na jako$¢ migsa s3 przemiany weglowodandéw (Sienkiewicz
1 Lewandowska 2012). Pierwsze informacje dotyczace glikogenu, ktore zostaty ogloszone
przez Bernarda w roku 1857 mozna przyja¢ umownie za poczatek badan metabolizmu
weglowodanéw. Odkrycie metabolizmu glukozy, nastgpito jednak dopiero w latach
trzydziestych minionego stulecia (Dzugaj 2004). Glukoza metabolizowana do pirogronianu
w procesie glikolizy jest gldownym substratem energetycznym wigkszosci tkanek.

Wykazano réwniez, iz poziom thuszczow jest regulowany poprzez metabolizm glukozy,
tym samym jest on nierozerwalnie zwigzany ze szlakiem glikolitycznym. Warunkowanie tych
cech moze by¢ kontrolowane przez rozne geny. Z tego powodu niezbgdna jest analiza genoéw
kodujacych enzymy bioragce udziat w procesie glikolizy i proteolizy, m.in. genow
kandydujacych dla tych cech (Lin 2009).

Glikoliza nazywana rowniez szlakiem Embdena-Meyerhofa-Parnasa to szereg reakcji
biochemicznych podczas, ktorych jedna czasteczka glukozy jest przeksztalcana w dwie
czasteczki pirogronianu.

Sumaryczna reakcja glikolizy przedstawia si¢ w nastgpujacy sposob:
glukoza + 2Pi + 2ADP + 2NAD" — 2 czasteczki pirogronianu + 2ATP + 2NADH + 2H* + 2H,0

gdzie:

Pi - HPO4?~fosforan nieorganiczny;

ADP - adenozyno-5'-difosforan

NAD™ - forma utleniona dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego;
ATP - adenozyno-5'-trifosforan;

NADH - forma zredukowana dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego;
H* - jon wodorowy (proton);

H20 - wzor sumaryczny wody;
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Tkanki, ktore zuzywaja tlen (aecrobowe) metabolizuja pirogronian do acetylo-CoA.
Ten z kolei moze wejs¢ do cyklu kwasu cytrynowego i ulec calkowitemu utlenianiu do CO>
i H20, potaczonego z tworzeniem ATP w procesie fosforylacji oksydacyjnej. Glikoliza moze
rowniez zachodzi¢ w warunkach beztlenowych (anaerobowych), ale wtedy koncowym
produktem jest mleczan (Murray i in. 2006). Pirogronian jest punktem laczacym metabolizm
weglowodanoéw (Nelson i Cox 2005). Proces glikolizy jest szeroko rozpowszechniony wsrod
organizmoéw zywych nalezacych do wszystkich trzech typow, tj.: bakterie (tac. Bacteria),
archeony (tac. Archaea), jadrowce (tac. Eucarya). Badania wykazaty, ze u eukariotow ten szlak
metaboliczny wystgpuje niemal we wszystkich komodrkach i zachodzi w cytoplazmie
podstawowej (Dzugaj 2004).

W komorkach poszezegdlnych tkanek np. takich jak migénie 1 watroba znaleziono rozne
izoenzymy glikolizy, ktore katalizujg te same reakcje. Badania wykazaly rowniez, ze glikoliza
jest precyzyjnie regulowana. Cho¢ wigkszos$¢ reakcji glikolitycznych jest odwracalna, to jednak
trzy z nich sa wyraznie egzoergiczne i z tego powodu musza by¢ uwazane za reakcje
fizjologicznie nieodwracalne. Sg to reakcje katalizowane przez: heksokinaze, fosfofruktokinazg
i kinaze pirogronianowg (Rycina 2). Reakcje te stanowia zasadnicze miejsca regulacji glikolizy
(Murray i in. 2006, Dzugaj 2004). Pierwszy etap glikolizy katalizowany jest przez enzym
heksokinaze (EC 2.7.1.1), ktora fosforyluje glukoze do glukozo-6-fosforanu. Jest to proces
fizjologicznie nieodwracalny. Glukozo-6-fosforan utworzony w pierwszym etapie glikolizy
moze ulec réznym reakcjom w zalezno$ci od typu komorki oraz warunkow fizjologicznych,
w ktorych proces zachodzi (Rycina 3) (Wilson 2003).

Podczas procesu tenderyzacji migsnie przeksztatcane sg w migso, w wyniku procesu
glikolizy, ktory rozpoczyna si¢ bezposrednio po uboju. Tempo i zakres spadku pH sa
skorelowane z jakos$cig migsa (Scheffler i Gerrard 2007; Ryu i Kim 2005; Hamilton i in. 2003).
Potencjatl glikolityczny (GP) jest miara wszystkich zwigzkow obecnych w mig$niach,
ktore moga by¢ przeksztalcane w mleczan, parametr ten jest wiarygodnym 1 szybkim
predyktorem jakosci wieprzowiny (Fontanesi 1 in. 2008; Miller 1 in. 2000).

Heksokinaza (HK) jest waznym enzymem ograniczajacym szybkos¢, ktory katalizuje
reakcj¢ degradacji glikogenu poprzez glikolize, a tym samym wptywa na jako$¢ wieprzowiny
(Shen 1 in. 2015). Po uboju trojfosforan adenozyny (ATP), ktory podtrzymuje posmiertne
skurcze mie$ni, jest dostarczany gtownie przez rozklad fosfokreatyny i rozklad glikogenu
do mleczanu (Henckel i in. 2002). W pierwszej kolejnosci rozktada si¢ fosfokreatyna,
a po zuzyciu 70% zawartosci fosfokreatyny glikoliza spetnia z kolei zapotrzebowanie na ATP

| towarzyszy jej nagromadzenie mleczanu i ciepta (Bendall 1951).
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Kluczowymi enzymami glikolizy beztlenowej sa heksokinaza, fosfofruktokinaza
I kinazapirogronianowa. Ponadto, dehydrogenaza mleczanowa (LDH) katalizuje przemiane
miedzy pirogronianem 1 mleczanem biorgca udziat w posmiertnej glikolizie migs$ni,
a takze peini gléwng funkcje w metabolizmie beztlenowym migsni. Enzymy glikolityczne
wystepuja w mig$niach w postaci rozpuszczalnej i zwigzanej, roznigcej si¢ wlasciwosciami
kinetycznymi, zwigkszone wigzanie enzymow glikolitycznych stuzy do przyspieszenia

przeptywu glikolitycznego (Parra i in. 1995).

glukoza

ATP
heksokinaza
e

glukozo-6-fosforan

fruktozo-6-fosforan

ATP

~an

fruktozo-1,6-bisfosfora

fosforar )

reakcje
fizjologicznie
nieodwracalne

trifosforanow: aldehyd
fosfodihydroksyaceton —— 3-fosfoglicerynowy
jehydrogenaza NAD+ + P
aldehydu 3-fosfoglicerynowego ~» NADPH + H+
1,3-bisfosfoglicerynian

~> ATP

3-fosfoglicerynian

eromutaza

2-fosfoglicerynian

fosfoenolopirogronian

kinaza pirogronianowa

= ATP

pirogronian

Rycina 2. Schemat reakcji glikolizy. Zrédto: Murray i in. 2006 z modyfikacja wtasna.
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Rycina 3. Fosforylacja katalizowana przez heksokinazg — pierwszy etap metabolizmu glukozy.
Zrodto: Wilson 2003.

Frakcja HK2 w migéniach jest zwigzana z zewnetrzng blong mitochondrialng i ten zwigzany
enzym wykazuje kilkakrotnie podwyzszona aktywno$¢ Kkatalityczng w pordéwnaniu
z rozpuszczalng postacia wolng (Parra i in. 1995). Aktywno$¢ zwigzanej LDH nie jest
hamowana przez wysokie st¢zenie pirogronianu (Li i in. 2017).

W migéniach szkieletowych HK2 jest dominujacg izoformg heksokinaz. Podobnie
jak w glikolizie, w glikogenezie glukoza jest fosforylowana do glukozo-6-fosforanu w reakcji
katalizowanej przez enzym heksokinazg w migs$niach. Glukozo-6-fosforan jest izomeryzowany
do glukozo-1-fosforanu przez fosfoglukomutaze. Glukozo-1-fosforan uczestniczy w dalszych
przemianach, ktore prowadza do powstania glikogenu. Glikogen stanowi najwazniejszg forme
magazynowania weglowodanow w organizmie ssakow, obecng glownie w watrobie
1 migsniach. W migsniach glikogen stanowi przede wszystkim gotowe zrodto paliwa
metabolicznego wykorzystywanego przez komorki (Murray 1 in. 2006).

Zawartos$¢ glikogenu w migéniach moze mie¢ wptyw na poziom i szybkos¢ przebiegu
glikolizy (Bee i1 in. 2007). Po wykrwawieniu, gdy migénie nie maja dostgpu do tlenu
niezbednego do metabolizmu oksydacyjnego, mozna zaobserwowaé proces glikolizy
beztlenowej, jest to bardzo istotna droga metaboliczna w okresie post mortem. Proces ten
powoduje nagromadzenie si¢ mleczanu w tkance migsniowej (P6so i Puolanne 2005; Bowker
I in. 2000). Akumulacja mleczanu powoduje szybki spadek pH mig$ni we wczesnym okresie
posmiertnym, kluczowy dla procesu maturacji i dojrzewania migsa (Ryu 1 in. 2005). Taka
wlasnie szybka poubojowa glikoliza i gwattowny spadek pH powoduje, ze migsO ma jasng

barwe, niekorzystng konsystencje i duzy wyciek.
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Wykazano, ze przy bardzo duzym spadku pH (Srodowisko bardzo kwasne) i podwyzszonej
temperaturze moze nawet doj$¢ do denaturacji wybranych bialek i znacznego obnizenia jakosci
uzyskiwanego mig¢sa. pH jest zatem jednym z gldéwnych czynnikéw warunkujgcych barwe
mig¢sa oraz zdolno$¢ wigzania wody, a co za tym idzie regulujgcym procesy oksydo-redukcyjne.
Zmiany w zawarto$ci metabolitow w migéniach, w szczegodlnosci glikogenu i mleczanu,
mogg thumaczy¢ roznice w parametrach jakosci migsa (Ryu 1 Kim 2006).

U swin jak dotad potwierdzono istotny zwigzek genu RN (gen kwasnego migsa)
warunkujacego ilos¢ glikogenu w mi¢$niach z jakoscig migsa wieprzowego. Gen ten powoduje
pojawienie si¢ migsa kwasnego (ASE). Migso z ta wadg cechuje sie szybkim spadkiem wartosci
pH po uboju przez co staje si¢ kwasne, posiada wysoka zawartos¢ glikogenu oraz jest migkkie
i wodniste. Zjawisko to jest charakterystyczne dla rasy hampshire i jej mieszancow.
Jednoczesnie warto zauwazy¢, iz u mieszancoOw z 50-procentowym udzialem gendow rasy
hampshire (ze strony ojcowskiej), nosicieli genu RN~ zaobserwowano istotnie wyzsze dzienne
przyrosty oraz wigksza mas¢ wybranych migsni (Enfélt i in. 1997). Podczas innych analiz
zauwazono rowniez statystycznie istotne roznice w dlugosci tuszy na korzys$¢ nosicieli genu
RN™. Przeprowadzone badania potwierdzaja, ze proces glikolizy i jego regulacja istotne
wplywaja na jako$¢ migsa u swin.

Drugi genem, ktory w szczegdlny sposob przyczynia si¢ do wptywu na odczyn
wieprzowiny jest gen RYR1 (ang. Ryanodine Receptor 1). Jedna z mutacji (C1843T)
zidentyfikowana w tym genie okazala si¢ mutacjag funkcjonalng silnie zintegrowana
z poubojowymi wadami migsa wieprzowego (Fujii i in. 1991). Przyczyna wymienionej mutacji
jest substytucja aminokwasu argininy na cysteing. Lokalizacja Arg w N-koncowej czeSci
domeny kanatlu wapniowego, pojawienie si¢ w jej miejscu cysteiny przyczynia si¢
do przeksztatcenia receptora Ca?* z 86 kDa na 99 kDa (Mickelson i in. 1992). Rezultatem tej
zamiany jest otwarcie si¢ kanalu wapniowego bez mozliwosci jego ponownego zamknigcia,
w wyniku tego zjawisko nastepuje niekontrolowane uwolnienie si¢ Ca?* do cytozolu.
Do przemieszczania sie Ca?* do cytozolu nie jest niezbedna energia, natomiast przemieszczanie
si¢ jonéw wapniowych w przeciwnym kierunku musi by¢ wspomagane dodatkowym naktadem
energii w formie ATP. Gdy kanat taki pozostaje niedomknigty przez dluzszy czas energia
zostaje wyczerpana do dalszych proceséw zostaje wykorzystany zapas glikogenu. W procesie
glikogenolizy beztlenowej w mig¢sniach kumulowany jest kwas mlekowy, nastepuje wzrost
przewodnosci elektrycznej, obnizenie pH oraz podwyzszenie temperatury (Szczepankiewicz

I Lechniak 2005; Gronek i in. 1998).
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Mutacja w locus genu RYR1, w formie heterozygotycznej, przyczynia si¢ jednoczesnie
do wzrostu migsnosci — zawarto$ci mi¢sa w tuszy, ale ma rowniez negatywny wplyw na jego

jakos¢ (w formie homozygotycznej) (Cobanovic i in. 2019; Ropka-Molik i in. 2017).
2.3. Enzym heksokinaza

W tkankach ssakow heksokinaza wystepuje w czterech formach izoenzymatycznych
oznaczanych jako heksokinaza 1 (HK1), heksokinaza 2 (HK2), heksokinaza 3 (HK3)
I heksokinaza 4 (HK4, inaczej glukokinaza) (Tan i Miyamoto 2015; Wilson 2003). Kazda
izoforma tego enzymu zlokalizowana jest w innych tkankach i tak: HK1 jest dominujagcym
izoenzymem w mozgu oraz erytrocytach, HK2 znajduje si¢ gtéwnie w tkankach mig$niowych,
tkankach wrazliwych na insuling oraz komoérkach nowotworowych, HK3 zlokalizowana jest
m.in. w watrobie, ptucach oraz nerkach (Sebastian i in. 2001), a HK4 znajduje si¢ przede
wszystkim w komorkach wysp trzustkowych i hepatocytach.

W odréznieniu od pozostatych dwoch izoenzymoéw, izoenzymy HKI1 oraz HK2,
za pomocg hydrofobowej a-helisy, zwigzane s3 z btong mitochondrialng a poprzez
oddziatywanie z kanatlem VDAC odgrywaja istotng role w hamowaniu apoptozy
zachodzacej $ciezka mitochondrialng (Shoshan-Barmatz i in. 2009). Aktywnos¢ pozostatych
dwoch izoenzymow ograniczona jest do specyficznych tkanek.

Wszystkie cztery izoenzymy sa przystosowane do przeprowadzenia reakcji fosforylacji
glukozy w réznych typach komorek (Konieczna i in. 2015; Shen i in. 2015; Steinke i in. 2006;
Aleshin i in. 1998; Cardenas i in. 1998). HK2 zbudowana jest z dwoch domen: domeny
N-koncowej, ktora posiada wlasciwosci regulatorowe oraz domeny C-koncowe;j, ktdra posiada
wlasciwosci katalityczne.

Heksokinaza katalizuje pierwsza reakcje szlaku glikolizy, polega ona na fosforylacji
glukozy do glukozo-6-fosforanu, tym samym wlacza glukoz¢ do szlaku glikolitycznego
(Mathupala i in. 1997). Jest to proces fizjologicznie nieodwracalny (Rycina 4).

Wykazano, Zze heksokinaza 2 jest wiodacym enzymem glikolitycznym w tkankach
wrazliwych na insuling, tj.: migsnie szkieletowe, serce oraz tkanka tluszczowa (Heikkinen
1 in. 2000). Stwierdzono réwniez, ze zmiany w funkcji HK2 moga przyczyni¢ si¢
do bezposredniego wptywu na cechy zwigzane z mig$niami szkieletowymi i1 tluszczem
(Wozniak 2017, Wilson 2003). Enzym ten kodowany jest przez gen HK2 (NCBI, Gene ID:
494561).
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Glukoza

ATP
Heksokinaza J'C AP

Glukozo-6-fosforan

CH,OH CH.OPO ;-
Heksokinaza 0
OH + ATP —» OH + ADP + H*
HO OH HO OH
OH OH
Glukoza Glukozo-6-fosforan
z
! (G-6P)

Rycina 4. Schemat reakcji fosforylacji katalizowanej przez enzym heksokinazg.

Zrédto: Murray i in. 2006 z modyfikacja whasna.
2.4. Gen HK2

Gen HK2 (NCBI, Gene ID: 494561) zostal zmapowany w chromosomie 3 u $win
(Rycina 5). HK2 jest zbudowany z: regionu 5’UTR, 18 egzonow, 17 intronéw oraz regionu
3’UTR.

Chromosome 3 - NC_010445.4
[ 67839367 b [ 6411242 p

THCR1 POLE4 HE2 #f— LOCL00517319
SENR4F

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/494561

Rycina 5. Lokalizacja genu HK2 u Sus scrofa domestica w chromosomie 3.

Zrodto: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Gen posiada dwa warianty splicingowe (ENSSSCG00000008261): HK2-202
oraz HK2-201 (Rycina 6). Wariant HK2-202 (ENSSSCG00055013579.1) zbudowany jest z 19
eksonow, 917 aminokwasow, jego dlugos¢ to 5382 pz. Natomiast HK2-201
(ENSSSCT00055026857.1) zbudowany jest z 17 eksonow, 839 aminokwasow, a jego dugosc¢
to 2884 pz.
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105.73 kb

%8 15Mb 58 ToMb %8 L7V 58 T5MD np 6. 15Mb 58 200D B6.21Mb 58 22M5 6. 23Mb
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protein coding
At 1 —
< HK2-202
protein coding
T8 15Mb GBI T8 L7Mb ERE E.19Mb %8.2000 TE.21Mb 8.22M5 E.23Mb

10573 kb

Rycina 6. Warianty splicingowe genu HK2. Zrédto: https://www.ensembl.org

Transkrypcja genu HK2 moze by¢ regulowana insuling, a mianowicie wykazano,

ze insulina podnosi ekspresje tego genu (Tan i Miyamoto 2015, Jun i in. 2006, Jun i in. 2012).
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3. Cel pracy

Celem niniejszych badan byta detekcja polimorfizmoéw w genie kodujacym
heksokinaze 2 (HK2) u s$wini domowe;j (tac. Sus scrofa domestica) oraz ustalenie potencjalnych
zalezno$ci pomiedzy genotypami analizowanych fragmentow genu a cechami uzytkowymi

$win (tucznymi i rzeznymi) oraz wybranymi parametrami jakos$ci migsa.

Tak postawiony cel pozwolit zweryfikowa¢ nastepujacg hipoteze badawcza:

W sekwencji genu kodujacego heksokinaze 2 wystgpuja zamiany polimorficzne,

ktore w istotny sposdb moga wplyna¢ na cechy fenotypowe badanych osobnikow.
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4. Materialy i metody

4.1. Material doSwiadczalny

W przeprowadzonych badaniach wykorzystano material pobrany od 722 loszek
Sus scrofa domestica nalezacych do trzech ras. Material badawczy stanowity fragmenty tkanki
mig¢s$nia najdtuzszego grzbietu (tac. musculus longissimus dorsi). Wsérod ras przeznaczonych
do badan wystepowaty dwie rasy hodowlane, najczg$ciej utrzymywane w Polsce linie
mateczne: wielka biata polska (wbp) i polska biata zwistoucha (pbz) oraz jedna rasa

zachowawcza: putawska (Tabela 2).

Tabela 2. Liczebnos¢ osobnikow poszczegolnych ras przeznaczonych do badan.

Liczba
Lp. Rasa
osobnikow [n]
1  wielka biata polska (wbp) 197
2  polska biata zwistoucha (pbz) 303
3  putawska 222

Hodowla zwierzat prowadzona byta w Stacji Kontroli Uzytkowos$ci Trzody Chlewnej
(SKURTCh) zlokalizowanej w Zakltadzie Do$wiadczalnym Instytutu Zootechniki PIB
w Chorzelowie. Wszystkie osobniki obj¢te doswiadczeniem byty utrzymywane w jednakowych
warunkach odchowu i zywienia - zgodnie z metodyka stacyjng. Procedura ta, ma na celu
zapewnienie jednakowych warunkéw chowu $win przeznaczonych do badan, co pozwala
na eliminacje wptywu efektu srodowiska na otrzymane parametry jakosci migsa oraz wyniKi
uzytkowosci tucznej i rzeznej.

Proces odchowu $§win prowadzony byt dwuetapowo (Tabela 3). Po osiagnigciu przez
zwierze masy okoto 30 kg rozpoczynat si¢ tucz wlasciwy. Pasza, ktorg spozywaly zwierzeta
charakteryzowata si¢ wysoka energetycznos$ciag oOraz duza zawartoscig aminokwasow
egzogennych, wlasciwosci te przyczynity sie do efektywnego przyrostu masy mig$niowej Swin.
Drugim etapem chowu byt tucz koncowy, ktéry rozpoczynat si¢ po uzyskaniu przez zwierze
masy ciata 80 kg. Od tego momentu osobniki przeznaczone do badan zywiono paszg o nizszej

zawartosci biatka, aminokwasow egzogennych oraz nizszej warto$ci energetycznej (Tabela 4).
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Dziatania te uniemozliwity nadmierne ottuszczanie si¢ zwierzat, charakterystyczne dla tego

etapu wzrostu. Osobniki kierowane byty do uboju po osiggni¢ciu masy ok. 100 kg (+0.5kg).

Wowczas rowniez wazono je po raz ostatnio w celu wyznaczenia ich doktadnej masy koncowe;.

Tabela 3. Sktad poszczegdlnych pasz. Mieszanki pochodza z firmy paszowej komercyjnej,

sktad procentowy komponentdéw jest tajemnicg firmy.

Nazwa paszy

Mieszanka |

(30 — 80 kg)

Mieszanka Il
(80 - 100 kg)

Sklad

Jeczmien, pszenica, otrgby pszenne, $ruta poekstrakcyjna
sojowa, wywar gorzelniany zbozowy, weglan wapnia, S$ruta
poekstrakcyjna stonecznikowa (bez tuski), oleje 1 tluszcze

roslinne, ttuszcz zwierzgcy (drob, wieprzowina), chlorek sodu.

Jeczmien, pszenica, otrgby pszenne, kukurydza, $ruta
poekstrakcyjna sojowa, makuch z nasion rzepaku, makuch
z nasion stonecznika, weglan wapnia, ttuszcz zwierzgcy (drob,

wieprzowina), chlorek sodu, dwuweglan sodu.

Tabela 4. Parametry pokarmowe paszy, ktorg byty karmione zwierzeta.

Skladniki Jednostka = Mieszanka | | Mieszanka Il
Energia metaboliczna min. kcal/kg 3223,28 3104,02
Energia metaboliczna min. MJ/kg 13,50 13,00
Bialko ogdlne min — max % 17-19 16 -18
Biatko strawne min. % 13,90 12,80
Thuszcz surowy orient. % 3-7 2-6
Kwas Linolowy min. % 1,50 1,00
Laktoza min. % 0,00 0,00
W1okno surowe min — max % 25-45 3,0-5,0
Aminokwasy:

Lizyna orient. % 1,04 0,85
Lizyna przyswajalna min. % 0,82 0,68
Metionina orient. % 0,32 0,26
Metionina przyswajalna min. % 0,29 0,23
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Metionina + Cystyna orient. % 0,64 0,52
Metionina + Cystyna przyswajalna min. % 0,53 0,45
Tryptofan orient. % 0,21 0,17
Tryptofan przyswajalny min. % 0,16 0,14
Treonina orient. % 0,67 0,53
Treonina przyswajalna min. % 0,55 0,48
Makroelementy:

Wapn min — max % 0,7-0,9 0,8-1,0
Fosfor catkowity orient. % 0,60 0,65
Fosfor dostepny min. % 0,35 0,35
S6d min — max % 0,15-0,20 0,15-0,20
Sol max % 0,35 0,35

Mikroelementy:

Mangan mg/kg 25
Cynk mg/kg 70
Zelazo mg/kg 60
Miedz mg/kg 20
Jod mg/kg 0,4
Selen mg/kg 0,15
Kobalt mg/kg 0,100
Witamina A j.m. 6000
Witamina D3 j.m. 1500
Witamina E mg/kg 25
Witamina K mg/kg 1
Witamina B1 mg/kg 1
Witamina B2 mg/kg 3
Witamina B6 mg/kg 3
Witamina B12 mg/kg 0,015
Kwas Pantotenowy (Wit. B5) mg/kg 10
Niacyna (Wit. B3) mg/kg 15
Kwas Foliowy mg/kg 0,5
Biotyna mg/kg 0,05
Cholina mg/kg 3
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Uboj wykonano poprzez wykrwawienie §win w nastepstwie przecigcia tetnic szyjnych
a takze zyly jarzmowej w pozycji horyzontalnej, po wczes$niejszym ogluszeniu pradem.
W dalszym etapie zwierzeta poddano testowi kontrolnemu wedtug procedury SKURTCh (Tyra
i Zak, 2012). Po 24-godzinnym wychtodzeniu, prawe pottusze zostaty dzielone na czesci
wg przyjetych wzorcow, co umozliwito ustalenie sktadu tuszy oraz parametréw jakosci migsa.
Analiza asocjacji zidentyfikowanych polimorfizméow w genie HK2 obejmowata nastgpujace

cechy (Rycina 7):

podstawowe cechy jako$ci migsa:

zawartos$¢ thuszezu srodmiesniowego [%],

uzytkowos¢ rzezna:

—[ wodochtonno$¢ migsa, l

wydajno$¢ rzezna [%],

- )

parametry barwy w systemie CIE

L*a*b*

(intensywno$¢ barwy migsa): procentowa zawarto$¢ migsa w tuszy [%],

N

= 3 — wysycenie barwy migsa w odcieniu

procentowa zawarto$¢ miesa

czerwieni; — 0
= b — wysycenie barwy migsa w odcieniu L W wyrgbach podstawowych [%4],
zottym;
= L —jasnoscé, — masa poledwicy [kg],
"L ) polgdwicy [kg]
pH poledwicy 45 minut po uboju, — masa poledwicy bez stoniny i skory [kg],
pH polgdwicy 24 godziny po uboju, — masa szynki bez stoniny i skory [kg],

pH szynki 45 minut po uboju,

srednia grubo$¢ stoniny z 5 pomiarow
[cm],

1 pH szynki 24 godziny po uboju; |

uzytkowos¢ tuczna:

przyrost dzienny w okresie tuczu [g/dzien],

stosunek zuzycia paszy do przyrostu masy
[ka/kg],

liczba dni tuczu whasciwego (od masy 25kg
do 100 kg) [dni],

wiek w czasie uboju [dni],

masa ciata przed ubojem [kg],

dzienne pobranie paszy [kg].

Rycina 7. Cechy charakteryzujace istotne aspekty hodowlane $win.
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Osobniki, od ktorych uzyskano materiat wykorzystany do badan byty wolne od mutacji
C1843T w genie receptora rianodyny (RYR1).

Roéznice w liczbie zwierzat wystepujace w grupach analizy asocjacji polimorfizmoéw
w genie HK2 z cechami tucznymi, rzeznymi i jakos$cig migsa spowodowane sg brakiem
niektdrych danych z oceny stacyjnej dla poszczegdlnych swin.

Oceny jakos$ci migsa dokonano na podstawie nastgpujacych wskaznikéw: barwy migsa
(aparat Minolta CR-310), pH45 i pH24 (aparat pomiarowy Mathaus), wodochtonnos$¢ (zgodnie

z metodyka Graua-Hamma) oraz zawarto$¢ ttuszczu srédmigsniowego (metodg Soxhleta).
4.2. 1zolacja genomowego DNA

Wykorzystywane do badan genomowe DNA zostato wyizolowane z tkanki mig$nia
najdtuzszego grzbietu przy uzyciu zestawow firmy A&A Biotechnology (Polska): Sherlock AX
oraz Genomic Mini. lzolacji dokonano post¢pujac zgodnie z protokotami zataczonymi
przez producentow.

Jakos¢ uzyskanego DNA zostala oznaczona metoda spektrofotometryczna
z wykorzystaniem aparatu NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA). Procedura ta pozwolifa
na wyznaczenie czystosci uzyskanego DNA przez analize wspotczynnika A260/A280
oraz na okreslenie st¢zenia wykorzystywanego w badaniu kwasu nukleinowego. Okreslano
stosunek absorbancji probek przy dtugosci fal: 260 nm oraz 280 nm. Wspoétczynnik A260/A280
dla wszystkich prob poddanych badaniu znajdowat si¢ w przedziale 1,6 — 2,0, w zwigzku z tym
wszystkie probki uznano za wystarczajaco czyste do przeprowadzenia kolejnych etapow
doswiadczenia. Uzyskane DNA zostato rozcienczone w buforze TE (Genomic Mini, A&A
Biotechnology, Polska) tak, aby jego koncowe stezenie wynosito 100-200 ng/ul. Do momentu

wykonywania dalszych analiz material przechowywano w temperaturze -20°C.

4.3. Metoda PCR-HRM

PCR-HRM (ang. Polymerase Chain Reaction-High Resolution Melting) to innowacyjna
metoda umozliwiajaca wykrywanie zmian mutacyjnych w amplikonie PCR. Technika ta polega
na monitorowaniu zachowania wczes$niej zamplifikowanych fragmentow DNA w trakcie
procesu denaturacji. Porownanie profili topnienia poszczegdlnych fragmentoéw kwasow
nukleinowych pozwala na selekcje fragmentéw wykazujacych réznice w przebiegu denaturacji,

co odzwierciedla zmiany w sekwencji DNA (Reed i in. 2007).
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Metoda jest wykorzystywana do przeprowadzania badan przesiewowych, umozliwia takze
wykrywanie mutacji typu insercja/delecja oraz mutacji punktowych typu SNP (ang. Single
Nucleotide Polymorphism). Proces przebiega w dwodch etapach - w pierwszym, badang probe
poddaje si¢ amplifikacji podczas reakcji PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) w obecnoS$ci
fluorescencyjnego barwnika interkalujacego, ktory wbudowuje si¢ w dwuniciowg czasteczke
DNA i powoduje emisj¢ fluorescencji. W drugim etapie produkty reakcji PCR ulegaja topnieniu
w procesie denaturacji termicznej. Probki o wzorze krzywej topnienia odbiegajgce
od pozostatych zostajg wytypowane do sekwencjonowania metodg Sangera jako potencjalnie
posiadajace zmiany polimorficzne (Zebrowska i in. 2011).

Wykorzystujagc powyzsza metode analizie poddano 18 fragmentow genu HK2
obejmujacych eksony 1 do 18. Startery do reakcji PCR-HRM zaprojektowano przy uzyciu
programu Primer3 v. 4.0.0 na podstawie dost¢pnej w bazie Ensembl sekwencji genu HK2
(ENSSSCG00000008261). Sekwencje nukleotydowe uzytych starteréw, temperatury ich
przytaczania oraz dtugo$ci otrzymanych produktéw PCR zamieszczono w Tabeli 5. Startery
uzyte do badan zostaty zsyntetyzowane przez firm¢ Genomed (Polska).

Na poczatku do$wiadczenia startery przeznaczone do przeprowadzenia reakcji PCR-
PCR-HRM zostaly poddane analizie specyficznosci uzyskiwanego produktu PCR z uzyciem
polimerazy AmpliTaq® 360 DNA Polymerase (Applied Biosystems, Polska). Reakcja
przebiegata w termocyklerze firmy Biometra (Niemcy). Sklad mieszaniny reakcyjnej

przedstawiat si¢ nastgpujaco (Tabela 5):

Tabela 5. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR z uzyciem polimerazy 360 AmpliTagq.

Odczynnik Objetos¢ przypadajaca  Stezenie koncowe
na 10 pl reakcji
Woda dejonizowana 5,052 -
Bufor 360 AmpliTaqg 10x 1 1x
360 GC Enhancer 0,5 N/A
Polimeraza 360 AmpliTaq 5 U/pl 0,048 0,24 U/ul
dNTP 10 mM 0,8 0,8 mM
MgCl, 25 mM 0,8 2 mM
Mieszanina starteréw 10 mM 0,3 0,3 mM
DNA 100-200 ng/ul 1,5 15-30 ng/ul
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Warunki w jakich przeprowadzono reakcj¢ podano w Tabeli 6.

Tabela 6. Profil termiczny reakcji PCR z uzyciem polimerazy 360 AmpliTagq.

Etap Temperatura Czas [s] Liczba cykli
[°C]

Denaturacja wstepna 94 600 1
Denaturacja wlasciwa 95 30
Przylaczanie starterow 55 45 35
Wydtuzanie nici DNA 72 45

Wydtuzanie koncowe 72 420 1

Zakonczenie reakcji 4 0 1

Zamplifikowane produkty poddano rozdziatowi elektroforetycznemu w 3% zelu
agarozowym (Agarose Biotechnology Grade, BioShop, Kanada) z dodatkiem bromku etydyny
(Sigma, USA) w obecnosci markera DNA pUC/Mspl (A&A Biotechnology, Polska) w celu
okreslenia ich wielko$¢. Na przygotowany zel agarozowy nanoszono mieszaning: 5 pl produktu
PCR i 1 pl buforu obcigzajacego (A&A Biotechnology, Polska). Do wizualizacji zelu
postuzono si¢ Transilluminatorem Essential V4 firmy Uvitec Cambridge (Wielka Brytania).
O uzyskaniu specyficznego produktu §wiadczyly prazki znajdujace si¢ na przewidywanej
wysokosci.

Kolejnym etapem doswiadczenia bylo przeprowadzenie reakcji PCR-HRM,
do ktorej zastosowano zestaw KAPA™ HRM FAST PCR Kit (Kapa Biosystems, USA).
Sktadnikami reakcji PCR-HRM byty:

e 5 ul2x KAPA HRM FAST Master Mix;
1 ul MgCl,;
0,6 ul genomowego DNA (100-200 ng);

0,5 ul mieszaniny starterow F+R (10 uM);

wszystkie powyzsze sktadniki dopeiniono sterylng, dejonizowang woda do objetosci 10 pl.

Dla kazdej pary zaprojektowanych starterow (Tabela 8) przeprowadzono analizg
PCR-HRM wykorzystujaca DNA pochodzace od wszystkich trzech badanych ras (razem
48 probek DNA — po 16 z rasy). Badanie przeprowadzono przy uzyciu aparatu QuantStudio 7
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Flex (Applied Biosystems, USA). Profil termiczny reakcji przedstawial si¢ nast¢pujaco

(Tabela 7):

Tabela 7. Profil termiczny reakcji PCR-HRM KAPA™ HRM FAST PCR Kit.

Proces Etap Temperatura Czas [s] Liczba
[°Cl cykli
Aktywacja Denaturacja wstepna 95 600 1
polimerazy
PCR Denaturacja 95 15 40
(amplifikacja) Hybrydyzacja 55 60
Denaturacja 95 10
HRM Hybrydyzacja 55 60
1
(krz.yvv.a Elongacja 95 15
topnienia)
Hybrydyzacja 55 15
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Tabela 8. Startery zastosowane do przeprowadzenia reakcji PCR-HRM i sekwencjonowania oraz dtugosci otrzymanych amplikonow.

Eragment Sekwencje starterow Temperatura Wielko$¢ Sekwencje starterow Temperatura Wielkosé
eng HK2 wykorzystywane do reakcji topnienia produkt wykorzystywane topnienia produkt

g PCR-HRM (Tm) [°C] PCR [pz] do sekwencjonowania (Tm) [°C] PCR [pz]
ekson 1 59 =25 i ) i

R1: CCCGTGTTTGCTTACCTTCT
F2: TCCAGGTCGCTTCTTCTCAT
ekson 2 R2: CCCTGAAGTCACCCATGTCT 60 262 i ) )

F3: TCACCTTGTCTTTCCCCAAC

F1: CCACATTGTTGCACGAAACT

ekson 3 60 305 - - -

R3: CAAGCCTTAGTCAGGGTCTCC

F4: CAGCAAGTTCCCTTCTGAGC

eKSON 4 1 CCAGCCCAAAGAATAAAGCA 60 259 - - -

F5: TGTGCACAGTGTGGTCTGAA

ekson 5 60 228 - - -

R5: TCTGAAGACCCCAAAGGATG

F6: TTGCTCTTTCTCTTCATCGTCA

ekson 6 R6: CTCTCCCTTCCCAATCCACT 60 231 i ) )

Flseq:
F7: GGTGCAGCCCTAAAAAGACA GGTGCAGCCCTAAAAAGACA
ekson 7 R7: AGCACAACATTCCCGTAACC 59 ok R1seq: 59 a4
AGCACAACATTCCCGTAACC

F8: CCACAAGGAAGGTGTGAGGT

ekson 8 R8: CATGCTGGGTGAGATCCTTT 60 348 i ) )

F9: CCACACTGAGTGGACACCTG

ekson 9 R9: CCAGAAAGTCAAGCCCTCTG 60 336 i ; ;
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F2seq:

R10: CACTAAGGCAAAGGGAGTCG R2seq:
CACTAAGGCAAAGGGAGTCG
F3seq:
R11: CCTTGGACTGCCGTACAGAT R3seq:
CCTTGGACTGCCGTACAGAT
F4seq:
R12: AGTCCTTCCCCATGACTGGT R4seq:
AGTCCTTCCCCATGACTGGT
F13: GTTGGCGAAACAGGTGTAGAA
ekson 13 | o3 ATTCCTGAATTCCCGGTTG 60 409 : - -
F14: GGCCTCTGAGGAAGTGACAT
ekson 14 R14: TCTGTTTCTCCCACCCATCC 60 281 i ) )
F15: GGATGGGTGGGAGAAACAGA i i}
ekson 15 R15: CAAGAGAATGGGTGTGCTGG 59 350 i
F16: CTACACCAGAGCCACAGCAA
ekson 16 | o 6. GTACCAACCGACCTCTGCAT 60 439 - - -
F5seq:
okson 17 F17: GCCCTGAACTGAGTTTGAGAA 50 " GCCCTGAACTGAGTTTGAGAA 60 e
R17: CTCCAAGCTGGGTGGTGA R5seq:
CTCCAAGCTGGGTGGTGA
F6seq:
R18: TGCAAGGAGGAGGTCTGTCT R6seq:
TGCAAGGAGGAGGTCTGTCT
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4.4. Sekwencjonowanie metoda Sangera wybranych fragmentéw genu HK2

W wyniku otrzymanych za pomoca metody PCR-HRM danych wytypowano probki

roznigce si¢ krzywymi topnienia, ktére mogg §wiadczy¢ o wystepowaniu zmian w sekwencji

nukleotydowej. Proby te poddano sekwencjonowaniu. Proces ten sktadat si¢ z nastepujacych

etapow:
1)

2)

3)

Amplifikacja PCR fragmentow genu HK2 (eksonéw: 7, 10, 11, 12, 17 oraz 18)
zidentyfikowanych podczas reakcji PCR-HRM. Do amplifikacji poszczegdlnych
fragmentéw genu uzyto starteréw flankujacych fragmenty genu przedstawione
w Tabeli 3. Do uzyskania powyzszych amplikonéw wykorzystano polimeraze
AmpliTagq® 360 DNA  Polymerase (Applied Biosystems, Polska).

Sktad oraz przebieg reakcji przedstawiono w Tabeli 4 oraz Tabeli 5.

Oczyszczanie produktow reakcji PCR metoda enzymatyczng przy pomocy zestawu
Enzymatic Post-PCR immediate Cleanup (EPPIC, A&A Biotechnology, Polska),
ktéra sktada sie¢ z dwoch enzymoéw hydrolizujacych efektywnie nukleotydy
oraz startery, ktore nie zostaty wykorzystane podczas reakcji PCR.
Sktad mieszaniny stuzacej do oczyszczania produktéw PCR:

e 5 pl mieszaniny poreakcyjnej PCR

e 1,5 pl mieszaniny EPPiC.
Czas inkubacji mieszaniny w 37 °C wynidst 15 min. Nastepnie dezaktywowano
enzymy przez okres 15 minut w temperaturze 70°C. W efekcie otrzymano

oczyszczony produkt PCR, wykorzystano jako matryce do dalszych etapow.

Oczyszczone amplikony wykorzystano jako matryce do przeprowadzenia PCR
do reakcji sekwencjonowania (BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit;
Thermo Fisher Scientific; Applied Biosystems). Sktad mieszaniny oraz profil
termiczny reakcji PCR ,,sekwencyjnego” przedstawiat si¢ nastgpujaco (Tabela 9,
Tabela 10):
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Tabela 9. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR sekwencyjnego

Odczynnik Objetosé przypadajgca
na 10 pl reakcji
Master Mix 0,125
Bufor Big Dye 0,937
BDX 2,0
Starter F lub R (10 pmol) 2,0
Woda dejonizowana 3,438
Produkt PCR po oczyszczaniu EPPIC 1,50

Warunki reakcji PCR sekwencyjnego (Tabela 10):

Tabela 10. Profil termiczny reakcji PCR ,,sekwencyjnego”

Etap Tem?oe(';?tu ra Czas [s] Liczba cykli
Denaturacja wstgpna 95 10min
Denaturacja wlasciwa 96 10s
Przytaczanie starterow 55 5s 25
Wydtuzanie nici DNA 60 4 min
Wydhuzanie koncowe brak
Zakonczenie reakcji 4

4) Otrzymane produkty PCR poddano oczyszczaniu z wykorzystaniem zestawu
BigDye® XTerminator™ Purification Kit (Applied Biosystems, Polska).

Sktad mieszaniny stuzacej do oczyszczania przedstawiono w Tabeli 11:

Tabela 11. Sktad mieszaniny BigDye® XTerminator™ Purification Kit

Odczynnik Objetosé przypadajaca
na 55 pl reakcji
SAM Solution 45
BigDye® XTerminator™ 10
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Sktadniki te dodano do 10 pl mieszaniny poreakcyjnej znajdujacej si¢
na 96-dotkowej ptytce. Proby zworteksowano, zwirowano i odseparowano

od mieszaniny BigDye® XTerminator™ Purification Kit.

Sekwencjonowanie probek metoda Sangera zostalo przeprowadzone z wykorzystaniem
aparatu 3500 Genetic Analyzer XL (Applied Biosystems, USA). Uzyskane wyniki poddano
analizie w programie Genetic Analyzer Software (Applied Biosystems, USA) oraz w programie
FinchTV (Geospiza).

4.5. Okreslenie frekwencji zidentyfikowanych mutacji - PCR-RFLP, PCR-ACRS

W analizowanych fragmentach genu HK2 wykazano obecno$¢ 15 mutacji. Dla dwoch
zidentyfikowanych polimorfizméw, zmian typu SNP znajdujacych si¢: w regionie
splicingowym eksonu 7 (9.68177052A>G) oraz w eksonie 12 (9.68167661C>T) opracowano
odpowiednig metod¢ molekularng (odpowiednio PCR-RFLP oraz PCR-ACRS) pozwalajaca
na oznaczenie frekwencji wybranych mutacji na wigkszej grupie zwierzat. Polimorfizmy
te moga mie¢ potencjalny wptyw na poziom ekspresji badanego genu a tym samym na badane
cechy fenotypowe $win.

Amplifikacj¢ badanych fragmentow genu HK2 (Tabela 12) przeprowadzono
w termocyklerze firmy Biometra przy wykorzystaniu polimerazy AmpliTaq® 360 DNA
Polymerase (Applied Biosystems, Polska) wedlug metodyki opisanej w punkcie 4.3.
oraz KAPA HiFi™ HotStart ReadyMix (2x) — PCR Touchdown (Kapa Biosystems, USA)
(Tabela 13, Tabela 14).

Tabela 12. Sekwencje starterow wykorzystanych do namnozenia badanych fragmentéw genu
HK2.

Fragment genu  Miejsce zmiany Sekwencja starteréw, wielko$¢ produktu

HK2 polimorficznej PCR (PCR, [pz])
ekson 7 g.68177052A>G  F1,
R1,
434 pz
ekson 12 g.68167661C>T F.TTGCTGATTTCCTCGAGTACATGCGC
R:AGGAGTGGTTCAGAATCAGTACAGCC
153 pz
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Tabela 13. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR z uzyciem polimerazy KAPA HiFi™ HotStart
ReadyMix (2x).

Odczynnik Objetos¢ przypadajaca
na 10 pl reakcji
Woda dejonizowana 4,5
2x KAPA HiFi™ HotStart 5
ReadyMix
Mieszanina starteréw 10 mM 0,5

+ 1 pl DNA (100-200 ng/pl)

Tabela 14. Profil termiczny reakcji PCR z uzyciem polimerazy KAPA HiFi™ HotStart
ReadyMix (2x).

Etap Temperatura Czas [s] Liczba cykli
[°Cl
Denaturacja wstgpna 95 180 1
Denaturacja wlasciwa 98 20
Przylaczanie starterow™ 60 - 65 15 30
Wydtuzanie nici DNA 72 30
Wydtuzanie koncowe 72 300 1
Zakonczenie reakcji 4 0 1

*PCR typu touch down

Otrzymane produkty PCR poddano trawieniu restrykcyjnemu. Przygotowano mieszaning
reakcyjng, ktéra dodano do poszczegdlnych probek, sktad mieszaniny reakcyjnej na jedng

probe przedstawiono ponizej.

e 10 pl produktu PCR,
e 0,2 ul odpowiedniego enzymu restrykcyjnego,
e 2.2 ul buforu,

e 7,6 ul sterylnej, dejonizowanej wody;

Nastepnie inkubowano mieszaning reakcyjna w temperaturze i czasie odpowiednimi dla danego
enzymu restrykcyjnego (Tabela 15). W kolejnej czgsci doswiadczenia przeprowadzono analize

dlugo$ci fragmentow restrykcyjnych poprzez elektroforeze w zelu agarozowym.
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Enzymy restrykcyjne (firmy Thermo Fisher Scientific, USA) dla badanych zmian
polimorficznych zostaty wytypowane wykorzystujac program Nebcutter v.2.0. Endonukleazy,
dhugosci fragmentdéw otrzymane po trawieniu enzymatycznym oraz fragmenty sekwencji DNA

identyfikowane przez dany enzym przedstawiono ponizej (Tabela 15, Rycina 8, Rycina 9):

Tabela 15. Warunki reakcji PCR-RFLP oraz PCR-ACRS dla zidentyfikowanych
polimorfizméw.

Fragment Miejsce zmiany  Enzym Temperatura Wielko$¢ fragmentow
genu HK2  polimorficznej oraz czas trawienia po trawieniu
restrykcyjnego restrykcyjnym [pz]

ekson 7 g.68177052A>G  Tasl 65 °C, 1h TT: 282, 152

CC: 434

TC: 434, 282, 152
ekson 12  9.68167661C>T  BstUI 37 °C, 16h GG: 128, 25

AA: 153

GA: 153, 128, 25

5. AATT.J3
3.. T T A At..5

Rycina 8. Sekwencja rozpoznawana przez enzym Tasl.

5...C GIC G...3
3...G C4G C...»

Rycina 9. Sekwencja rozpoznawana przez enzym BstUI

Produkty PCR po trawieniu restryktazami poddano rozdziatowi elektroforetycznemu
w 4,5 % zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny (Sigma, USA), w obecno$ci markera
DNA ®X174 DNA/Hinfl (Fermentas, Litwa). Do wizualizacji zelu postuzono si¢

Transilluminatorem Essential V4 firmy Uvitec Cambridge (Wielka Brytania).
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4.6. Analiza statystyczna

Wybrane wartosci liczbowe dotyczace cech migsa, ktore uzyskano z kontroli stacyjnej
swin powigzano ze zidentyfikowanymi wariantami polimorficznymi genu HK2
odpowiadajagcym danemu zwierzeciu. Analize statystyczng wynikow wykonano za pomoca

programu SAS v. 8. 02, z zastosowaniem procedury GLM (ang. General Linear Model).

Model w najbardziej rozbudowanej formie mial postaé:
Yijki = p + gj + fj + hk +(fh)jk + a(Xijk) + €ijki
gdzie:

Yijki — mierzona cecha produkcyjna;

i — $rednia danej cechy;

gj — staty efekt i — tego roku uboju;

fj — staly efekt j-tej grupy genotypowej genu HK2;
hk — staty efekt k-tej rasy;

(fh)jk — interakcja pomiedzy fk genotypowa grupa i rasg uwzglgdniana w modelu (gdy byta
istotna);

a(Xijk) — kowariancja na mas¢ pottuszy uwzgledniana dla wszystkich cech rzeznych;

eijkl — btad losowy.

Niepehna liczba osobnikéw w testach dla danych ras byla spowodowana brakiem dostgpnosci
kompletu danych z kontroli stacyjnej dla kazdej badanej $wini. Jednostki te zostaly
odpowiednio oznaczone w dalszym opracowaniu wynikow.

Stan réwnowagi Hardy Weinberga pomigdzy genotypami obliczono przy wykorzystaniu
oprogramowania Court Lab — HW calculator (Michael H. Court (2005-2008)).
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5. Wyniki

5.1. Analiza zmian wykrytych za pomoca metody PCR-HRM

Wykryte polimorfizmy zidentyfikowano na podstawie wystepowania roznicy

temperatur krzywych topnienia pomiedzy badanymi probkami. Rozpoznano 15 zmian

mutacyjnych w obrebie badanych fragmentéw genu HK2. Przedstawione ponizej ryciny,

obrazuja wyniki poszukiwania polimorfizméw w poszczegdlnych regionach genu HK2

z wykorzystaniem metody PCR-HRM (Rycina 10 - 16)

Dla eksonow: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 13, 14, 15 oraz 16 nie zaobserwowano roznicy

w ksztalcie krzywych topnienia pomigdzy probkami. Na podstawie tego wyniku mozna

stwierdzi¢, ze w rejonach tych nie wystepuja zadne zmiany polimorficzne (Rycina 10).
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Rycina 10. Przyktadowe wyniki analizy PCR-HRM dla genu HK2, na podstawie ktorych

nie zidentyfikowano wystepowania mutacji.
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W przypadku eksonu: 7, 10, 11, 12, 17 oraz 18 zaobserwowano przesuni¢cie krzywych

wzgledem osi temperatury topnienia, co moze $wiadczy¢ o potencjalnym wystgpowaniu

mutacji w rejonie genomu, w ktorym zostato przeprowadzone badanie (Rycina 11, 12, 13, 14,
15, 16). Sposrod tych probek wybrano kilka, ktore nast¢pnie zostaly poddane reakcji

sekwencjonowania metodg Sangera w celu potwierdzenia wynikow rekcji PCR-HRM

oraz zidentyfikowania mutacji.
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Rycina 11. Wyniki analizy PCR-HRM dla eksonu 7 genu HK2. Na kolorowo zaznaczono

krzywe, ktore potencjalnie $wiadcza o wystepowaniu mutacji. Probki te poddano reakcji

sekwencjonowania.
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Rycina 12. Wyniki analizy PCR-HRM dla eksonu 10 genu HK2. Na kolorowo zaznaczono

krzywe, ktore potencjalnie $wiadczg o wystgpowaniu mutacji. Probki te poddano reakcji

sekwencjonowania.
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Derivative Melt Curves
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Rycina 13. Wyniki analizy PCR-HRM dla eksonu 11 genu HK2. Na kolorowo zaznaczono
krzywe, ktore potencjalnie $wiadczg o wystgpowaniu mutacji. Probki te poddano reakcji

sekwencjonowania.
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Rycina 14. Wyniki analizy PCR-HRM dla eksonu 12 genu HK2. Na kolorowo zaznaczono

krzywe, ktore potencjalnie $wiadczg o wystgpowaniu mutacji. Probki te poddano reakcji

sekwencjonowania.
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Rycina 15. Wyniki analizy PCR-HRM dla eksonu 17 genu HK2. Na kolorowo zaznaczono
krzywe, ktore potencjalnie $wiadczg o wystgpowaniu mutacji. Probki te poddano reakcji

sekwencjonowania.
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Rycina 16. Wyniki analizy PCR-HRM dla eksonu 18 genu HK2. Na kolorowo zaznaczono
krzywe, ktore potencjalnie $wiadczg o wystepowaniu mutacji. Probki te poddano reakcji

sekwencjonowania.
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5.2. ldentyfikacja wykrytych mutacji w genie HK2

Ciag sekwencji nukleotydowych probek wytypowanych za pomocg metody PCR-HRM
poddano pordéwnaniu pomiedzy sobg oraz z sekwencjg referencyjng z wykorzystaniem
programow BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool) oraz FinchTV (Geospiza)
(Suplement). W wyniku tej analizy w obrebie intronow i eksondéw genu heksokinazy 2
zidentyfikowano 12 polimorfizméw typu SNP oraz 3 polimorfizmu typu insercja-delecja
(Rycina 18, Tabela 16, Tabela 17, Tabela 18):

1) mutacje w regionach kodujacych:

Tabela 16. Zidentyfikowane mutacje HK2 znajdujace si¢ w regionach kodujacych.

Lokalizacja Nazwa mutacji rs Rodzaj mutacji
mutacji
ekson 7 ENSSSCT00000009047.3:c.705T>C rs329315422 mu_tac_ja
NC_010445.4:9.68177221A>G synonimiczna
ENSSSCT00000009047.3:¢.874T>C rs324980355 mutacja
gkson 7 NC 010445.4:9.68177052A>G W regionie
splicingowym
ENSSSCT00000009047.3:c.1341C>T  ($53021042923) mutacja
ekson 10 L
NC_010445.4:9.68170400G>A rs790524189 synonimiczna
ENSSSCT00000009047.3:c.1374G>A  (553021042922) mutacja
ekson 10 L
NC_010445.4:9.68170367C>T rs320600732 synonimiczna
ekson 11 ENSSSCT00000009047.3:¢.1599T>C rs343242985 mutacja
NC_010445.4:9.68168346A>G synonimiczna
ekson 11 ENSSSCT00000009047.3:c.1704T>C rs332684428 mutacja
NC_010445.4:9.68168241A>G synonimiczna
ekson 12 ENSSSCT00000009047.3:c.1752T>C rs340837898 mutacja
NC_010445.4:9.68167680A>G synonimiczna
ekson 12 ENSSSCT00000009047.3:c.1771G>A rs331710987 mutacja
NC 010445.4.9.68167661C>T niesynonimiczna
ENSSSCT00000009047.3:c.2547G>T  (s53021042919) mutacja
ekson 17 tac
NC_010445.4:9.68158274C>A rs329503226 synonimiczna

2) mutacje w regionach intronowych:

Tabela 17. Zidentyfikowane mutacje HK2 znajdujace si¢ w regionach intronowych.

Lokalizacja .. Rodzaj
.. Nazwa mutacji rs .
mutacji mutacji
intron 6 ENSSSCT00000009047.3:¢.692-13del rs788819152 delecja
NC_010445.4:9.68177251del nukleotydu
intron 7 ENSSSCT00000009047.3:¢.875+66C>A rs329985479 SNP
NC_010445.4:9.68176985G>T
intron 11 ENSSSCT00000009047.3:c.1719+17_1719+20del  rs1110131036 delecja

NC_010445.4:9.68168211_68168214del

nukleotydu



https://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Location/View?contigviewbottom=variation_feature_variation%20%200normal;db=core;source=dbSNP;v=rs324980355;vdb=variation;vf=7069563
https://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Transcript/Summary?db=core;source=dbSNP;t=ENSSSCT00000009047.3;v=rs343242985;vdb=variation;vf=24986611
https://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Transcript/Summary?db=core;source=dbSNP;t=ENSSSCT00000009047.3;v=rs332684428;vdb=variation;vf=14627800
https://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Location/View?contigviewbottom=variation_feature_variation%20%200normal;db=core;source=dbSNP;v=rs332684428;vdb=variation;vf=14627800
https://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Transcript/Summary?db=core;source=dbSNP;t=ENSSSCT00000009047.3;v=rs340837898;vdb=variation;vf=22627274
https://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Location/View?contigviewbottom=variation_feature_variation%20%200normal;db=core;source=dbSNP;v=rs340837898;vdb=variation;vf=22627274
https://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Location/View?contigviewbottom=variation_feature_variation%20%200normal;db=core;source=dbSNP;v=rs331710987;vdb=variation;vf=13672706
https://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Transcript/Summary?db=core;source=dbSNP;t=ENSSSCT00000009047.3;v=rs329503226;vdb=variation;vf=11507130
https://www.ensembl.org/Sus_scrofa/Location/View?contigviewbottom=variation_feature_variation%20%200normal;db=core;source=dbSNP;v=rs329503226;vdb=variation;vf=11507130

3) mutacje w regionie 3’°UTR:

Tabela 18. Zidentyfikowane mutacje HK2 znajdujace si¢ w regionie 3’UTR.

Lokalizacja Nazwa mutacji rs Rodzaj mutacji
mutacji

region ’UTR ~ ENSSSCT00000009047.3:c.*375T>C  rs335938295 SNP
NC_010445.4:9.68155640A>G

region 3’UTR  ENSSSCT00000009047.3:¢.*37C>T  rs333537168 SNP
NC_010445.4:9.68155978G>A

region 3’UTR ENSSSCT00000009047.3:c.*6dup rs786716417 insercja
NC_010445.4:9.68156013dup nukleotydu

Dwie zmiany zidentyfikowane podczas analizy strukturalnej genu HK2 wytypowane
do dalszych badan ze wzglgdu na ich potencjalng funkcje. Jedna z nich to zmian bedgca mutacja
synonimiczng znajdujaca si¢ w regionie splicingowym eksonu 7 (g.68177052A>G) mogaca
mie¢ wptyw na proces transkrypcji i tym samym na ekspresje genu HK2. Druga natomiast jest
zmiang niesynonimiczng zlokalizowang w eksonie 12 (g.68167661C>T) powodujacg zmiang

aminokwasoéw Waling/Metioning w sekwencji powstajacego biatka (Rycina 17).

Rycina 17. Rycina obrazujaca lokalizacje mutacji g.68167661C>T w biatku HK2.
Zrédto: https://www.uniprot.org/uniprot/Q1W674
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¥y zidentyfikowane mutacje ciche lub zmiany typu in/del

— 129.13 kb o
68.14Mb 68.16Mb 68.18Mb 68.20Mb 68.22Mb 68.24Mb
A4 4— =7 =
5’UTR 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 3'UTR
: - - - R —_— — & B -

S Lathths 28 53 2 # S5
http://www.ensembl.org i} o & i} &
HK2_PIG ENSSSCG00000008261 l l l *

2.68177251del 2.68176985G>T 0.68158274C>A
g2.68167680A>G
v 2.68167661C>T
g.68177221A>G 2.68170400G>A M
2.68177052A>G 2.68170367C>T g2.68155640A>G
g2.68155978G>A
v 2.68156013dup
v
g2.68168346A>G
0 68168241A>G 2.68168211 68168214del

i} zidentyfikowane mutacje wytypowane do oznaczenia na wigkszym materiale

Rycina 18. Graficzny schemat przedstawiajacy lokalizacj¢ zidentyfikowanych polimorfizméw w genie HK2.
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5.3. Czestotliwos¢ wystepowania poszczegolnych genotypow i alleli genu HK2

w odniesieniu do badanych ras

Poprzez zastosowanie metody PCR-RFLP oraz metody PCR-ACRS okreslono czgstos$¢
wystgpowania zamian polimorficznych dla dwoch zmian SNP  sposrod wszystkich
zidentyfikowanych:

- zmiany znajdujacej W regionie splicingowym eksonu 7 (9.68177052A>G) (Rycina 19)
- oraz zmiany znajdujacej sie¢ W eksonie 12 (9.68167661C>T) (Rycina 20).

Analiza ta pozwolita na identyfikacje trzech genotypow dla kazdej badanej mutacji.

Enzym restrykcyjny: Tasl
T-282, 152 pz
S - 282 pz C—-434pz

Rycina 19. Obraz elektroforetyczny polimorfizmu ¢.68177052A>G. Wynik otrzymany
po rozdziale elektroforetycznym amplikonow PCR w 4,5% zelu agarozowym, z dodatkiem
bromku etydyny i poddane wizualizacji w §wietle UV po wczes$niejszym zastosowaniu enzymu

restrykcyjnego Tasl.

GG AA GA
Enzym restrykcyjny: BstUI

— <« 153pz G —128, 25 pz

- e « 128z A - 153 pz
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Rycina 20. Obraz elektroforetyczny polimorfizmu ¢.68167661C>T. Wynik otrzymany
po rozdziale elektroforetycznym amplikonow PCR w 4,5% zelu agarozowym, z dodatkiem
bromku etydyny i poddane wizualizacji w $wietle UV po wczes$niejszym zastosowaniu enzymu

restrykcyjnego BstUI.

5.3.1. Polimorfizm g.68177052A>G

W przypadku analizy polimorfizmu g.68177052A>G bioragc pod uwage wszystkie
poddane badaniu rasy tacznie (wbp, pbz, putawska) najczesciej wystgpujacym genotypem,
byt genotyp homozygotyczny TT (79%). Heterozygoty TC stanowily 18% calej badanej
populacji. Podobng frekwencje zaobserwowano w przypadku rasy pbz (genotyp TT — 83%,
genotyp TC — 16%). Natomiast wsrod osobnikéw rasy wbp zidentyfikowano tylko osobniki
o dwoch genotypach: TT oraz TC. Wykazano rowniez, ze rasy pbz oraz putawska znajdowaty

si¢ w stanie rownowagi Hardy-Weinberga. Najczgsciej wystepujacy allel to allel T (Tabela 19).

Tabela 19. Frekwencje genotypow oraz alleli polimorfizmu ¢.68177052A>G (HK2/Tasl)

w odniesieniu dla wszystkich badanych ras.

HK?2 g.68177052A>G
Genotypy Allele HWE
TT TC CC T C (p-value)
whp 0,95 (187) | 0,05 (9 - 0,97 0,03 0,02
pbz 0,83(252) | 0,16 (49) | 0,01 (1) 0,92 0,08 0,39
PULAWSKA 0,57 (127) | 0,34 (75) | 0,09 (19) 0,74 0,26 0,11
SUMA | 0,79 (566) | 0,18 (133) | 0,03 (20) 0,88 0,12

W nawiasach przedstawiono liczebnosci sztuk w poszczegdlnych grupach; whp — wielka biata

polska,

pbz — polska biata zwistoucha,

5.3.2. Polimorfizm g.68167661C>T

HWE -

rOwnowaga

Hardy Weinberga.

Zaprojektowany test oparty na metodzie PCR-RFLP pozwolil na identyfikacje

poszczegblnych wariantow polimorfizmu g.68167661C>T.
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Genotyp homozygotyczny GG (frekwencja: 0,64) wystepowat dwa razy czg$ciej niz genotyp
heterozygotyczny GA (frekwencja: 0,32) u wszystkich ras tacznie. Czgsto$¢ genotypow
w przypadku ras: wbp oraz pbz byty bardzo zblizone, podobnie jak w catej populacji najczesciej
wystepowal genotyp GG, a dla rasy wbp nie zanotowano wyst¢gpowania genotypu
homozygotycznego AA. Najczgstszym wystepowaniem genotypu homozygotycznego AA
charakteryzowata si¢ rasa putawska (11%), rozklad pozostaltych genotypow GG oraz GA
byt bardzo zblizony i wynosit odpowiednio 47 oraz 42%. W przebadanej populacji $win,
u wszystkich ras tgcznie allel G (frekwencja: 0,8) byt znacznie czestszy niz allel A (frekwencja:
0,20). Populacja reprezentujaca ras¢ Wbp nie znajdowala si¢ w stanie réwnowagi

Hardy’ego-Weinberga (Tabela 20).

Tabela 20. Frekwencja genotypow oraz alleli polimorfizmu g.68167661C>T (HK2/BstUI)

w odniesieniu dla wszystkich badanych ras.

HK2 9.68167661C>T
Genotypy Allele HWE
GG GA AA G A (p-value)
whp 0,72 (142) | 0,28 (54) - 0,86 0,14 0,03
pbz 0,71 (215) | 0,27 (81) 0,02 (7) 0,85 0,15 0,85
PULAWSKA | 0,47 (103) | 0,42 (94) 0,11 (24) 0,68 0,32 0,71
SUMA | 0,64 (460) | 0,32 (229) 0,04 (31) 0,80 0,20

W nawiasach przedstawiono liczebnosci sztuk w poszczegdlnych grupach; whp — wielka biata
polska, pbz — polska biata zwistoucha, HWE — rownowaga Hardy Weinberga.

5.4. Analiza zwigzku badanych polimorfizmow genu HK2 z wybranymi cechami

uzytkowymi §win oraz parametrami jako$ci migesa wieprzowego

5.4.1. Polimorfizm g.68177052A>G

W obrebie tego polimorfizmu u osobnikéw rasy wbp zidentyfikowano dwa genotypy:

homozygotyczny TT oraz heterozygotyczny TC.
a) cechy jako$ci migsa wieprzowego

U osobnikéw rasy putawska zaobserwowano istotny wptyw (p<0,05) badanego

polimorfizmu na wodochlonno$¢ migsa wieprzowego.
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Osobniki homozygotyczne TT charakteryzowaly si¢ najnizsza warto$cia wodochtonnosci
(29,81) odpowiednio wyzszg warto$¢ posiadaty osobniki homozygotyczne CC (31,78),

najwyzszg warto$¢ wodochtonnosci rowng 32,37 posiadaty swinie o genotypie TC (Tabela 24).

b) cechy rzezne

Analizowany polimorfizm istotnie wplywal na $rednig grubo$¢ sloniny z pieciu
pomiaréow u rasy pbz (p <0,05), u rasy putawskiej (p<0,05) oraz u osobnikéw wszystkich ras
analizowanych 1tacznie (p<0,01). U s$win rasy pbz najmniejszg gruboscig stoniny
charakteryzowaly si¢ osobniki heterozygotyczne TC (1,26 cm), natomiast u $win rasy
pulawskiej najmniejsza grubo$¢ sloniny mozna bylo zaobserwowaé u osobnikow
homozygotycznych TT (1,58 cm). We wszystkich przypadkach najwieksza warto$cig sredniej
grubosci stoniny charakteryzowaty si¢ osobniki homozygotyczne CC (Tabela 25).

Wykazano roéwniez istotny zwigzek badanego polimorfizmu u rasy pbz na takie cechy
jak: procent miesa w tuszy (p<0,05) oraz procentowa zawarto$¢ miesa w wyrebach
podstawowych (p<0,05). Najwyzsza warto$cig wymienionych cech charakteryzowaly sie
osobniki o genotypie heterozygotycznym TC, wartos¢ ta dla procentowej ilosci migsa w tuszy
wynosila: 62,64 %, natomiast procentowa zawarto$¢ migsa w wyrebach podstawowych
wynosita: 24,13%. Najnizszymi warto$ciami charakteryzowaly si¢ osobniki z genotypem

homozygotycznym CC (Tabela 25).

c) cechy tuczne

W badaniach uzyskano istotny (p<0,01) wplyw polimorfizmu u rasy putawskiej
na przyrost dzienny w tescie, zuzycie paszy na kilogram przyrostu oraz liczbe dni tuczu
wlasciwego. Zwierzeta homozygotyczne TT charakteryzowaly si¢ najwyzszym przyrostem
dziennym w tescie, ktory wynosit 831,09 g/dzien. Najnizszy byt on dla $win
homozygotycznych CC (755,50 g/dzien). Najwyzszg wartoscig zuzycia paszy na kg przyrostu
oraz liczba dni tuczu wilasciwego charakteryzowaty si¢ osobniki homozygotyczne CC.

Wszystkie trzy cechy znalazty odzwierciedlenie przy analizie catej populacji (Tabela 26).

5.4.2. Polimorfizm ¢.68167661C>T

W obrebie tego polimorfizmu u osobnikéw rasy wbp zidentyfikowano dwa genotypy:
homozygotyczny GG oraz heterozygotyczny GA.

53



a) cechy jakoSci migsa wieprzowego

W przypadku polimorfizmu ¢.68167661C>T zaobserwowano jego istotny wplyw
(p<0,05) na ceche wodochlonnosci miesa u rasy putawskiej. U tych osobnikow wystgpit
podobny rozktad, jak w przypadku polimorfizmu g.68177052A>G. Najnizsza wartoscia
charakteryzowaly si¢ osobniki homozygotyczne GG (29,46) natomiast $§winie o genotypie
homozygotycznym AA oraz heterozygotycznym GA charakteryzowaly si¢ odpowiednio
wyzszymi warto$ciami: 32,16 1 32,22 (Tabela 27).

b) cechy rzezne

Analiza asocjacji pomigdzy tg zmiang polimorficzng w genie HK2 a cechami rzeznymi
wykazata istotng roznicg¢ dla $redniej grubo$é stoniny z pieciu pomiaréw (p<0,01)
u wszystkich badanych zwierzat. Swinie homozygotyczne AA charakteryzowaly sie
najwickszg gruboscig stoniny: 1,62 cm. Natomiast osobniki homozygotyczne GG

oraz heterozygotyczne GA opisywata ta sama grubos¢ stoniny i wynosita: 1,46 cm (Tabela 28).

c) cechy tuczne

Analiza statystyczna dla polimorfizmu g.68167661C>T potwierdzita jego istotny
(p<0,01) zwiazek =z nastepujacymi cechami tucznymi: przyrost dzienny w teScie,
zuzycie paszy na kilogram przyrostu oraz liczba dni tuczu wlasciwego u $win rasy
putawska. Zwierzeta o genotypie heterozygotycznym GA charakteryzowaty si¢ najwigkszym
dziennym przyrostem w tescie. Natomiast homozygoty AA charakteryzowaly si¢ najwyzszym
zuzyciem paszy na kilogram przyrostu oraz najdluzsza liczbg dni tuczu wtasciwego. Podobna
zalezno$¢ powyzszych dwoch cech znalazla odzwierciedlenie przy analizie calej populacji,

ale w tym przypadku warto$¢ istotnosci wyniosta p<0,05 (Tabela 29).
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Tabela 21. Srednie wartosci badanych cech oraz wptyw efektu rasy, roku uboju oraz polimorfizmu ¢.68177052A>G i ¢.68167661C>T na cechy

jakos$ci migsa wieprzowego.

Cechy jakosci miesa N Srednia Odchylenie | Wspélczynnik Istotno$¢ GLM
wieprzowego standardowe zmiennoSci Rasa Dzien uboju | g.68177052A>G | 9.68167661C>T
Zawarto$¢ thuszczu . ek
srédmigsniowego (%) 457 127 0,32 25,38
Wodochtonnos$¢ migsa 709 33,90 7,32 21,60 ** *x
Wartos¢ pomiaru b:a,rwy migsa — 710 54,54 2.87 5,25 ok o
parametr L — jasnos¢,
Warto$¢ pomiaru barwy migsa —
parametr a — wysycenie barwy 710 16,43 1,33 8,08 ** Fhx
migsa w odcieniu czerwieni
Warto$¢ pomiaru barwy migsa —
parametr b — wysycenie barwy 710 2,86 1,21 42,26 Fhx
migsa w odcieniu zoitym
qular odc_zynu poledwicy 45 792 6,24 0,18 2.83 .
min po uboju
Pomiar odczynu poledwicy 24 720 5,60 0,10 1,78 - o
godz. po uboju
Pomiar odczynu szynki 45 min po 711 6.23 0,16 2,61 -
uboju
Pomiar odczynu szynki 24 godz. 709 5,60 011 1.94 .

po uboju

Dane przedstawiono w postaci $rednich LSM+S.E. (***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05)
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Tabela 22. Srednie wartosci badanych cech oraz wplyw efektu rasy, roku uboju oraz polimorfizmu g.68177052A>G i 9.68167661C>T na cechy

rzezne.
Cechv rzezne N Srednia Odchylenie | Wspélczynnik Istotno$¢ GLM
y standardowe zmiennoSci Rasa Dzien uboju | ¢.68177052A>G | 9.68167661C>T
Wydajnos¢ rzezna (%) 722 76,12 2,50 3,29 Fhk
Masa polgdwicy (kg) 722 7,28 0,88 12,07 * falaied
Masa poledwicy bez skory 791 572 070 1230 ok o
i stoniny (kg) ' ' '
Masa szynki zadniej bez stoniny 799 9.13 064 6.96 etk
i skory (kg) ' ' '
Srednia grubo$é stoniny 792 140 040 2853 . ek -
Z 5 pomiaréw (cm) ' ' ’
Powierzchnia oka polgdwicy po 799 5300 5 64 10.65 " ok
planimetrowaniu obrysu (cm2) ’ ' ’
Procent migsa w tuszy (%) 722 61,11 3,29 5,39 HHx
Procentowa zawarto$¢ migsa 792 2349 155 6.57 o

w wyrebach podstawowych (%)

Dane przedstawiono w postaci §rednich LSM+S.E. (***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05)
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Tabela 23. Srednie wartosci badanych cech oraz wplyw efektu rasy, roku uboju oraz polimorfizmu g.68177052A>G i 9.68167661C>T na cechy

tuczne.
2 . Odchylenie | Wspélczynnik Istotnos¢ GLM
Cechy tuczne N | Srednia | 0 \dardowe | zmiennosci Rasa | Dzien uboju | 0.68177052A>G | 0.68167661C>T
Przyrost dzienny w tescie 7122 884,55 115,90 13,10 F*hk falalad *x
Masa ciata przed ubojem (Kg) 722 | 601,57 72,38 12,03 Hxk fale
Zuzycie paszy na kg przyrostu 792 276 024 860 . . . *
(kg/kg) ’ ’ ’
Dzienne pobranie paszy (kg) 722 2,43 0,29 12,11 il Fhx
Llczba_dnl od urodzenia 722 | 169.40 20,44 12.06 ek .
do uboju
Liczba dni tuczu wlasciwego 7122 81,24 10,23 12,59 F*kk ekl falad *

Dane przedstawiono w postaci srednich LSM+S.E. (***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05)
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Tabela 24. Wptyw polimorfizmu g.68177052A>G w genie HK2 na cechy jakos$ci §win réznych ras.

Cechy jakosci Genotyp wbp pbz PULAWSKA | SUMA — Dzielztl‘:;‘:}ff GIg;.l:S/[8177052 e
Z awartodé thuszcan TT 1,27+0,18 1,12+0,24 1,36+0,42 1,25+0,28
T TC 1,37+0,11 1,06+0,19 1,44+0,46 1,28+0,43 Frx Fkx
srodmigsniowego (%) cC - - 1.30+0.43 1.20+0.43
TT 34,97+8,05 32,52+7,19 29,81+6,36° 31,27+7,44
Wodochtonnos$¢ migsa TC 32,76+£9,51 32,42+5,68 32,37+£7,7128 32,48+7,08 *k kel
CcC 37,85+0,00 | 31,78+5,32% | 33,01+5,31
Wartosé pomiaru barwy migsa — TT 54,68+2,73 52,90+2,94 54,70+2,88 52,49+2,88
parametr L — jasnoéé TC 53,66+2,40 53,574+2,09 54,5343,29 52,63+£2,96 Fhx falaie
’ CcC --- 53,41+0,00 54,27+1,88 52,19+1,87
Warto$¢ pomiaru barwy migsa — TT 16,36+1,50 16,97+1,37 16,24+1,11 17,08+1,37
parametr a — wysycenie barwy TC 16,58+1.,40 16,64+1,15 16,29+1,05 16,97+1,14 ** falahed
miesa w odcieniu czerwieni CC 17,87+0,00 16,53+1,33 17,38+1,30
Warto$¢ pomiaru barwy migsa — TT 2,63+1,14 3,80+1,37 2,82+1,11 3,69+1,25
parametr b — wysycenie barwy TC 2,88+0,55 3,80+0,97 2,99+1,10 3,79+1,02 falaled
migsa w odcieniu zottym CcC --- 4,84+0,00 2,62+0,70 3,57+0,74
Pomiar odezynu poledwicy 45 TT 6,29+0,19 6,33+0,19 6,27+1,14 6,33+0,18
min po uboju TC 6,26+0,17 6,32+0,16 6,29+0,15 6,34+0,16 falaked
CcC --- 6,33+0,00 6,29+0,16 6,35+0,15
Pomiar odezynu poledwicy 24 TT 5,58+0,12 5,60+0,10 5,59+0,09 5,59+0,18
godz. po uboju TC 5,54+0,09 5,59+0,08 5,60+0,08 5,59+0,08 * falake
CcC --- 5,64+0,00 5,62+0,07 5,61+0,07
Pomiar odczynu szynki 45 min TT 6,28+0,17 6,30+0,17 6,23+0,12 6,30+0,18
00 Uboju TC 6,29+0,15 6,28+0,17 6,25+0,14 6,31+0,15 falaie
CcC --- 6,22+0,00 6,23+0,11 6,30+0,11
Pomiar odczynu szynki 24 godz. TT 5,58+0,11 5,58+0,10 5,59+0,14 5,58+0,10
po uboju TC 5,60+0,14 5,56+0,09 5,59+0,08 5,57+0,09 Fkx
CcC --- 5,56+0,00 5,60+0,07 5,58+0,07

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami r6znig si¢ istotnie pomiedzy sobg (A, B = p<0,01; a, b = p<0,05). Dane przedstawiono w postaci

srednich LSM+S.E. (***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05). whp — wielka biata polska, pbz — polska biata zwistoucha.

58




Tabela 25. Wptyw polimorfizmu g.68177052A>G w genie HK2 na cechy rzezne $win réznych ras.

Cechy rzezne Genotyp whbp pbz PULAWSKA SUMA Rasa Dzief'ls?l:g;ic G;gg177052 A5G
TT 76,74+2,69 76,23+2,31 75,29+2 45 76,04+2 52
Wydajno$é rzezna (%) TC 76,85+2,01 76,27+2.44 75,39+2 57 76,14+2,49 *kk
cC 76,10+0,00 75,56+1,95 76,29+1,95
TT 7,43+0,93 7,36+0,77 6,87+0,91 7,25+0,90
Masa poledwicy (kg) TC 7,27+0,98 7,30+0,83 6,89:0,74 7,22+0,80 * H*kx
cC 6,53+0,00 7,07+0,52 7,39+0,52
Masa poledwicy bez skéry TT 5,89+0,70 5,83+0,62 5,29+0,67 5,74+0,70
C o TC 5,67+0,51 5,89+0,67 5,26+0,62 5,72+0,67 ek Hokek
i stoniny (kg) cc 5251000 | 524:033 | 567+0,32
Masa szynki zadniej bez stoniny TT 9,35+0,56 9,16+0,60 8,86+0,65 9,12+0,62
Lo TC 9,09+0,58 9,35+0,50 8,75+0,68 9,12+0,66 Fekee
i skory (kg) cC 9374000 | 871:073 | 8.95+0,74
N e TT 1,33+0,32 1,37+0,342 1,58+0,42° 1,460,378
Srednia grubosc stoniny TC 1,37+0,32 1,640,257 | 1,68+0,4420 | 1,46+0,45/8 | xxx ok *
25 pomiarow (cm) cc 1,42£0,00° | 18340542 | 1,69+0,53A
Powierzchnia oka poledwicy TT 53,23+5,44 54,15+5,61 52,02+5,85 53,25+5,64
po planimetrowaniu obrysu TC 50,45+6,42 54,76+5,25 51,744+5,92 53,03+5,79 *x faleled
(cm2) cC 52,90+0,00 51,70+4,70 52,61+4,67
TT 61,65+3,19 | 61,54+3,09° | 59,68+3,28 61,1243,23
Procent mi@sa w tuszy (%) TC 59,72+4,13 62)64:&2’783 59,18+3,27 61,1443,56 *xk
CC --- 60,62i0,003b 59,15+2,56 60,28+2,51
o T 24,01£1,21 | 23,72+1,41° | 22,57£1,63 23,49+1,49
Procentowa zawarto$¢ mig¢sa TC 23,25+1,23 24.13+1.202 22.37+1,74 23,48+1,66 S
w wyrgbach podstawowych (%) cC 233540,002 | 22354146 | 23,16+147

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami r6znig si¢ istotnie pomigdzy sobg (A, B = p<0,01; a, b = p<0,05). Dane przedstawiono w postaci
srednich LSM+S.E. (***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05). whp — wielka biata polska, pbz — polska biata zwistoucha.

59



Tabela 26. Wptyw polimorfizmu g.68177052A>G w genie HK2 na cechy tuczne $win réznych ras.

Istotno$¢ GLM
Cechy tuczne Genotyp wbp pbz PULAWSKA SUMA Rasa | Dzieh uboju | 0.68177052AG
_ T 914,97+93,92 935,09+120,21 | 831,09+88,53” | 895,75+112,61A
Przyrost dzienny TC 895,11+144,23 | 914,12+13549 | §27,08+87,50A8 | 886,70+119,3248 | *** o
Wiescle cc 923,20+0,00 | 75550+70,248 | 821,64+81,698
Masa ciala przed TT 623,25+57,53 627,14+74,85 567,72+60,64 602,30+70,94
ubojem (kg) TC 592,58+66,84 615,64+84,33 565,54+56,02 595,01+75,07 | **=* ok
ccC 633,32+0,00 542,35+44,15 575,09+52,48
N TT 2,69+0,17 2,74+0,20 2,81+0,258 2,760,228
ZU.ZYCIC paszy na kg TC 2’72:|:0,30 2175:t0’30 2.82+( 25AB 2.78+0) 28AB *kk *kk *kk
przyrostu (kg/kg) CC 2,84+0,00 5,02i6,24A 2’,981(;,24'“
. . TT 2,46+0,24 2,55+0,34 2,34+0,28 2,46+0,30
E:;f;’gig%omame TC 2,42+0,26 2,50::0,34 2,320,20 2,44£027 | w Hork
cc 2,59:+0,00 2,27+0,20 2,40+0,21
Liczba dni od TT 162,47+16,51 162,39+21,11 176,74+18.,57 169,21420,10
urodzenia do uboju TC 172,77+21,49 164,37+20,83 177,49+17,36 171,06420,92 | **=* ek
cc 160,34-+0,00 182,40+16,88 175,15+18,13
; _ TT 77,64+9,15 77,46+10,15 84,20+8,528 80,31+9,928
Liczba ani tuczu TC 80,83+10,27 79,31+11,52 84,54+8,58%B | 81424103948 | *** xoxk *ox
wiasciwego cc 76,65+0,00 90,99+410,122 | 86,84+10,597

Wartosci oznaczone tymi samymi literami rdznig si¢ istotnie pomiedzy soba (A, B = p<0,01; a, b = p<0,05). Dane przedstawiono w postaci

srednich LSM+S.E. (***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05). wbp — wielka biata polska, pbz — polska biata zwistoucha.
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Tabela 27. Wptyw polimorfizmu ¢.68167661C>T w genie HK2 na cechy jakoS$ci $win roznych ras.

Cechy jakosci Genotyp wbp pbz PULAWSKA | SUMA — Dzi(fztl‘:;‘:)‘;ff GE%S e
Zawartodé thuszezu GG 1,27+0,19 1,15+0,25 1,36+0,43 1,25+0,29
Y 1t . o GA 1,294+0,14 1,114+0,02 1,41+0,44 1,27+0,35 Frx Fkx
SrédmigSniowego (%) AA 1176013 | 136:043 | 126+0.41
GG 35,92+7,66 | 32,36+7,01 | 29,46+6,51° | 31,49+7,35
Wodochtonno$¢ migsa GA 31,17+8,22 33,02+6,45 32,2247,302 31,40+7,35 ** **
AA --- 32,63+10,58 32,16i5,153b 32,76+6,55
Warto¢ pomiaru barwy miesa — GG 54,95+2,76 52,95+3,01 54,66+3,05 52,58+2,95
parametr L — jasnoé¢ GA 53,54+2,17 53,34+2,21 54,52+2,94 52,31+2,70 falalad falaled
’ AA --- 51,64+3,10 55,04+2,53 52,48+2,66
Warto$¢ pomiaru barwy migsa — GG 16,24+1,45 16,92+1,37 16,27+1,15 17,02+1,36
parametr a — wysycenie barwy GA 16,84+1,46 16,81+1,24 16,25+1,02 17,15+1,28 *x Fkx
migsa w odcieniu czerwieni AA --- 17,70+1,06 16,37+1,26 17,35+1,23
Warto$¢ pomiaru barwy migsa — GG 2,55+1,15 3,86+1,40 2,83+1,14 3,70+1,28
parametr b — wysycenie barwy GA 2,93+1,04 3,66+1,07 2,88+1,05 3,74+1,05 il
migsa w odcieniu zoitym AA --- 3,37+0,96 2,89+0,93 3,65+0,98
Pomiar odezynu poledwicy 45 GG 6,31+0,18 6,33+0,19 6,27+0,14 6,34+0,18
min po uboju GA 6,20+0,21 6,34+0,17 6,29+0,15 6,32+0,17 Fhk
AA --- 6,21+0,19 6,27+0,15 6,30+0,15
Pomiar odezynu poledwicy 24 GG 5,59+0,11 5,60+0,10 5,59+0,09 5,59+0,10
godz. po uboju GA 5,54+0,13 5,60+0,09 5,60+0,08 5,58+0,10 * Fkk
AA --- 5,57+0,04 5,62+0,07 5,60+0,07
. . . GG 6,27+0,17 6,30+0,17 6,23+0,12 6,30+0,16
Pomiar odezynu szynki 45 min GA 6,31+0,17 6,28+0,17 6,25+0,14 6,31+0,16 ok
po uboju AA 6314010 | 622:010 | 630£013
. . GG 5,58+0,09 5,58+0,11 5,59+0,15 5,568+0,11
Pg’Sk')ir.SdCZy”“ szynki 24 godz. | o a 550:015 | 557:009 | 558:008 | 557011 s
PO UboJ AA 5 55+0,04 5,60£0,06 5,58+0,06

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami r6znig si¢ istotnie pomiedzy sobg (A, B = p<0,01; a, b = p<0,05). Dane przedstawiono w postaci

srednich LSM+S.E. (***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05). whp — wielka biata polska, pbz — polska biata zwistoucha.

61




Tabela 28. Wplyw polimorfizmu ¢g.68167661C>T w genie HK2 na cechy rzezne §win réznych ras.

Cechy rzezne Genotyp whbp pbz PULAWSKA SUMA Rasa Dzielztzgz)(;flc GI&%B 167661CST

GG 76,80+2,75 76,28+2,34 75,28+2,20 76,09+2,50

Wydajnos¢ rzezna (%) GA 76,54+2,38 76,13+£2,32 75,38+2,62 76,00+2,49 il
AA --- 75,87+1,65 75,48+2,69 76,09+2,66
GG 7,43+0,89 7,35+0,77 6,82+0,88 7,24+0,88

Masa poledwicy (kg) GA 7,38+1,02 7,35+0,81 6,96+0,80 7,27+0,89 * ikl
AA --- 7,12+0,95 7,03+£0,56 7,31+0,71

Masa poledwicy bez skory GG 5,90+0,70 5,83+0,63 5,26+0,64 5,73+0,70

i stoniny (ke) GA 5,78+0,68 5,89+0,65 5,31+0,65 5,74+0,70 fale ikl
AA --- 5,60+0,63 5,25+0,47 5,65+0,58

Masa szynki zadniej bez GG 9,40+0,55 9,17+0,61 8,86+0,64 9,13+0,62

stoniny i skory (kg) GA 9,14+0,58 9,25+0,53 8,78+0,68 9,08+0,63 falekal
AA --- 9,27+0,54 8,73+0,76 9,00+0,79

. . . . GG 1,32+0,32 1,37+0,34 1,59+0,44 1,46+0,388

Srednia grubos¢ stoniny GA 1,37+0,32 1,30+0,28 1644042 | 146£041AB | e Hoxk

z 5 pomiaréw (cm) AA 1,36+0,22 1,79+0,53 16240514

Powierzchnia oka poledwicy GG 53,12+5,44 54,38+5,68 51,76+5,88 53,26+5,72

po planimetrowaniu obrysu GA 52,98+5,60 53,89+45,25 52,16+5,91 53,07+5,60 ** falaled

(cm2) AA --- 53,274+4,01 52,21+4,75 52,97+4,61
GG 61,87+3,11 61,61+3,05 59,55+3,35 61,17+3,23

Procent migsa w tuszy (%) GA 60,49+3,31 62,10+3,11 59,51+3,24 61,02+3,41 Fhx
AA --- 61,24+2,43 59,32+2,73 60,49+2,70

Procentowa zawarto$¢ migsa GG 24,10+1,15 23,75+1,43 22,52+1,61 23,51+1,51

w wyrebach podstawowych GA 23,55+1,35 23,93+1,21 22,49+1,70 23,44+1,54 Fh*

(%) AA --- 23,61+1,40 22,42+1,64 23,254+1,79

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami r6znig si¢ istotnie pomiedzy sobg (A, B = p<0,01; a, b = p<0,05). Dane przedstawiono w postaci

srednich LSM+S.E. (***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05). whp — wielka biata polska, pbz — polska biata zwistoucha.
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Tabela 29. Wptyw polimorfizmu ¢.68167661C>T w genie HK2 na cechy tuczne §win réznych ras.

Istotno$¢ GLM

Cechy tuczne Genotyp whbp pbz PULAWSKA SUMA Rasa Dzieh uboju | 0.68167661C>T
. GG 919,03+03,59 | 934,79+123,94 | 827,46+85,8178 | 895,56+115,58
Przyrost dzienny w GA | 896,88+101,82 | 920,67+121,10 | §34,16+88,32A | 890,09£111,15 | s s
tescie AA 944,01485,78 | 775 58+02.208 | 852,83+108,70
Masa ciata przed GG 624,06+60,61 | 626,42+75,78 | 567085524 | 601,78+72,03
Ubojem (ko) GA | 614,57+49,38 | 620,83+77,16 | 566,63+61,58 | 598,55£70,50 | *** i
AA 639,15482,00 | 550,96+55,85 | 589,80+70,21
o GG 2,69+0,17 2,74+0,20 2,83+0,26"B 2,77+0,2280
Zuzycie paszy ha kg GA 2712020 | 2764027 | 280£023® | 276:025> | wox *
przyrostu (kg/kg) AA 2.6140,18 2:9710:26’* 2:8610:303
. . GG 2,46+0,23 2,56+0,35 2,34+0,29 2,47+0,31
5(2')@””8 pobranie paszy | gz 2,42+0,25 2,52+0,30 2,3240,19 2,440,26 ok Hoxk
9 AA 2474031 2,28+021 2,40+0,24
Licaba dni od urodzenia | CC 162,15+16,61 | 162,5742128 | 176,59+17,18 | 169,27+20,09
0o uboju GA | 16555¢16,75 | 163,15420,16 | 177,66+18,82 | 170,26420,30 | *** i
AA 161,37423,28 | 180,51+18,58 | 172,45+20,57
] _ GG 77,16+8,29 77,52+10,29 84,4948 28AB 80,3149,81P
iczba dni tuczu GA | 7995:1086 | T8.53:10.64 | 840248668 | 81,0041036% | e *
WiascIwego AA 77,24£9,03 | 8926+10,76° | 84,35+11,212

Wartosci oznaczone tymi samymi literami rdznig si¢ istotnie pomiedzy soba (A, B = p<0,01; a, b = p<0,05). Dane przedstawiono w postaci

srednich LSM+S.E. (***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05). wbp — wielka biata polska, pbz — polska biata zwistoucha.
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6. Dyskusja

Za pomoca technik biologii molekularnej wykorzystanych do powyzszych analiz
oznaczono polimorfizmy zlokalizowane w eksonie 7 oraz w eksonie 12 genu HK2. Metody
te okazaty si¢ skuteczne w identyfikacji oraz genotypowaniu na szersza skale wariantow genu
HK2. Przedstawione badania dotycza zagadnien nowatorskich. Okreslenie zaleznoS$ci
pomiedzy poszczegolnymi genotypami HK2, a cechami jako$ci migsa w wybranych tkankach
moze w przysztosci umozliwi¢ selekcje zwierzat o preferowanym wariancie genetycznym,
ktorych migso charakteryzowaé si¢ bedzie korzystniejszymi parametrami jako$ci migsa.
Jest to priorytetowe zagadnienie dla hodowcow i producentoéw trzody chlewne;.

Obecnie coraz wigkszg wage przywigzuje si¢ do cech zwigzanych z jako$cig migsa
1 jego wlasciwosciami technologicznymi, tak istotnymi w przemysle przetworczym. Zmiany
spowodowane nowymi oczekiwaniami i wymaganiami konsumentdw wymuszajg coraz wyzszy
standard jakosciowy migsa, a co za tym idzie nowe spojrzenie na problem doskonalenia
genetycznego trzody chlewnej. Parametry jakosci miesa, takie jak: barwa, wodochtonnos¢
1 kwasowos¢ (pH) oraz zawarto$¢ thuszczu srodmig$niowego, powinny by¢ coraz szerzej brane
pod uwage w pracach selekcyjno-hodowlanych w naszym kraju. Duze znaczenie wieprzowiny
w diecie cztowieka, a takze jej nadprodukcja w obecnych czasach wymusza, aby produkt ten
charakteryzowat si¢ jak najlepszymi parametrami jakosciowymi.

Genetyczne podtoze cech uzytkowych (tucznych i rzeznych) oraz parametrow jakosci
migsa §win wcigz jest przedmiotem intensywnych badan, przede wszystkim ze wzgledu
na zaangazowanie w te ztozone procesy wielu genow. Zmieniajacy si¢ styl zycia wpltywa
na nawyki zywieniowe wszystkich grup spotecznych. Swiadomy konsument doktadnie wie,
czego oczekuje od kupowanego produktu. Rosngca §wiadomos¢ konsumentéw przektada sie
na producentow, ktorzy zmuszeni sg sprzedawac tuczniki o okreslonym sktadzie tkankowym.
W zwigzku z tym prowadzone sa dzialania, aby dobrej jako$ci surowiec i uzyskane
w przetworstwie zdrowe, smaczne wyroby trafialy w oczekiwania konsumentow i realizowaty
rosngcy popyt na wieprzowing. Powyzsze ustalenia wskazuja na znaczenie dalszych badan
w celu znalezienia przyczyn zmienno$ci zawartosci m.in.: glikogenu oraz kwasu mlekowego
w tkance mig$niowej. Okazato si¢, ze zainteresowanie genami kodujagcymi enzymy
uczestniczace w procesie glikolizy jest uzasadnione. Jednym z takich enzymow jest
heksokinaza 2, ktora w szlaku glikolitycznym katalizuje konwersje  glukozy
do glukozo-6-fosforanu, a w dalszym etapie produkt catego procesu moze zosta¢ zredukowany

do mleczanu w warunkach beztlenowych.
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Okazuje si¢ rowniez, ze enzym kodowany przez gen HK2 ma znaczenie w zaleznej
od glukozy represji szeregu gendow, w tym uczestniczacych w glukoneogenezie
czy wykorzystywaniu alternatywnych zroédet wegla (Redkaer i Faergeman 2014; Rolland
i in. 2002). Odgrywa kluczows role w zaleznej od glukozy represji genéw kodujgcych biatka
uczestniczace w oddychaniu tlenowym (Rodrigues i in. 2006). A jak pokazujg ostatnie badania
delecja genu HK2 w komorkach drozdzy generuje szeroki zakres zmian metabolicznych
skutkujagcy m.in. obnizeniem ogolnych mozliwosci  biosyntetycznych  komorki,
ale jednoczes$nie lepsza proteostazag i zwigkszonym potencjatem reprodukcyjnym komorek
(Maslanka i Zadrag-Tecza 2021; Maslanka i Zadrag-Tecza 2020).

Fazarinc 1 in. 2020 potwierdzili, iz gen HK2 oraz gen GYS1, ktory koduje syntaze
glikogenu sa obiecujagcymi genami kandydujacymi dla cech zwigzanych z metabolizmem
migsni szkieletowych. Ich analizy wykazaty, ze poziomy mRNA tych dwoch enzymow -HK2,
GYS1, kodowanych przez powyzsze geny, byly znacznie wyzsze w mig$niach typu
glikolitycznego, niz w mig$niach typu oksydacyjnego U $win (Shen i in. 2015). Zaobserwowano
rowniez pozytywna korelacja migdzy ekspresja genow HK2 oraz MyHC 1. Dotychczas wzrost
ekspresji enzymow zaangazowanych w metabolizm weglowodanowy odnotowano jedynie
w wolnokurczliwych, starzejacych si¢ ludzkich wioknach migéniowych typu I (Murgia
i in. 2017).

Badacze w swoich pracach niejednokrotnie wykazywali istotny wplyw kwasow
thuszczowych n-3 PUFA (ang. long chain poliunsaturated fatty acids) w diecie na metabolizm
energetyczny w migsniach szkieletowych, czgSciowo poprzez oddzialywanie na PPAR
(ang. peroxisome proliferator - activated receptor) (Le i in. 2012). W obecnym badaniu
ontologii gendéw o zrdznicowanej ekspresji zaobserwowano, ze zywienie $win dieta
wzbogacong w siemi¢ Iniane znaczaco wptywa na proces metabolizmu glukozy. Zaréwno HK2,
jak i PGC-1a znajdowaly si¢ na liscie 10 gendw z podwyzszong aktywnoscia, CO sugeruje,
ze istotna zmiana metabolizmu glukozy moze by¢é wywotana w migéniach szkieletowych
przez karmienie §win dieta wzbogacong w siemi¢ Iniane. Ekspresje HK2 indukowano
2,4-krotnie w 30 dniu zycia zwierzat 1 utrzymywala si¢ ona na podwyzszonym poziomie
rowniez w pozniejszych punktach czasowych (Wei i in. 2016, Shen i in. 2014). Wyniki
dostarczajg rowniez nowych dowodow na to, ze zmiany ekspresji PTPN1, HK2 i PGC-/a moga

przyczyniac si¢ do regulacji wrazliwosci na insuling przez n-3 PUFA (Wei i in. 2016)
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Wykazanie zmienno$ci w obrgbie analizowanego genu kodujacego heksokinazg 2
pozwoli poznaé przyczyny migdzyrasowych réznic w konteks$cie wystepowania okreslonych
parametrow jakosci migsa §win, jak rowniez poszerzy¢ wiedzg dotyczaca ich genetycznych
mechanizmow. Jak dotad, gen HK2 nie byl szeroko badany pod katem identyfikacji
pojedynczych mutacji oraz ich asocjacji z cechami fenotypowymi lub produkcyjnymi $win.
Zgodnie z danymi zwartymi w bazie Ensembl (stan na dzien 14.02.2022, Sscrofall.l;
GCA _000003025.6), do genu HK2 przyporzadkowano 5837  polimorfizmy,
z ktorych wigkszos¢ identyfikowano wysokoprzepustowymi metodami sekwencjonowania
genomOw. W bazie zaraportowano 63 polimorfizmy zlokalizowane w regionie 5° UTR,
10 polimorfizméw w regionie 3’UTR, 10 polimorfizméw zmiany sensu, 72 zmiany
synonimiczne, 29 polimorfizmy w regionach splicingowych, 485 w regionach downstream
i 182 w regionach upstream oraz zdecydowana wiekszo$¢, bo az 5653 to warianty intronowe.
W literaturze brakuje opracowan dotyczacych poszczegdlnych mutacji oraz ich detekcji
doktadnymi metodami genetyki molekularnej. W ramach wlasnych badan, z puli
zidentyfikowanych zmian polimorficznych wytypowano te o potencjalnie najwigkszym
wptywie na funkcje powstajacego biatka HK2 i wykonano analiz¢ ich asocjacji z cechami
produkcyjnymi trzody chlewnej roznych ras.

W analizowanej populacji polimorfizm ¢.68177052A>G w istotny sposob wptynat
na $rednig grubos$¢ stoniny u osobnikéw nalezacych do rasy polska biata zwistoucha (p <0,05),
rasy putawskiej (p <0,05), a takze dla osobnikéw wszystkich ras badanych tacznie (p <0,01).
U $win rasy pbz osobniki heterozygotyczne TC charakteryzowaly si¢ mniejsza gruboscig
stoniny (spadek o 0,11 cm w stosunku do $win TT), natomiast u $win rasy putawskiej
najmniejsza grubos¢ stoniny mozna byto zaobserwowac u osobnikéw homozygotycznych TT,
wynosita ona: 1,58 cm. We wszystkich przypadkach najwigksza wartoscig $redniej grubos$ci
stoniny charakteryzowaty si¢ osobniki homozygotyczne CC. Dodatkowo, osobniki o genotypie
TT posiadaty najmniejszy procent migsa w tuszy oraz procentowg zawartos¢ mi¢sa w wyrebach
podstawowych (p<0.05). Jej warto$¢ wynosita 23,72% i byta mniejsza o 0,41% od osobnikow
0 genotypie TC. Polimorfizm g.68177052A>G wptynat istotnie rowniez na cechy tuczne
oraz jakosci migsa wieprzowego badanych osobnikow. Najwyzszy przyrost dzienny w okresie
tuczu (p<0,01) zaobserwowano u osobnikow o genotypie homozygotycznym TT, wynosit on
895,75. Najnizszg wartoscig natomiast charakteryzowaly si¢ osobniki o genotypie
homozygotycznym CC (nizsza, az o 74,11). Swinie o genotypie homozygotycznym TT
charakteryzowaty si¢ rowniez o 0,22 kg/kg mniejszym zuzyciem paszy na kg przyrostu

(p<0,01) w stosunku do $win o genotypie homozygotycznym CC.
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Opisywana zmiana wplyneta rowniez istotnie na dlugosc¢ tuczu wiasciwego u badanej populacji
swin (p<0,01). Poréwnujac o0sobniki homozygotyczne TT z homozygotycznymi CC
zaobserwowano, iz dla osobnikow z genotypem TT byt on krotszy az 0 6,53 dni. Parametry
mowigce o cechach jakosci §win $wiadcza, iz migso charakteryzowalo si¢ dobrag jako$cia
(RFN), bylo to migso: o odpowiedniej jakoSci, czerwonawor6zowe, twarde, normalne,
nieciekngce. Pomiary pH miescily si¢ w warto$ciach granicznych (pH1 > 6,0, pH3 > 6,0
1pH24 >5.5).

Uzyskane wyniki w istotny sposob obrazuja, ze osobniki homozygotyczne TT mimo
iz posiadaja nizsza zawartos¢ migsa w tuszy, to charakteryzuja si¢ one wigkszym przyrostem
dziennym, zuzywaja mniejszg ilo$¢ paszy na kilogram przyrostu masy oraz ich tucz jest istotnie
krotszy. Jest to bardzo wazny element hodowli $win. Cechy te decyduja o ekonomice produkcji
trzody chlewnej na fermie. Wysokie parametry w zakresie cech tucznych $win takiej jak:
szybko$¢ wzrostu oraz spozycie paszy maja wptyw na skrocenie tuczu, co powoduje spadek
kosztow. Jest to bardzo wazny aspekt podczas prowadzenia hodowli swin (Grosse-Kleimann
i in. 2021, Tyrai in. 2019).

Dla kolejnego analizowanego polimorfizmu .68167661C>T analiza asocjacji
pomigdzy tg zmiang polimorficzng a cechami rzeznymi wykazala istotng réznice dla $redniej
grubo$é stoniny z pigciu pomiaréw u wszystkich badanych zwierzat (p<0,01). Swinie
homozygotyczne AA charakteryzowaly si¢ najwigkszg gruboscia stoniny: 1,62 cm. Natomiast
osobniki homozygotyczne GG oraz heterozygotyczne GA charakteryzowaly si¢ ta sama
grubo$cig sloniny, ktéora wynosita: 1,46 cm. Dodatkowo osobniki 0 genotypie
heterozygotycznym GA posiadaty najnizszg wydajnos¢ rzezng. Natomiast §winie o genotypie
homozygotycznym GG charakteryzowaly si¢ najwyzsza zawarto$cig migsa w tuszy.

Badania prowadzone przez Gtoéwne Laboratorium Genetyki i Hodowli Swin w Wuhan,
Chiny (ang. Key Laboratory of Swine Genetics and Breeding) (Jun i in. 2006) wykazaty,
ze polimorfizm G981A zlokalizowany w genie HK2 réwniez ma istotny wptyw na $rednig
grubos$¢ stoniny u $win rasy wielka biata x meishan. W populacji mieszancow Stwierdzono
istotng roznice pomiedzy genotypami heterozygotycznym AB i homozygotycznym BB.
Genotyp homozygotyczny BB charakteryzowal si¢ wyzsza wartoS$cig parametru grubos¢
stoniny, a réznica ta miedzy genotypami wynosita 0,273 cm (p <0,05) (Jun i in. 2006).
Zaobserwowano rowniez znaczgce powigzania polimorfizmu G981A z wysokoscia oka
poledwicy. Swinie o genotypie homozygotycznym AA charakteryzowaly sie wicksza

wysokoscig 0 0,416 cm.
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Natomiast $rednia grubo$¢ stoniny u osobnikéw z genotypem homozygotycznym AA byla
mnigjsza o 0,027 cm od grubos$ci stoniny u osobnikéw 0 genotypie homozygotycznym BB
(Jun i in. 2012). Badania przeprowadzone przez Jun i in. (2012) przedstawity takze roznice
pomiedzy genotypem AA i BB odnoszaca si¢ do cechy marmurkowato$ci wieprzowiny
u powyzszych ras.

Ponadto w badaniach wilasnych wykazano, ze polimorfizm ¢.68167661C>T
u przebadanej populacji charakteryzowat si¢ istotnym wptywem na cechy tuczne. Osobniki
o genotypie homozygotycznym GA rasy putawska charakteryzowaty si¢ najwyzszym
przyrostem dziennym w tescie (p<0,01), ktory wynosit 834,16. Natomiast przyrost dzienny
osobnikow tej samej rasy o genotypie homozygotycznym AA byl nizszy o 58,58. Kolejnym
istotnym parametrem zaobserwowanym podczas prowadzonych analiz okazala si¢ liczba dni
tuczu wilasciwego (p<0,05). Najkrotszym czasem tuczu charakteryzowaly si¢ osobnik
0 genotypie homozygotycznym GG, wynosit on 80,31 dni, w przeciwienstwie do osobnikdéw
o genotypie homozygotycznym AA, ktorych okres tuczu byt dtuzszy az 0 4,04 dnia i wnosit
84,35 dni. Polimorfizm g.68167661C>T w istotny sposéb wplyng na zuzycie paszy na kg
przyrostu (p<0,05), byt on najbardziej korzystny dla osobnikow o genotypie
heterozygotycznym GA i wynosit 2,76 kg/kg. Z kolei osobniki o genotypie homozygotycznym
AA zuzywaly najwickszg ilo$¢ paszy na kilogram przyrostu, zuzycie to wynosito 2,86 kg/kg.
Migso swin charakteryzowato si¢ dobra jakoscia (RFN), byto to migso: odpowiedniej jakosci,
czerwonawordzowe, twarde, normalne, nieciekngce. Pomiary pH miescily si¢ w wartosciach
granicznych (pH1 > 6,0, pH3 > 6,0 i pH24 > 5.,5).

Osiagnic¢te wyniki w badaniach wlasnych wskazujg na to, ze osobniki 0 genotypie
heterozygotycznym GA charakteryzuja si¢ najbardziej korzystnymi parametrami tucznymi.
Natomiast utrzymanie w produkcji osobnikow o genotypie homozygotycznym AA okazalo sig
najmniej ekonomiczne dla hodowcow. Za powyzszym zjawiskiem przemawiaja takie cechy
jak: najmniejszy przyrost, najszybsze wykorzystanie paszy na kg przyrostu a jednoczesnie
najdtuzszy okres tuczu. Hodowla §win o takich parametrach staje si¢ nieoptacalna.

W Polsce i na $wiecie prowadzonych jest wiele badan, ktére maja na celu identyfikacje
gendw funkcjonalnych oraz ich mutacji, ktére w bardzo istotny sposdb moga wptywac na cechy
uzytkowe populacji §win. Duze firmy hodowlane juz od dekad starajg si¢ wprowadzi¢ do swych
hodowli grupe markeréw genetycznych, ktore utatwig produkcj¢ zwierzat o pozadanych
cechach. Aktualnie najczesciej spotykanym zjawiskiem jest wiaczanie selekcji w okreslonym
kierunku, by pula gendéw wybranego stada charakteryzowata si¢ obecno$cig wariantow

0 pozytywnym wplywie na wysoko$¢ wybranej cechy ilo§ciowe;.
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Glowne markery zwigzane z migsnoscia oraz jako$cig tuszy stosowane w zachodnich firmach
komercyjnych to m.in.: gen IGF2 (gen insulinopodobnego czynnika wzrostowego drugiego)
oraz gen MC4R (gen receptora melanokortyny czwartej).

Opisujac gen IGF2 badacze zaobserwowali, iz mutacjg przyczynowa w tym genie
jest zmiang pojedynczego nukleotydu w intronie trzecim genu. Efektem mutacji 9.3072G>A
najprawdopodobniej jest zmiana poziomu ekspresji mMRNA w migéniu (Van Laere i in. 2003).
Wspoélczesne badania wskazaly rowniez istotny wplyw zmiany na cechy migsno$ci
i otluszczenia w populacji $win. Kazde z badan przyczyniajg si¢ do potwierdzenia tezy,
iz mutacja g.3072G>A genu IGF2 posiada istotny wplyw na cechy rzezne, gtéwnie migsnosé
(grubos¢ stoniny 1 zawarto$§¢ migsa w tuszy (%) oraz masg¢ szynki) (Burgos i in. 2011,
Fontanesi i in. 2010, Switonski i in. 2010, Oczkowicz i in. 2009, Estellé i in. 2005). Wszystkie
eksperymenty zgodnie wykazaly znaczacy pozytywny wptyw allelu A na cechy tuszy. Kwestig
wymagajaca dalszych badan jest wptyw mutacji g.3072G>A cechy jako$ci migsa i cechy
rozptodowe, poniewaz przeprowadzone dotad badania daja niejednoznaczne wyniki (Gozalo-
Marcilla i in. 2021, Oczkowicz i in. 2012). Naukowcy donosza, iz polimorfizm ten moze mieé
robwniez istotne znaczeniec w aspekcie Selekcji cech pod katem zawartosci tluszczu
srodmiesniowego. Oczkowicz i in. 2012, Aslan i in. 2012, oraz Burgos i in. 2011 wskazuja,
ze uzyskane przez nich wyniki moga $§wiadczy¢ iz gen IGF2 moze wptywaé na zawarto§¢ IMF
u $win. Interakcje zachodzace pomigdzy ré6znymi polimorfizmami sg wazne dla catoSciowego
zrozumienia aspektow molekularnych dzigki ktérym rézne warianty genu IGF2 moga wplywac
na tkanke migsniowg (Oczkowicz in. 2012).

Z kolei gen MC4R kodujacy transblonowy receptor biatka G, odgrywajacy wazng rolg
w kontrolowaniu homeostazy energetycznej zostal uznany przez badaczy za marker wzrostu,
miesnosci oraz pobierania pasz. Mutacja zmiany sensu ¢.1426G>A zlokalizowana w wysoce
konserwatywnym regionie genu MC4R zostala wyraznie powigzana z glgbokos$cia stoniny,
spozyciem paszy 1 tempem wzrostu w roznych liniach $win (Piérkowska 1 in. 2010,
Kim i in. 2000). Przeprowadzono badanie asocjacyjne tych genotypow z kilkoma cechami
wydajnosci 1 jako$ci w ramach statystycznego modelu zwierzgcego. Wyniki potwierdzity
wplyw mutacji zmiany sensu na cechy wzrostu i odktadania ttuszczu oraz potwierdzity nowy
wpltyw na sktad tuszy (masa poledwicy 1 topatki) oraz cechy zwigzane z jakoscig thuszczu
i migsa. Wyniki te sugeruja, ze gen MC4R moze by¢ celem w hodowli wspomaganej markerami
w celu selekcji $win o dobrej jako$ci migsa, moze wplywa¢ na bilans energetyczny
i by¢ cennym markerem selekcyjnym w programach hodowlanych u swin (Davoli i in. 2012,

Ovilo i in. 2006).
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Przedstawione wyniki dostarczaja informacji o przydatnosci genow, jako markerow do selekcji
wspomaganej hodowli zwierzat. Pozadany przez hodowcoéw genotyp zmienia si¢
w zaleznos$ci od zainteresowan 1 potrzeb. Decyzje selekcyjne podejmowane sg w zaleznosci
od systemu produkcyjnego oraz wymagan klientow.

Przedstawione geny majg istotne znaczenie w aspekcie cech uzytkowych $win.
Polimorfizmy genu HK2 podobnie, jak genow IGF2 oraz MC4R wptywa na cechy rzezne
oraz cechy jakos$ci migsa. Mozna przypuszczaé, iz gdyby poszerzy¢ badania dotyczace genu
HK2 o inne rasy $win oraz zwiekszy¢ licze osobnikow to w przysztosci mogtoby to umozliwic¢
selekcj¢ zwierzat o preferowanym wariancie genetycznym, ktorych migso bedzie
Charakteryzowaé si¢ korzystniejszymi parametrami. Jest to priorytetowe zagadnienie
dla hodowcow oraz producentow trzody chlewnej. Gen heksokinzy 2 jest istotnym kandydatem
do miana markera genetycznego odpowiedzialnego za ekonomicznie istotne cechy zwierzat.
Niezbgdne sg jednak dalsze badania, ktore beda podstawg zrozumienia molekularnego podtoza
ich zwigzku z fenotypem.

Analiza asocjacji gendéw kandydujacych jest ogromnym osiggnigciem i zmierza
w kierunku rozpoznania genetycznych podstaw cech produkcyjnych. W przeciwienstwie
do innych metod genetycznych (np. wykrywanie QTL) jest mozliwie tatwiej i skuteczniej
wprowadzi¢ je W przer6zne programy hodowlane. Przy pomocy takiej wiedzy mozliwe jest
opracowanie nowej koncepcji selekcji wspomaganej genami w celu modyfikacji cech migsa
1 tluszczu wieprzowego. W tym celu warianty alleli o korzystnym wptywie na cechy
ekonomiczne muszg by¢ wczesniej przetestowane w réznych populacjach swin i systemach
produkcyjnych. Badania o takim zasiegu sg niezbedne, aby potwierdzi¢ wczesniej stwierdzone
efekty 1 porowna¢ wptyw gendéw na rozne cechy. W przysztosci pomoze to na uwzglednienie
uzyskanych wynikow w celu ich praktycznego wykorzystania w hodowli selektywnej.
W przyszto$ci warto rozszerzy¢é powyzsze badania o wigksze stado. Wiedza o potencjalnym
wptywie polimorfizmow pojedynczych nukleotydéw wybranych genéw na cechy uzytkowe
$win oraz parametry jakosci migsa wieprzowego moga okazac si¢ bardzo cenne przy selekcji
zwierzat o preferowanym wariancie genetycznym, ktorych migso bgdzie si¢ charakteryzowaé
pozadanymi cechami. Selekcja genomowa wptywa korzystnie na postgp hodowlany cech
funkcjonalnych.

Zidentyfikowane polimorfizmy w genie HK2 przyczyniaja si¢ do tego, ze gen HK2
podobnie jak przytoczone tutaj geny IGF2 oraz MC4R moze by¢ genem kandydujacym

do miana markera genetycznego.

70



7.

Podsumowanie i wnioski

Wyniki uzyskane podczas wykonywanych badan pozwalaja na sformutowanie

stwierdzen 1 wnioskow:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Wykazano wystepowanie licznych miejsc polimorficzny w genie HK2 u §win ras wielka
biata polska, polska biata zwistoucha oraz putawska.

Testami pozwalajacymi na analiz¢ miejsc polimorficznych wykrytych w genie HK2 sa:
PCR-RFLP oraz ACRS-PCR. W przysztosci opracowane metody detekcji
polimorfizméw genu HK2 moga stanowi¢ szybki i tani test diagnostyczny pod katem
opracowanych markerow.

Wybrane zidentyfikowane polimorfizmy wykazuja istotng asocjacje z badanymi
cechami tucznymi, rzeznymi oraz jakos$cig migsa u $win rdznych ras.

Statystycznie istotny (p<0,01) zwigzek migdzy rozktadem genotypéw w regionie
splicingowym eksonu 7 (g.68177052A>G) w aspekcie cech uzytkowych swin Swiadczy
o tym, ze gen HK2 jest genem kandydujagcym odpowiedzialnym za cechy tuczne
u trzody chlewnej: wigksze przyrosty dzienne, zuzycie mniejszej ilosci paszy
na kilogram przyrostu masy oraz istotnie krotszy tucz.

Statystycznie istotny (p<0,05) zwigzek miedzy rozktadem genotypow w eksonie 7
(0.68177052A>G) w aspekcie cech uzytkowych swin $wiadczy o tym, ze gen HK2
jest genem kandydujacym do genu odpowiedzialnego za zawarto$¢ migsa w tuszy.
Statystycznie istotny (p<0,01) zwigzek mig¢dzy rozktadem genotypow w eksonie 12
(0.68167661C>T) w aspekcie cech uzytkowych $win $wiadczy o tym, ze gen HK2
jest genem kandydujacym do genu odpowiedzialnego za $rednig grubos$¢ stoniny

Z pigciu pomiardw.
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8. Streszczenie

W dzisiejszych czasach prowadzone sg intensywne badania, ktérych celem jest poprawa
jako$ci migsa wieprzowego. Jakos$¢ miegsa to zespol cech decydujacych o jego wartosci
uzytkowej oraz cech precyzujacych jego warto$¢ odzywczag dla konsumenta. Jednak,
dla wspotczesnego konsumenta sposrod licznych parametrow charakteryzujgcych migso,
najwazniejsze s3: barwa, krucho$¢, soczysto§¢ oraz smak i zapach czyli parametry
organoleptyczne. Przyczyny powyzszego zjawiska posiadajg wieloczynnikowy charakter
i obejmujg zaréwno aspekty sSrodowiskowe, jak i genetyczne. Ich poznanie pod katem asocjacji
z jakoscia migsa wieprzowego moze Ww przysztosci umozliwi¢ selekcje zwierzat
o preferowanym wariancie genetycznym, ktérych migso charakteryzowac sie bedzie
korzystniejszymi parametrami jako$ci migsa. Jest to priorytetowe zagadnienie dla hodowcow
i producentow trzody chlewnej. W tym kontekscie analiza wariantow polimorficznych genu
HK2 w aspekcie cech uzytkowych $§win i parametrow jako$ci migsa wieprzowego mozna uznaé
za uzasadnione z powodu biologicznej roli w regulacji procesu glikolizy, a takze z uwagi
na charakter molekularny mechanizmu, wskazujgcego na zmiennos¢ kodowanych biatek.

Cel pracy. Celem niniejszej pracy byta detekcja polimorfizméw w genie kodujacym
heksokinaze 2 (HK2) u $wini domowe;j (fac. Sus scrofa domestica) oraz ustalenie potencjalnych
zalezno$ci pomiedzy genotypami analizowanych fragmentow genu a cechami uzytkowymi
swin (tucznymi 1 rzeznymi) oraz wybranymi parametrami jakos$ci migsa.

Materialy i metody. Badaniami obj¢to 722 osobnikow 3 ras $win: polska biata
zwistoucha, wielka biata polska i putawska. Zwierzgta utrzymywano w Stacjach Kontroli
Uzytkowos$ci Rzeznej Trzody Chlewnej (SKURTCh) Instytutu Zootechniki PIB w Balicach.
Warunki utrzymania wszystkich osobnikow byty takie same. Genomowe DNA wyizolowano
z tkanki mie$nia najdluzszego grzbietu przy uzyciu zestawow firmy A&A Biotechnology
(Polska): Sherlock AX oraz Genomic Mini. W pierwszym etapie badan eksony w genie HK2
zostaly poddane analizie za pomoca metody PCR-HRM. Wytypowane za pomoca tej techniki
fragmenty amplifikacji PCR, a otrzymane produkty zsekwencjonowano metoda Sangera.
W analizowanych fragmentach genu HK2 wykazano obecno$¢ 15 mutacji. Dla dwoch
zidentyfikowanych polimorfizméw, zmian typu SNP znajdujacych sie: w regionie
splicingowym eksonu 7 (9.68177052A>G) oraz w eksonie 12 (g.68167661C>T) opracowano
odpowiednig metode molekularng (odpowiednio PCR-RFLP oraz PCR-ACRS) pozwalajaca
na oznaczenie frekwencji wybranych mutacji na wigkszej grupie zwierzat. Analiza statystyczna

przeprowadzona zostata przy uzyciu pakietu SAS/STAT.
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Wyniki. Uzyskane frekwencje wariantow polimorficznych analizowanego genu
pokazuja, iz wystepuje zmienno$¢ w obrebie genu HK2. Zidentyfikowane polimorfizmy
wykazujg istotng asocjacj¢ z wybranymi cechami tucznymi, rzeznymi oraz jako$cig mig¢sa
u $win réznych ras.

Whnioski. Gen HK2 moze kandydowa¢ do miana genu markera genetycznego

wybranych cech tucznych.
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9. Abstract

Nowadays, intensive research is conducted to improve the quality of pork. The quality
of meat is a set of features that determine its utility value and features that determine its
nutritional value for a consumer. However, for a modern consumer, among the numerous
parameters that characterise meat, the most important are: colour, tenderness, juiciness, as well
as taste and smell, i.e. organoleptic parameters. The reasons for the above phenomenon are
multi-faceted and include both environmental and genetic aspects. Understanding them in terms
of association with the quality of pork may, in the future, enable the selection of animals with
a preferred genetic variant, whose meat will be characterised by more favourable meat quality
parameters. This is a priority issue for pig farmers and producers. In this context, the analysis
of polymorphic variants of the HK2 gene in terms of the performance characteristics of pigs
and pork quality parameters can be considered justified due to the biological role
in the regulation of the glycolysis process, as well as due to the molecular nature of the
mechanism indicating the variability of the encoded proteins.

The aim of this dissertation. The aim of this study was to detect polymorphisms in the
gene encoding hexokinase 2 (HK2) in domestic pig (Sus scrofa domestica) and to determine
the potential relationships between the genotypes of the analysed gene fragments
and the performance characteristics of pigs (fattening and slaughter) and selected parameters
of meat quality.

Materials and methods. The research covered 722 pigs of 3 breeds: Polish Landrace,
Polish Large White and native breed Putawska. The animals were kept at Pig Tests Stations
(National Research Institute of Animal Production) in Balice, Poland. Feeding and housing
conditions were consistent for all animals. Genomic DNA was isolated from longissimus dorsi
muscle with the use of A&A Biotechnology (Poland) sets: Sherlock AX and Genomic Mini.
In the first phase of the research, exons in the gene HK2 had to go through PCR-HRM method.
Fragments of PCR amplification selected by this technique, and the obtained products were
sequenced using the Sanger method. 15 mutations were found in the analysed HK2 gene
fragments. For two identified polymorphisms, SNP type located in the splicing region of exon
7 (9.68177052A> G) and in exon 12 (g.68167661C> T), an appropriate molecular method was
developed (PCR-RFLP and PCR-ACRS, respectively) allowing to determine the frequency
of selected mutations on a larger group of animals. Statistical analysis was performed using
the SAS / STAT software.
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Results. The obtained frequencies of the polymorphic variants of the analysed gene
show that there is variability within the HK2 gene. The identified polymorphisms show
a significant association with selected fattening and slaughter characteristics as well as meat
quality in pigs of various breeds.

Conclusions. The HK2 gene may be a candidate gene for a genetic marker gene
of selected fattening traits.
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10. Suplement

Zidentyfikowane mutacje, znajdujace si¢ w regionach kodujacych:
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Fotografia 1. Chromatogram uzyskany po sekwencjonowaniu 7 eksonu genu HK2. Na niebiesko

zaznaczono miejsce wystapienia zidentyfikowanej mutacji: g.68177221A>G.
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Fotografia 2. Chromatogram uzyskany po sekwencjonowaniu 7 eksonu genu HK2. Na niebiesko
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zaznaczono miejsce wystgpienia zidentyfikowanej mutacji: g.68177052A>G.
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Fotografia 3. Chromatogram uzyskany po sekwencjonowaniu 10 eksonu genu HK2. Na niebiesko

zaznaczono miejsce wystgpienia zidentyfikowanej mutacji: 9.68170400G>A.
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Fotografia 4. Chromatogram uzyskany po sekwencjonowaniu 10 eksonu genu HK2. Na niebiesko

zaznaczono miejsce wystapienia zidentyfikowanej mutacji: g.68170367C>T.
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Fotografia 5. Chromatogram uzyskany po sekwencjonowaniu 11 eksonu genu HK2. Na niebiesko

zaznaczono miejsce wystgpienia zidentyfikowanej mutacji: g.68168346A>G.
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Fotografia 6. Chromatogram uzyskany po sekwencjonowaniu 11 eksonu genu HK2. Na niebiesko

zaznaczono miejsce wystgpienia zidentyfikowanej mutacji: g.68168241A>G.
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Fotografia 7. Chromatogram uzyskany po sekwencjonowaniu 12 eksonu genu HK2. Na niebiesko

zaznaczono miejsce wystgpienia zidentyfikowanej mutacji: g.68167680A>G.
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Fotografia 8. Chromatogram uzyskany po sekwencjonowaniu 12 eksonu genu HK2. Na niebiesko
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zaznaczono miejsce wystapienia zidentyfikowanej mutacji: g.68167661C>T.
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Fotografia 9. Chromatogram uzyskany po sekwencjonowaniu 17 eksonu genu HK2. Na niebiesko

zaznaczono miegjsce wystapienia zidentyfikowanej mutacji: 9.68158274C>A.

Mutacje w regionach intronowych:

Fotografia 10. Chromatogram uzyskany po sekwencjonowaniu 6 intronu genu HK2. Na niebiesko

zaznaczono miejsce wystapienia zidentyfikowanej mutacji: g.68177251del.
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Fotografia 11. Chromatogram uzyskany po sekwencjonowaniu 7 intronu genu HK2. Na niebiesko

zaznaczono miejsce wystapienia zidentyfikowanej mutacji: 9.68176985G>T.
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Fotografia 12. Chromatogram uzyskany po sekwencjonowaniu 11 intronu genu HK2. Na niebiesko

zaznaczono miejsce wystapienia zidentyfikowanej mutacji: 9.68168211_68168214del.
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Mutacje w regionie 3’UTR:

"N N REETE ' RPRURECT [ RRCRNEO A
ACTTTGGAGCCTGAACCTGCAANMTTTCTAG
650 660 670

ot

I Ewi-I-w
TTC

0 670 680

i .MAALMHM.L, i n}lhﬂ,shum,

_——

[ | i-1
TGGAGAGCAT ccC

bl .,mnmmm  _

Fotografia 13. Chromatogram uzyskany po sekwencjonowaniu regionu 3’UTR genu HK2.

Na niebiesko zaznaczono miejsce wystgpienia zidentyfikowanej mutacji: g.68155640A>G.
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GAGGSYKGRCAACCGTWRRLECICCCCCAGAAGCTGGAAGAACTT

Fotografia 14. Chromatogram uzyskany po sekwencjonowaniu regionu 3’UTR genu HK2.

Na niebiesko zaznaczono miejsce wystgpienia zidentyfikowanej mutacji: 9.68156013dup.
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Fotografia 15. Chromatogram uzyskany po sekwencjonowaniu regionu 3’UTR genu HK2.
Na niebiesko zaznaczono miejsce wystapienia zidentyfikowanej mutacji: g.71332094G>A.
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