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Usmerjeno nalaganje mascevja pri domacih zivalih postaja vse pomembnejsi faktor
pri ekonomiki vzreje. Na zamasCenost vpliva veliko Stevilo genov, okolje in
interakcija med geni in okoljem. Identifikacija novih genov za to kompleksno
lastnost je lahko koristna pri razumevanju pojava ter terapiji debelosti pri ljudeh in
pri domacih zivalih. Za odkrivanje novih lokusov, ki vplivajo na kvantitativne
lastnosti — t.i. kvantitativnih lokusov (angl.: quantitative trait loci, QTL), so zelo
primerni zivalski modeli na glodavcih, ker imajo kratek generacijski interval ter
dobro raziskane genomske vire. Raziskavo smo izvedli na linijah misi, ki so bile
dvosmerno selekcionirane (53 generacij) na visji (debela linija F) oziroma nizji
(vitka linija L) odstotek mascevja. Preucevali smo vpliv kongenega odseka Fob3b
na kromosomu 15, na zamascenost (skupni adipozni indeks), ter na maso
posameznih masCobnih depojev (mezenterialne, abdominalne, femoralne in
gonadne mascobe). Analizo smo izvedli na F; krizancih mi$i med kongeno linijo
I5SFHM (M), ter debelo selekcijsko linijo F. Linija M ima kratek odsek v blizini
QTLa Fob3b, ki izvira iz vitke linije L, sicer je genetsko ozadje enako linij F. Po
krizanju debele linije F s kongeno linijo M smo dobili F; generacijo heterozigotnih
potomcev. F; potomce smo med seboj krizali in dobili potomce F, generacije v
skladu s 1. Mendlovim zakonom dedovanja 1:2:1 za genotipe FF, FL in LL, kar
smo potrdili z ¥* testom. Analiza fenotipskih podatkov (t-test) je pokazala, da
podro¢je Fob3b debele linije F statistiéno znacilno povefuje maso mezenterialne
mascobe pri samicah. Za ostale lastnosti nismo odkrili statisticno znacilnih
povezav. V prihodnje bi bilo potrebno poizkus ponoviti na Se ve€jem vzorcu F,
zivali — Ce bi slednji potrdili rezultate naSe Studije, potem je odkriti lokus lahko
zanimiv za nadaljnje preucevanje genetskih dejavnikov na razvoj trebusne
mascobe, ki pri ljudeh prispeva k razvoju metabolnega sindroma in drugih bolezni,
pri domacih zivalih pa predstavlja neZeleno komponentno rasti.
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Obesity presents a growing health problem and an unwanted component of growth in
domestic animals. Identification of new obesity causing genes will be useful in
illuminating the genetic basis of this complex trait and might help to control obesity
in humans and domestic animals. Fat accretion is controlled by several genetic and
environmental factors as well as their interactions. Animal models, especially
rodents, present a valuable tool for identification of loci affecting quantitative traits
(QTL) due to their short generation interval and well established genomic
resources. Our study focused on the polygenic mouse model divergently selected
(53 generations) on high (Fat line, F) or low (Lean line, L) body fat percentage and
evaluation of phenotypic effects of a genomic segment near QTL Fob3b from
mouse chromosome 15 on various obesity-related traits such as weights of fat
depots (mesenterial, abdominal, femoral in gonadal) and combined adipose index.
Analysis was perfomed on an F; cross between a congenic line FHM (M) and a
high fat selection line F. The congenic line M contains a short genomic segment
around QTL Fob3b that originates from the lean line L but has otherwise a genetic
background of line F. Parental lines F and L were crossed to produce F;, which
were in turn intercrossed to produce segregating F, population in line with the
Mendelian inheritance 1:2:1 for genotypes FF, FL in LL as confirmed by a ¥ test.
Phenotypic analysis of F, data (t-test) demonstrated that Fob3b region from the F
line statistically significantly increases the weight of mesenterial fat depot in
females while no significant associations were found for other traits. In the future
this experiment could be repeated on a bigger sample size and if this independent
replicate confirmed our results then this locus might prove useful for further
genetic and functional studies. Namely in humans mesenterial fat depot has a
critical role in developing metabolic syndrome with very negative health
consequences, on the other hand, if such locus affects mesenterial fat in domestic
animals it could be used in selection schemes to decrease this fat depot in livestock
species.
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FLI — linija selekcionirana na visji odstotek mascob (F- angl. fat)

LHI — linija selekcionirana na nizji odstotek mascob (L-angl. lean)

FHM - kongena linija M, ki ima Fob3b odsek kromosoma 15 iz vitke linije L

F1 — krizanci prve generacije med linijo F in L

F2 — potomci krizanja F; zivali (druga generacija)

FF — homozigot za alele, ki izvirajo iz debele linije F

LL — homozigot za alele, ki izvirajo iz vitke linije L

FL - heterozigot

Fob3 — kongeni odsek na kromosomu 15, ki vpliva na zamas¢enost

QTL — kvantitativni lokus (angl.: quantitative trait loci )

STD - standardna deviacija

ADI — adipozni indeks

PCR - verizna reakcijo s polimerazo (angl. polimerase chain reaction)
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1 UVOD

Z industrializacijo in preseljevanjem ljudi v velika mesta se je povecalo povprasevanje po
kmetijskih pridelkih. Spremenila se je tako intenzivnost kmetijstva kot prehranjevanje
ljudi. Kmetijske povrSine ne sluzijo samo za proizvodnjo hrane za preZivetje lastne
druzine. Hrana je postala trzno blago, kar je pripeljalo do velikih rastlinskih in zivalskih
pridelovalnih obratov, ki zagotavljajo pridelavo velikih koli¢in hrane za zadovoljitev
potreb prebivalstva, ki Zivi v mestih. Spremenil se je tudi nacin Zivljenje ljudi, vedno man;j
smo fizi¢no aktivni, s tem porabimo manj energije in mascobe se bolj nalagajo v telesne
rezerve. Posledica je debelost in tveganje za nastanek sréno zilnih bolezni, sladkorne
bolezni. Rejci domacih zivali se vedno bolj trudijo zmanjSati zamasScenost zivali, zmanjsati
stroske porabljene krme za enoto prirasta, imeti ¢im manjSe izgube in ¢im ceneje pridelati
hrano. Za nalaganje masc¢evja porabijo zivali veliko energije, zato je zamastitev domacih

zivali velika izguba za rejca.

Nase telo se je skozi evolucijo spreminjalo, kar je bilo odvisno od koli¢in hrane in temu je
bila prilagojena selekcija. Preziveli so var¢ni genotipi, ker so bolje izkoris¢ali hrano. V
zadnjih desetletjih pa so se razmere spremenile, ni ve¢ pomanjkanja hrane, geni, ki so se
ohranjali milijone let, niso ve¢ zazeleni, saj v sedanjih razmerah (obilje hrane, visoko
kalori¢éna hrana, pomanjkanje fizi¢ne aktivnosti) vplivajo na povecevanje rezervnih
mascob tako pri ¢loveku kot pri zivalih. Debelost je kompleksna lastnost, nanjo vpliva
veliko Stevilo genov, ki se na kromosomih nahajajo v obliki kvantitativnih lokusov (QTL).
Pri ljudeh in zivalih je mozno dolociti lokacije podrocij v genomu, kjer lezijo lokusi za
nalaganje mascevja. Veliko tezje pa je natancnejSe kartirati ta podro€ja, sploh pri ljudeh in
domacih zivalih. Pri poskusnih Zivalih (podgane, misi) je mozno natancnejSe kartiranje
doseci z metodo krizanj kongenih linij, ki se razlikujeta v opazovani lastnosti in le v enem
QTL segmentu. Predhodne raziskave krizanja debele (linija F) in vitke (linija L) so
nakazale, da ima odsek imenovan Fob3b na kromosomu 15 pri misih relativno velik vpliv

na nalaganje mascevja.

Namen diplomske naloge je bil preuciti vpliv kongene linije M, ki je kongena na Fob3b

odseku kromosoma 15 za nalaganje mascevja pri miSih. Odkrivanje novih genov za
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debelost je lahko uporabno pri razvijanju novih diagnosti¢nih in terapevtskih pristopov za
zmanjSanje debelosti pri ljudeh ter za ucinkovitejSo selekcijo domacih zivali z manj

telesnih mascob.
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2  PREGLED OBJAV
2.1 GENETIKA NALAGANJA MASCEVJA
2.1.1 Fiziologija nalaganja mascevja

Vzrok za debelost se skriva v motnjah ravnovesja med vnosom hrane in porabo energije.
Ravnovesje uravnava zapleten fizioloski sistem, ki ga uravnava hipotalamus in povezava
Stevilnih perifernih sistemov. Informacije o bilanci energije potujejo kot Ziveni in
hormonalni signali do tkivnih jeder v notranjosti hipotalamusa in do zunanjega
hipotalamusnega jedra. Do jedra pridejo informacije o vnosu hrane, razpolozljivih zalogah
energije v mascobnem tkivu in telesni aktivnosti. Hipotalamus vpliva na fizioloske
dejavnike in vedenjske spremembe preko avtonomnega zivcevja in endokrnega sistema. V
medsebojno delovanje so vklju¢eni hormoni, nevropeptidi, nevrotransmiterji, ki vplivajo
na energijsko bilanco organizma. Kljucni hormon je leptin, anoreksigeni hormon. Leptin se
izloCa iz belega mascobnega tkiva in po krvnem obtoku potuje do mozganov, kjer spodbuja
ali zavira sproSc¢anje nevrotransmiterjev, ki so odgovorni za kratkotrajno regulacijo apetita

(Bell in sod., 2005).

Regulatorni sistem deluje v smeri zas¢ite organizma pred izgubo telesne mase, ne pa tudi v
smeri pridobivanja teze. Koncentracija leptina v telesu se poveca ob poveCanem nalaganju
mascevja, poveca se zauzivanje hrane in nastane ve¢ moznosti za razvoj debelosti.

Evolucija tezi k ohranjanju zalog telesne mascobe za primer stradanja (Bell in sod., 2005).

Za razjasnitev fenotipskih podatkov se poizkuSa poiskati in razjasniti kandidatne gene, ki
naj bi vplivali na gensko osnovo nalaganja mascevja. Za razumevanje fenotipskih lastnosti
telesne mase so mo¢no pripomogle genske raziskave iskanja novih genov na zivalih (Bell

in sod., 2005).

2.1.2 Odkrivanje kvantitativnih lokusov (QTL)

Na nalaganje mascevja vpliva zapletena kombinacija genskih in okoljskih vplivov. Kot

zelo dobra alternativa neposrednim Studijam pri ¢loveku so se izkazali poizkusi na



Rant P. Natanénejs$e kartiranje kvantitativnega lokusa Fob3b za zama$¢enost v F, krizanju ... linij misi. 4
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2009

glodavcih. Poznavanje genov na zivalskih modelih, ki vplivajo na presnovo in nalaganje
mascevja, bi lahko pomembno pomagalo pri razvoju diagnosti¢nih metod pri domacih
zivalih in kot osnova za terapijo pri ¢loveku. Genom je zelo dobro raziskan, prinasa pa
nam tudi druge prednosti. Glodavci imajo visoko stopnjo reprodukcije, kratek generacijski
interval, nizke stroske vzdrZevanja, moZznosti kontroliranja in standardizacije njihovega
okolja ter relativno preprosto merjenje lastnosti (Jerez-Timaure in sod., 2005; Bunger in
sod., 2005). Misi predstavljajo odlicen model za raziskovanje lastnosti, saj so geni
evolucijsko dovolj sorodni z geni pri domacih zivalih in ¢loveku (Mehrabian in sod.,
1998). Poleg tega imamo pri miSih razvite selekcionirane linije, ki so odlicna osnova za
raziskovanje in razumevanje kompleksne zgradbe procesov nalaganja mascevja (Jerez-

Timaure in sod., 2005).

Na Biotehniski fakulteti, na Oddelku za zootehniko v Domzalah potekajo raziskave
kvantitativnih lokusov (angl.: quantitative trait loci (QTL)) kromosoma 12 in 15, ki
vsebujeta alelne variante, odgovorne za nalaganje mascevja pri misih in del teh raziskav je
cilj pri¢ujode diplomske naloge. Studije so odkrile $tevilne kromosomske regije, ki
vsebujejo gene za debelost pri misih. Vendar pa so samo nekaj teh regij uporabili za

natancnejsSe kartiranje kongenih linij (Diament in sod., 2004).

Podrobno gensko kartiranje QTL na Fob3 odseku na kromosomu 15 so preucevali tudi
Stylianou in sod. (2004). Iz debele linije F in suhe linije L so s pomocjo rekombinantov

pridobili kongeno linijo F"®

. Kongeno linijo so povratno krizali z genskim ozadjem
debele linije F in iz potomcev so izbrali rekombinante, ter razkrili, da je regija Fob3

sestavljena iz vsaj dveh manjsih, Fob3a in Fob3b regije.

Na kromosomu 2 so Lembertas in sod. (1997) prvi identificirali kvantitativni lokus za
debelost. Ta regija na kromosomu 2 je homologna regiji na kromosomu 20 pri ¢loveku.
Leta 2004 so Warden in sodelavci kvantitativen lokus potrdili na drugi kongeni liniji misi.
Estrada-Smith in sod. (2004) so podrobneje raziskali ze prej odkrit kvantitativni lokus
MOB na mis§jem kromosomu, ki vpliva na debelost, odpornost na inzulin in dislipidemijo.

Znotraj kvantitativnega lokusa so nasli vsaj dva kandidatna gena. Jerez-Timaure in sod.
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(2004) so izolirali in natanc¢neje opredelili podrocje, kjer se nahaja kvantitativni lokus
MMU2 na mi$jem kromosomu 2, ki ima vpliv na rast in debelost. Preucevali so linijo
MB?2, ki so jo dobili z zamenjavo alela M16i z alelom C57BL/6J. Pri petnajstih tednih
starosti je bila opazna razlika med MB2 in starSevsko linijo M16i. MB2 je bila za 15%
lazja, imela je manjSo vsebnost mascobe, ne glede na kolic¢ino zauzite krme in spol Zivali.
Posredno je bila ugotovljena statisticno znacilna razlika za upad nivoja leptina, inzulina in
glukoze pri preucevani liniji. Rezultati so potrdili prisotnost in velik vpliv kvantitativnega
lokusa C57BL/6J na mi§jem kromosomu 2. Kongena linija MB2 je lahko dober vir za
prepoznavanje poti in mutacij genov, ki so odgovorni za rast in debelost. Pred to raziskavo
so Diamont in sod. (2004) objavili rezultate raziskave na kongeni liniji miSi BSB. Nasli so
pomemben QTL za odstotek telesne mascobe na kromosomu 2 v neposredni blizini lokusa

Agoulti.

York in sod. (1999) so preucevali pomemben prehransko odvisen lokus, ki je povezan z
debelostjo, pri kongeni liniji na mi§jem kromosomu 7. Ovrednotili so ucinek visoko
kaloricne hrane. V F, generaciji so krizali liniji mi§i CAST/Ei in C57BL/6J. Ozadje
kromosoma kongene linije je bilo od linije C57BL/6J, kratek odsek kromosoma 7 pa od
linije CAST/EL. Rezultati so pokazali, da je imela kongena linija za 50 % nizjo vrednost
podkoznega masevja in magcobnih blazinic pri obeh spolih. Zivali hranjene z nizko
kalori¢no hrano niso pokazale statisticno znacilne razlike za nalaganje mascobnih depojev.
Avtorji $e porocajo, da oba gena v kongenem odseku vplivata na nalaganje mascevja,
najbolj izrazito pri visoko kalori¢ni hrani. Ni pa jim uspelo dokazati povezave med
kongeno linijo in tem, koliko krme so Zivali dejansko zauzile. Diament in Warden (2004)
sta dokazala, da se na kvantitativnem lokusu kromosoma 7 nahajajo najmanj trije geni, ki

vplivajo na debelost.

Veliko raziskav je bilo opravljenih tudi na gospodarsko pomembnih lastnostih pri domacih
zivalih. PreuCevane so bile Stevilne polimorfne regije, 16 pri ¢loveku, 19 pri govedu in 6
pri prasi¢ih. Pri ¢loveku so preiskovali vzroke za debelost, sladkorno bolezen in mozno
povezavo z rakom na prostati. Pri govedu in prasicih so trenutne raziskave usmerjene v

proizvodnjo in kakovost mesa, zauzivanje krme, mle¢nost, vpliv na razmnozevanje ter
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nalaganje intramuskularne mascobe (Van der Lande in sod., 2005). Vzoréne mutacije
i8¢ejo s pomocjo QTL programov, odkrivanja polimorfizmov v kandidatnih genih in
drugih genskih pristopov. Polimorfne gene odkrivamo z genotipizacijo (Renand in sod.,

2003).

Iskanje polimorfizmov v kandidatnih genih, ki imajo statisticno znacilen ucinek na
pricakovano lastnost, lahko pripomore k identifikaciji genov, ki kontrolirajo to lastnost, ali
pa predstavljajo genske oznacevalce za vzor¢ne kvantitativne lokuse (Bindon, 2004).
Polimorfizme, ki se pojavljajo v kandidatnem genu lahko testiramo v razli¢nih populacijah
za njihove fenotipske ucinke. Dolocen delez fenotipske variabilnosti lahko pojasnimo, ¢e
dokazemo statisticno znacilno povezavo med genotipom in preucevano lastnostjo.
Preucevanje kandidatnih genov je enostavnejSe kot iskanje QTL, ki zahtevajo dolgotrajne
in kompleksne poizkuse. Poleg tega so polimorfizmi v kandidatnih genih bolj robustni (se
pojavljajo v veC razlicnih populacijah in pasmah kot QTL), mozno je tudi odkriti

polimorfizme z relativno nizkimi fenotipskimi u¢inki (Wu in sod., 2005).

2.1.3 Nalaganje mascevja pri zivalih
2.1.3.1 Genomske analize za dolo¢anje QTL, ki vplivajo na zamascevanje pri zivalih

Objavljene so stevilne Studije, ki preucujejo povezave polimorfizmov v kandidatnih genih
na lastnosti rasti in klavne lastnosti (kakovost mesa, marmoriranost). Vecina $tudij pri
govedu izvira iz Severne Amerike in Avstralije (Renand in sod., 2003). V avstralski
govedoreji je izboljSanje marmoriranosti postal pomemben dejavnik pri izvozu mesa.
Znanstveniki so zelo pomagali rejcem z nasveti pri rejskih odlocitvah, ki izboljSajo
marmoriranost (Pernell, 2004). Za sedem pasem je ze ocenjen njihov predviden odstotek
intramoskularne masc¢obe. Ocene dednih lastnosti kazejo, da bo genski napredek vecji, ¢e
bomo odbirali na odstotek marmoriranosti. CSIRO/MLA so odkrili alel za marmoriranost
na kromosomu 14 pri govedu, ki vsebuje genske markerje za to lastnosti. Poimenovali so
ga »Gene STAR marbling«, ki je sedaj v §irSi uporabi. Ostala obetajoca kromosomska

podrocja se Se raziskujejo (Bindon, 2004).
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Vpliv prehrane je do neke mere Se vedno problematic¢en. Splosno znano je, da visoko
energijska zitna krma dosega boljSe rezultate pri povecevanju marmoriranosti, kot
prehranjevanje na pasi z voluminozno krmo. Med Ziti boljSe ucinke dosega koruza kot
je¢men. Raziskave so bile opravljene tudi z vec¢jo vsebnostjo beljakovin, mascob, z ali brez
kalcija v krmi. Ni¢ od tega ni prineslo oprijemljivih rezultatov. Edina izjema so avstralske
velike farme, ki namensko vzrejajo govedino za japonsko trzis€e. Njihovi rezultati pa

zaradi komercialnih interesov niso javno dostopni (Bindon, 2004).

Trendi nakazujejo, da imajo potros$niki rajsi marmoriarano meso, ker je bolj mehko in
socno. Zanimivo pa je, da so znanstveniki ugotovili, da marmoriranost nima vpliva na
okus, saj so snovi, ki izgrajujejo okus, topne v vodi (Bindon, 2004). Francozi pa porocajo o
rezultatih, da odbiranje na povecano miSicno maso prinasa mehkejSe meso, vendar

slabSega okusa (Renand in sod., 2003).

Curi in sod. (2006) so raziskovali lastnosti rasti in klavne lastnosti v povezavi z genetskim
polimorfizmom GH1/Alul in POU1F1/Hinf\ pri zebu govedu in krizancih v intenzivnih
rejah. Poizkus so izvedli na 79 Zivalih nellore pasme, 30 Zivalih conchim (5/8 Sarole + 3/8
zebu) in 275 krizancih med simentalskimi in angus oceti z nellore materami. Rezultati so
pokazali statisticno znacilno razliko med genotipom LL na polimorfizmu GH1/Alul za
ve¢jo telesno maso. Polimorfizem POULF1/HIinf\ pa ni pokazal statisticno znacilnega
ucinka. Na tej populaciji goveda v intenzivni reji je bila pred tem izvedena raziskava na
polimorfna gena CSN3 in LGB, ki sta bila znana po tem, da vplivata na preucevane
lastnosti. Rezultati pa so pokazali prav nasprotno, saj polimorfizma nista imela nobenega
vpliva na rast in klavne lastnosti (Curi in sod., 2005a). Curi in sod. (2005b) so na tej
populaciji izvedli Se eno raziskavo. Ocenjevali so ucinke alelov in frekvence genov rastnih
hormonov, in sicer polimorfizmov IGF-1/SnaBi, IGF-IR/Tagl in GHRH/HowlII. Opazna je
bila povezava med genotipom rastnega hormona IGF-1/SnaBi, telesno tezo in podkoznim
mascevjem. IGF-IR/Taql in genski polimorfizem GHRH/HowIII pa nista imela povezave s
prirastom. Chaung in Kim (2005) sta preucevala lokalne pasme goveda v Koreji in prisla
do statisti¢no znacilnih rezultatov iskanja polimorfizmov v IGF-I genu na telesno maso pri

treh mesecih. Polimorfizmi v MYFS5 genu, pa niso pokazali statisticno znacilnih povezav.
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Pri pasmi angus so Li in sod. (2004a) iskali polimorfizme v genih IGF-1 in MYF5.
Rezultati so pokazali ravno nasprotno kot raziskave na korejskih pasmah. IGF-1 ni pokazal
statisticno zancilne povezave, medtem ko so pri MYFS nasli povezavo polimorfizmov z
lastnostmi rasti in klavnimi lastnostmi. Pred tem je bila na angus govedu na IGF-1 genu za
lastnosti rasti izvedena Se ena raziskava. Ge in sod. (2001) so raziskovali vpliv genskega
markerja z inzulinu podobnim rastnim faktorjem IGF-1 v krvnem serumu za lastnosti rasti.
Cilj raziskave je bil oceniti genski marker na regiji promotorja v genu IGF-1. Markerje so
iskali pri 760 teletih, ki so jih pridobili iz razli¢nih linij, selekcioniranih na visoko in nizko
koncentracijo IGF-1 gena v krvnem serumu. Spremljali so priraste telet v razli¢nih
obdobjih po odstavitvi. Rezultati analiz so pokazali statisticno znacilno povezavo
dominantnega genotipa BB, z ve¢jim prirastom v prvih dvajsetih dneh po odstavitvi. Nizja
koncentracija IGF-1 gena v krvnem serumu je pokazala statisticno znacilno razliko pri
dominantnih genotipih BB na vecje pridobivanje teze po odstavitvi, medtem ko pri vi§ji
koncentraciji IGF-1 gena v krvnem serumu niso nasli statisticno znacilne razlike. Avtorji

Se navajajo, da bi bilo potrebno ucinke potrditi Se pri drugih populacijah goveda.

Li in sod. (1990) so odkrili mutacijo na genu Pit-1, ki privede do odsotnosti proizvodnje
rastnega hormona. Na Pit-1 genu je bila izvedena raziskava s pasmo angus. Pit-1 gen je
posredno povezan s sistemom GH-IGF-1, ki kontrolira razvoj hipofize in izrazanje njenih
hormonov. Uporabili so ga za raziskavo genskih markerjev, ki vplivajo na rast in klavne
lastnosti. Odkrili so nekaj polimorfizmov na odseku 2 do 6 na Pit-1 genu. Vpliv na rast in

klavne lastnosti pa ni bila dokazana (Zaho in sod., 2004).

Poleg stevilnih Studij polimorfizmov v genu GH-IGF-1, ki ima sploSen vpliv na lastnosti
rasti in zamasCenost, so raziskovalci preucevali tudi bolj specifi¢ne gene v fiziologiji
nalaganja mascevja. Veliko raziskav je bilo opravljenih z leptinskim genom (LEP), ki
kodira hormon, izrazen ve¢inoma v belem masc¢obnem tkivu. Schenkel in sod. (2005) so v
svoji $tudiji raziskovali pet polimorfizmov v leptinskem genu. Analizirali so samo $tiri, saj
sta UASMS2 in UASMS3 popolnoma povezana. Rezultati so pokazali, da polimorfizma
E2JW in E2FB potrjujeta statisticno znacilno povezavo za nalaganje mascevja in kakovost

mesa. Polimorfizma UASMS1 in UASMS3 nista nakazala statisticno znacilne povezave.
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Nkrumah in sod. (2005) pa so prisli do rezultata, da zivali genotipa TT na UASMS2 in
zivali genotipa GG na UASMS3 vplivajo na rast, presnovo beljakovin in klavne lastnosti.
Buchanan in sod. (2002) so dokazali, da imajo britanske pasme goveda ve¢jo pogostost
alel T, kontinentalne pasme pa alel C. Alele T so imele zivali z boljSo konstrukcijo. Tudi

Leganigro in sod. (2003) so dokazali, da leptin vpliva na nalaganje masc¢obnega tkiva.

Jiang in sod. (2005) so preucevali polimorfizem TFAM za marmoriranost in podkoZzno
mascevje pri wagyu in limuzin pasmi goveda. Mitohondrijski faktor TFAM je protein, ki
regulira iniciacijo prenosa in replikacijo mitohondrijske DNA (mtDNA). Pomanjkanje tega
proteina v mtDNA naj bi bilo povezano z debelostjo pri misSih. Avtorji so podali hipotezo o
TFAM genu, ki naj bi vplival na nalaganje mas€obnega tkiva in presnovo. V $tudiji na
govedu so ugotovili, da TFAM igra pomembno vlogo pri presnovi mascob in je

najverjetneje mocan kandidatni gen za debelost pri sesalcih.

Na F; krizancih med wagyu in limuzin so Michal in sod. (2006) analizirali FABP4 gen na
kromosomu 14, ki ima pomembno vlogo v metabolizmu mascob. Dolo¢eni polimorfizmi v
genu FABP4 imajo statisticno znacilne ucinke za koli¢ino podkozne in intramoscularne
mascobe v F, populaciji krizanja. Dodatna vrednost te Studije je v tem, da FABP4
kandidatni gen lezi v podrocju, kjer je bil Ze predtem kartiran QTL za intramoscularno
mascobo. Rezultat je potrdil dejstvo, da je FABP4 primeren kandidatni gen za nadaljnje

raziskovanje zamascevanja.

Na kromosomu 14 pri govedu se nahajata tudi genska polimorfizma v genu TG in v genu
DGATL1. Lokusa sta odgovorna za nalaganje intramoscularne masc¢obe. Barendese je Ze leta
1999 patentiral oznacevalec v genu kot pozicijski in funkcionalni kandidatni gena za
intramoscularno mas¢obo. Alel TG5 poviSuje marmoriranost mesa in diagnosticni test je Ze
v komercialni rabi (imenovan »Gene STAR marbling«, Bindon, 2004). Studija Thaler in
sod. (2003) je analizirala u¢inke, polimorfizma v genu TG in DGAT1 pri nemski ¢rno-beli
pasmi in charole pasmi. Avtorji porocajo o statisticno znacilnih u¢inkih na marmoriranost
pri obeh pasmah, vendar so bili u¢inki vezani le na dolo¢eno skupino misic. Polimorfizmi

v genu DGATL so bili statisti¢no znacilni pri miSici musculus semitendinosus, medtem ko
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so imeli polimorfizmi v genu TG pomemben ucinek pri misici m. longissimus dorsi.
Studija je zanimiva tudi zaradi odkritja, da sta uéinka dveh tesno vezanih genov TG in
DGAT1 neodvisna in imata recesiven nacin dedovanja. Avtorji Se dodajajo, da bo to
dejstvo potrebno upostevati pri ciljnih programih vezanih na polimorfizme v genih TG in

DGAT1, da bo dosezen optimalen genski napredek marmoriranosti.

Wu in sod. (2005) so testirali u¢inke polimorfizmov DGAT1, FABP3, GH, TG in leptina,
ki so znani po tem, da vplivajo na debelino podkoznega mascevja pri govedu. V tej
raziskavi so uporabili Bayesianov model selekcije, da bi ocenili vplive petih genov s
primerjavo na naklju¢nih modelih. Fenotipske podatke so dobili od F, populacije wagyu in
limozin ¢rede goveda. Vseh pet kandidatnih genov je imelo statisticno pomemben vpliv,
vendar je bilo odstopanje podkoznega mascevja nesistemati¢no. Gen DGAT1 se je izkazal
kot gen z najvecjim ucinkom, ne glede na naklju¢nost populacije. Imel je Se dodatno

najvecji vpliv na povecanje podkoznega mascevija.

Vecina omenjenih Studij na govedu v pricujoci diplomski nalogi temelji na raziskavah
polimorfizmov, ki so odgovorni za marmoriranost, nalaganje mascevja, rast, presnovo,
pred zakolom. Pomembno vlogo pri zagotavljanju mehkobe mesa pa ne daje samo
medmisSi¢na mascoba, ampak tudi zorenje mesa po zakolu. Casas in sod. (2006) so
raziskovali vpliv encima calpain na genu CAPNL1 in encima calpastatin na genu CAST na
mehkobo in okusnost mesa. Ugotovili so, da polimorfizem v genu CAST1 pomembno
vpliva na mehkobo in okusnost mesa, medtem ko polimorfizem v genu CAST ni nakazal
statisticno znacilne povezave. Casas in sod (2000) so krizali belgijsko plavo govedo z
MARC III in piemonteze z amerisko angus pasmo. Zeleli so dologiti QTL za gospodarsko
pomembne lastnosti. Pri krizanju z belgijsko plavo pasmo so nasli QTL na kromosomu 6,
ki vpliva na rojstno maso, maso klavnega trupa in miSico hrbtnega obmoc¢ja, za
marmoriranost se QTL nahaja na kromosomu 17 in 27. Krizanje s piemonteze pasmo je

nakazalo QTL na kromosomu 5 in ima vpliv na koli¢ino masc¢obe.

Casas in sod. so leta 2003 objavili Se eno Studijo raziskovanja gospodarsko pomembnih

lastnosti pri govedu. Krizali so liniji Bos indicus z Bos taurus. Odkrili so QTL na
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kromosomu 5, ki ima vpliv na rojstno maso in na hrbtno obmocje. Na kromosomu 6 se
nahaja QTL, ki ima vpliv na hrbtno obmoc¢je in na kromosomu 21 so nasli QTL, ki ima
vpliv na rojstno maso. Odkrili so Se nekaj QTL na razlicnih kromosomih, ki so bili blizu
statisticno znacilne povezave. Raziskali so celoten genom populacije krizanja Bos indicus z

Bos taurus.

Debelina podkozne mascobe na hrbtu je ena glavnih kvantitativnih lastnosti, ki vpliva na
kakovost govejega mesa. Moore in sod. (2003) so natan¢neje preucili QTL odgovoren za
nalaganje hrbtne mascobe pri govedu komercialne linije Bos taurus. Preucevali so QTL
SNP, DGAT1, TG in EBV. Rezultati so pokazali statisticno znac¢ilno povezavo na
kromosomu 14 za nalaganje hrbtne mascobe (EBV). Ostali QTL so statisticno znacilno
povezavo nakazali, zato bi bilo v prihodnje smiselno raziskavo ponoviti na drugi populaciji

zivali.

Li in sod. (2004b) so prav tako preucevali debelino hrbtne mascobe pri komercialni liniji
goveda Bos tourus. Opredelili so QTL na kromosomih 2, 5, 6, 19, 21 in 23. Na kromosomu
5 so nasli eno statisticno znacilno povezavo, na kromosomu 6 tri, na kromosomu 19 tri, na
kromosomu 21 eno in na kromosomu 23 eno. Rezultat je zanimiv za nadaljnje Studije

kartiranja na debelino hrbtnega mascevja pri govedu.

Ikeobi in sod. (2002) so iskali in dolo¢ili QTL, ki vpliva na tezo abdominalne mascobe,
koznega mascevja in porazdelitev mascobe. Uporabili so 422 pis¢ancev iz F, generacije
(422 piscancev iz 30 krizanih starSev). QTL za tezo abdominalne mascobe so nasli na
kromosomih 3, 7, 15 in 28, na kromosomih 1, 5, 7 in 28 so nasli QTL pri fenotipskih
podatkih (pri zakolu). QTL, ki vpliva na koZzno in podkozno mascevje so nasli na 3, 7 in 13
kromosomu, medtem ko so QTL za tezo koznega mascevja ob zakolu nasli na 3 in 28
kromosomu. QTL na 5, 7 in 15 kromosomu vpliva na tezo koZnega mascevja in
abdominalne mas¢obe. Spol in druzina v teh poskusih nista imela nobenega vpliva. Za vse
statisti¢no znacilne lokacije QTL so odkrili, da pomembno vplivajo na nalaganje mascevja

v abdominalni votlini. Nasli niso nobenega QTL, ki pomembno vpliva na nalaganje
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koznega mascevja, nasli pa so en QTL, ki ima vpliv na razporeditev mascobe. QTL na

kromosomu 7 je imel ve€ kot 20 % vpliv nalaganje abdominalne mascobe.

Jennen in sod. (2004) so preiskovali in dolocali QTL, ki vpliva na nalaganje masScevja pri
pitovnih pisc¢ancih. Uporabili so krizance dveh razlicnih brojlerskih linij, ki izhajata iz
pasme bela plimutka. Genotipizirali so 20 potomcev F; generacije in 456 potomcev F;
generacije. Tri skupine iz F3 generacije so sluzile za zbiranje fenotipskih podatkov. Zbirali
so podatke o telesni tezi, tezi abdominalne mascobe in odstotek abdominalne mascobe pri
starosti 7, 9 in 10 tednov. Nasli so 26 QTL v 18 regijah v kromosomul2. Na kromosomu 1
so nasli QTL odgovoren za nalaganje abdominalne mascobe pri 10 tednih starosti. Za
telesno tezo pa so pri isti starosti nasli QTL na kromosomu 13. Veliko domnevnih QTL so

nasli na kromosomih 1, 2, 4, 13, 15, in 18.

McElroy in sod. (2006) so raziskovali genske regije, ki vplivajo na odstotek belega mesa,
rast in klavne lastnost v F, generaciji krizancev dveh gensko razli¢nih komercialnih pasem
pitovnih piS€ancev. Genotipizirali so 430 potomcev F, generacije. Dolo¢ili so Sest QTL, ki
vplivajo na odstotek belega mesa, rast in klavne lastnosti ter imajo lahko pomemben vpliv

na nadaljnjo selekcijo.

Zhou in sod. (2006) so iskali QTL na pitovnih piScancih F, generacije, ki so jih pridobili s
krizanjem med brojlersko mosko linijo in zelo gensko izenaceno populacijo zenskih Zivali
pasem leghorn G-B2 in foyoumi M15,2. Podatke so zbirali za dvanajst lastnosti (miSicna
masa prsi, teza abdominalne mascobe, srca, jeter, vranice, miSice femoris ibolik in odstotke
teh lastnosti). Celoten genom je bil genotipiziran z 269 mikrostetalitskimi oznacevalci.
Doloc¢ili so 61 in 45 QTL na razli¢nih kromosomih za vseh dvanajst lastnosti. Rezultati te
Studije bodo povecali znanje o genskih markerjih, ki so povezani z znacilnostmi telesne
zgradbe in bodo pripomogli k procesu odkrivanja genov, ki vplivajo na preucevane
lastnosti. Pridobljeno znanje bodo lahko vkljucili v selekcijske programe za izboljSanje

genskega potenciala zivali.
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2.1.3.2 Kartiranje QTL homolognih z odsekom misjega QTL Fob3b

V tem pregledu se bom omejila na lokuse, ki vplivajo na nalaganje masc¢obe pri domacih
zivalih. Omenila bom le raziskave, ki se nanaSajo na homologno regijo na kromosomu 15
pri misih, na odsek M in so bili Ze raziskani pri govedu in kokoSih, saj imamo na voljo le
primerjalne podatkovne baze, genski seznam, ki vkljucuje kompletno informacijo genske
pozicije (angl.: homology files) za govedo: misi, kokosi: misi. Primerjalna genska mapa je
prosto dostopna na spletu (http//pga.jax.org/qtl/index). Za enkrat za ostale domace zivali Se
ni na voljo podatkovnih baz, ki bi dolo¢ile homologno regijo Fob3b miSjega genoma.
Primerjalna genomika je vedno bolj pomembna in uporabna pri dolo¢evanju QTL v

mnogih bioloskih panogah (Burgess-Herbert, 2008).

e (Govedo

Fob3b je homologen z odseki kromosomov 5, 14 in 17 pri govedu. Po pregledu literature
Casas in sod (2000) so belgijsko plavo govedo krizali z MARC III in piemont z amerisko
angus pasmo. Krizanje s piemonteze pasmo je nakazalo QTL na kromosomu 5 na lokaciji
41-75 cM, ki ima vpliv na koli¢ino maScobe. Casas in sod. so leta 2003 objavili Se eno
Studijo raziskovanja gospodarsko pomembnih lastnosti pri govedu. Krizali so liniji Bos
indicus z Bos taurus in odkrili so QTL na kromosomu 14 na lokaciji 0-22 ¢cM. Moore in
sod. (2003) so krizali komercialno linijo Bos taurus in nasli QTL homologen s Fob3b
odsekom na kromosomu 14 pri govedu s centrom lokacije na 5,125 cM. Li in sod. (2004b)
so prav tako preucevali nalaganje maScobe pri komercialni liniji goveda Bos tourus.
Dolo¢ili so homologen QTL na kromosomu 19. Nasli so tri statisticno znacilne povezave

na lokaciji 41.56-45.92 ¢cM kromosoma 19.

e Kokosi

Fob3b je homologen z odseki kokos$jih kromosomov 1 in 2. Pri pregledu literature smo
nasli dve objavi, ki poroc¢ajo o QTL, ki so homologni M odseku pri misih. Ikeobi in sod.
(2002) so krizali 422 piS€ancev iz F, generacije (422 piS€ancev iz 30 kriZanih starSev).

Homologen QTL z misjim Fob3b so nasli na kromosomu 1 na lokaciji 1333-151 cM.
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Jennen in sod. (2004) so preiskovali in dolo¢ali QTL na kromosomu 1 na lokaciji 33-54
cM za tezo abdominalne maScobe pri kokoSih. Uporabili so krizance dveh razli¢nih

brojlerskih linij, ki izhajata iz pasme bela plimutka.

2.2 RAZVOJPREUCEVANIHLINIJFIN L

Prvotni liniji F in L, ki smo jih uporabljali v raziskavi, izvirata iz Univerze v Edinburghu
na Skotskem. Osnovno populacijo so razvili iz krizanja dveh inbridiranih linij JU in CBA,
kasneje pa so F; generacijo potomcev kriZali z gensko heterozigotno linijo CFLP, ki je bila
pripeljana iz laboratorija Carnworth v Veliki Britaniji. Sledila je tako imenovana
generacija 0, kjer so zivali parili naklju¢no z namenom povecanja populacije. Odbrali so tri
lastnosti (apetit, debelost, proteini) in tako so nastale tri linije: A, F in P. Za vsako lastnost
so selekcionirali tri linije, pri dveh je potekala divergentna selekcija, tretja pa je sluzila za
kontrolno linijo (osebki naklju¢no parjeni med seboj brez selekcije). Za vsako lastnost so
redili mi$i v treh ponovitvenih linijah (skupaj 27 linij). NaSe misi izvirajo iz F linije, zato

se bomo v prihodnje opredelili le nanjo (Sharp in sod., 1984).

Misi linije F so odbirali na odstotek gonadne mascobe v telesu. Znotraj linije so odbirali
po 11 generacijah divergentne selekcije so pokazali priblizno enako spremembo odstotka
gonadne mascobe v obe smeri. Pri miSih, ki so bile selekcionirane na nizji odstotek
gonadne mascobe, se ta zmanjSala za 44 odstotkov, pri miSih selekcioniranih na visji
odstotek gonadne masSc¢obe, pa se je povecala za 36 odstotkov v primerjavi s kontrolno

linijo (Sharp in sod., 1984).

V 20 generaciji so vse tri linije, selekcionirane na nizji ali visji odstotek mascevja zdruzili
v eno linijo. Tako so dobili osnovni dve liniji F (fat) in L (lean). Po 53. generaciji je imela
linija F 22 odstotkov telesnega mascevja, L linijja 4 odstotke, kontrolna linija pa 10

odstotkov (Buenger in Hill, 1999).

Po 59. generaciji so s krizanjem in uporabo genetskih oznacevalcev dolocili polozaj

kvantitativnih lokusov, ki znacilno vplivajo na nalaganje masc¢evja pri teh linijah. Najprej
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so jih preizkusili na starSevskih linijah F in L in ugotovili, da so polimorfni med dvema
linijjama. Horvat in sod. (2000) so ugotovili, da se kvantitativni lokusi za nalaganje
mascevja nahajajo na kromosomih 2, 12, 15 in X. Avtorji Se dodajajo, da imata najvec;ji

vpliv kvantitativna lokusa na kromosomih 12 in 15 (t.i. Fob2 in Fob3).

Horvat in sod. (2000) so krizali F in L linijo, z namenom razvoja kongenih linij na
kvantitativnem lokusu Fob3 na kromosomu 15. Med potomci so izbrali tiste, ki so bili
homozigotni na segmentu Fob3 in jih povratno krizali s prejemno linijo F. Po petih
povratnih krizanjih so dobili tri kongene podlinije, ki so jih poimenovali A, B in D. Linijo
A so izgubili zaradi neplodnosti, B je ostala nespremenjena, pri D liniji so izvedli Se eno
povratno kriZzanje in jo poimenovali U6. Med potomci U6 so dobili precej rekombinantov
iz katerih so razvili Stiri kongene linije FHU, FHK, FHV, FHW. Linija FHU je zaradi
dolgega kongenega odseka na kromosomu 15 sluzila za razvijanje novih kongenih linij s
povratnimi krizanji in iskanjem rekombinatov. Nastale so linije FHB, FHP, FHG, FHL in
FHM. Linija FHM je bila vkljuena v raziskavo na zamasScenost v pricujoci diplomski
nalogi. Nadaljuje se Se razvoj kongenih linij, ki na Oddelku za zootehniko (Biotehniska

fakulteta Univerze v Ljubljani) poteka na kvantitativnih lokusih na kromosomih 12 in 15.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 OPIS LINIJ
3.1.1 Osnovni selekcijski liniji debelih (F) in vitkih (L) linij misi

Liniji mi§i F in L prvotno izvirata iz laboratorija na Skotskem (Edinburgh) in sta rezultat
veC kot dvajsetletne divergentne (dvosmerne) selekcije. Populacijo misi iz katere so se
razvile vse linije, so razvili s krizanjem dveh inbridiranih linij JU in CBA, ter genetsko
heterogene linije CFLP (Sharp in sod., 1984). Osnovna populacija je pred selekcioniranjem
imela povprecni delez masScevja deset odstotkov telesne mase. Divergentna selekcija je
obsegala 53 generacij, vendar se je selekcijski kriterij spreminjal. V prvih 20. generacijah
so bile moske Zivali pri starosti desetih tednov selekcionirane na delez gonadne mascobe v
treh ponovitvenih linijah. V 20. generaciji so vse tri ponovitvene linije pri vitki in debeli
liniji krizali med seboj in tako sta nastali osnovni liniji FLI (F-fat) in FHI (L-lean), ki sta
bili takrat Se neinbridirani. Po dvajseti generaciji se je selekcijski kriterij spremenil, tako da
so celoten delez mascobnega tkiva v telesu moskih Zivali dolocali z metodo suSenja
zamrznjenih evtanaziranih zivali pri 14 tednih. Po 53. generaciji je imela linijja F 22
odstotkov, linija L pa 4 odstotke mascobnega tkiva (Bunger in Hill, 1999; Horvat in sod.,
2000).

F, L in nekatere kongene linije so bile v letu 2003 pripeljane z Univerze v Edinburghu na
Univerzo v Ljubljani in sicer najprej v misjo kolonijo na Veterinarski fakulteti, v aprilu
2004 pa v misjo kolonijo na Oddelku za zootehniko BiotehniSke fakultete. V nasi raziskavi

smo uporabili na zacetku poskusa kongeni liniji FLI (F) in I5FHM (M).

3.1.2 Opis kongene linije M

Kongena linija nastane z nacrtnim krizanjem dveh linij Zivali, ki se mo¢no razlikujeta v
opazovani lastnosti. S povratnimi krizanji prenesemo dolo¢en segment genoma iz ene
linije, t.i. donorske linije na gensko ozadje druge linije, t.i. prejemne linije (Lembertas in
sod., 1997). Med potomci izberemo tiste, ki imajo preneseni odsek na zelenem delu

genoma. Sledi veckratno povratno kriZzanje izbranih potomcev s prejemno linijo in



Rant P. Natanénejs$e kartiranje kvantitativnega lokusa Fob3b za zamas¢enost v F, krizanju ... linij mi§i. 17
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2009

ponoven izbor potomcev, ki so heterozigotni za opazovani odsek. Generacij povratnih
krizanj naj bi izvedli 10 do 12. Nato parimo heterozigotne potomce med seboj (t.i.
intercross, F;), da dobimo homozigote za zeleni donorski odsek genoma (Walkeland in

sod., 1997).

Pri raziskavah kvantitativnega lokusa za nalaganje maséevja Fob3 na kromosomu 15 so
prvotno krizali med seboj liniji F in L. Med potomci so izbrali tiste, ki so bili heterozigotni
na segmentu FOb3 na kromosomu 15. Dobili so tri kongene podlinije A, B in D, ki so bile
kongene na razli¢nih mestih na Fob3 odseku (Stylianou in sod., 2004). Linijo A so kasneje
zaradi slabe reprodukcije izgubili, linijo B (15FHB) so Se naprej povratno krizali in je
ostala nespremenjena. Pri liniji D so izvedli Se eno povratno kriZzanje in jo poimenovali U6.
Med potomci U6 so dobili dovolj rekombinantov, da so jih krizali med seboj. V generaciji
linije 15FHU, 15FHK, 15FHV in 15FHW. Linija 15FHU je zaradi dolgega kongenega
odseka na kromosomu 15 sluZzila naprej za pridobivanje novih rekombinantov. Nastale so

kongene linije 15SFHG, 15FHL in 15FHM.

Kongena linija M je kongena na kromosomu 15 na zelo kratkem odseku, ki vsebuje
kvantitativni lokus Fob3. Celotno gensko ozadje od debele linije F, sam odsek od markerja
D15Mit68 do D15Mit70 pa od vitke linije L. Kongeni del je od donorske linije L. Ostali
del Fob3 odseka na kromosomu 15 je od prejemne linije F. Kongeni del L na Fob3 odseku

kongene linije M naj bi vplival na nalaganje mascevja pri sesalcih.
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3.2 OSKRBA MISI

V prostoru z misjo kolonijo se vzdrzujejo konstantne razmere — temperatura (21°C), vlaga
(relativna vlaga okrog 55%), neprekinjeno prezraevanje — najmanj deset izmenjav zraka
na uro (klimatska naprava Rosenberg), ter osvetlitev: 12 ur svetlobe (podnevi) in 12 ur

teme (ponoci).

Za delo v misji koloniji se drzimo pravil, ki dopus¢ajo le minimalen prenos okuzb iz
okolice. Vrata v kolonijo so vedno zaklenjena, tako da ne prihaja do vstopa
nepooblas¢enega osebja. Pred vhodom se nahaja dezinfekcijska bariera, ki sluzi za
razkuZevanje obutve - preprecitev prenosa okuzbe iz okolice. Nato vstopimo v garderobo,
kjer se preobleCemo v laboratorijska oblacila, zgornji in spodnji del ter obujemo gumijasto
obutev. Na poti do prostora, kjer so zivali, stopimo $e dvakrat v razkuzevalno bariero. Pred
zadnjimi vrati gumijasto obutev zamenjamo z laboratorijsko obutvijo, oblecemo
laboratorijsko haljo, na glavo si nataknemo posebno mreZico, ¢ez obraz dihalno masko, ter
na roke gumijaste rokavice. Vse to je nujno potrebno zaradi zascite Zivali (preprecitev
okuzbe kolonije) ter zaradi zasCite samega obiskovalca (preprecitev alergij, itd...) Ves
material, ki ga nosimo v kolonijo (npr. nove vrece s krmo, nastilom...) je treba pred
vnosom razkuZiti z razkuZilom (Virkon S). Umite kletke vracamo v kolonijo skozi glavni
vhod, umazane pa zlagamo iz kolonije skozi stranska vrata in tako preprec¢imo, da se

krizata Cisti in umazani poti krozenja kletk ter ostale opreme.

3.2.1 Cisenje

Cis¢enje kletk poteka enkrat tedensko. Potrebno je pomiti kletke, dodati sveZ nastilj in
svezo vodo. Skrbi se tudi za CistoCo prostora, naprav in osebja, ki ima stik z Zivalmi.
Prostor je potrebno redno sesati. Vsako stvar, ki pade na tla je potrebno temeljiti razkuZiti.
Osebje mora pogosto razkuzevati roke, saj prihaja v stik z razli¢nimi zivalmi in priborom.
Le z upostevanjem pravil o minimalnem prenosu okuzb iz okolice lahko zagotovimo
visoke higienske in mikrobioloske standarde, ki so pomembni za verodostojnost zbranih

podatkov poizkusa.
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3.2.2 Oprema za misi, voda in krma

e Kletke

Za rejo misi se uporabljata dve vrsti kletk: manjSe (Techniplast) in vecje (Ehret). Manjse
kletke so dimenzije 33 cm dolzina, X 16 cm Sirina in X 12,5 cm viSina. V glavni sobi
kolonije so tri stojala s takimi kletkami (na vsakem stojalu je 64 kletk), ter 1 stojalo z
velikimi kletkami (na vsakem stojalu je 24 kletk). Velike kletke so dimenzije 38 cm

dolzina, X 22 cm S$irina in X 15 cm viSina.

e Voda

Vodo za zivali pripravimo tako, da v 15-litrsko posodo dodamo 13 ml 37% HCI

(zmanjSamo moZznost okuzbe) in potem napolnimo steklenicke.

e Krma (Altromin)

Brikete Altromin 1324 dajemo vsem Zzivalim po volji.

Tabela 1: Sestava surovih hranil (%) za krmno meSanico Altromin

*SS *SB *SM pepel  Kalcij  Fosfor Magnezij Natrij  Kalij

19 4 6 7 0,9 0,7 0,3 0,2 1
*SS = uha snov, *SB = surove beljakovine, *SM = surove mascobe

3.2.3 Postopki in vodenje evidence v koloniji

Ob prihodu v kolonijo se preveri v koledarju, katera opravila nas ¢akajo tisti dan: pregled

na brejost, paritve, odstavitve, tehtanje.

e Postopek in vodenje evidence v primeru novih paritev

Misi dosezejo spolno zrelost okrog Sestega do sedmega tedna starosti. Obi¢ajno smo parili

enega samca z eno samico, v izjemnih primerih pa dve samici z enim samcem (t.i.
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haremska paritev). Ko smo izbrane zivali dali v isto kletko, smo paritev vpisali v

rodovniSko knjigo na list s paritvami.

Najprej smo vpisali Stevilko paritve, ki je sledila Stevilki prej$nje paritve. Zabelezili smo
vse podatke o samici (samicah), samcu ter datum paritve. Na samo kletko s paritvijo smo

vstavili listek, kamor smo prav tako zabelezili iste podatke.

Treba je poudariti, da beseda paritev ne predstavlja enkratnega akta parjenja dveh zivali.
Pod besedo paritev smatramo par (samec in samica), oziroma skupino misi (samec in ve¢
samic skupaj) od trenutka naprej, ko smo ju oz. jih dali v isto kletko (takrat, ko smo paritev
zabelezili na list s paritvami). Paritev se konca takrat, ko zivali lo¢imo med seboj ali
izlo¢imo. Tako v primeru paritve samca z eno samico dobimo v nekem ¢asovnem obdobju
vec gnezd (teoreticno lahko dobimo gnezdo na vsakih 21 do 22 dni), za katera pravimo, da

izhajajo iz iste paritve (Prevorsek, 2005).

V primeru haremskih paritev (en samec in ve¢ samic skupaj) lahko dobimo hkrati vec
gnezd od razli¢nih samic. Za vsa ta gnezda pravimo, da izhajajo iz ene (haremske) paritve.
Pri haremskih paritvah ponavadi tudi ne moremo dolociti, katera od samic v kletki je mati
novega gnezda, zato samic z mladi¢i v takem primeru ne lo¢ujemo od skupine. Samico, za
katero predvidevamo, da je breja, lahko lo¢imo od skupine in jo prestavimo v svojo kletko.
Ce po dolodenem &asu nima gnezda, jo vrnemo nazaj, v nasprotnem primeru pa ostane

sama z mladic¢i do odstavitve, nato jo ponovno parimo (Prevorsek, 2005).
e Pregled na brejost

18 do 20 dni po paritvi smo samice v paritvi pregledali na brejost. V primeru ocenjene
brejosti smo na kletko vstavili listek "BREJA!" in zivali opazovali. V primeru haremskih
paritev smo brejo samico locili od ostalih zivali in jo prestavili v svojo kletko. Brejim
zivalim smo v kletko dodali tudi blazinice za gnezdenje iz bombaza angl. nestlets (Plexx,

Nizozemska), iz katerih samice naredijo gnezdo.



Rant P. Natanénejs$e kartiranje kvantitativnega lokusa Fob3b za zamas$¢enost v F, krizanju ... linij mi§i. 21
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2009

e Novo gnezdo

Gnezdo smo najprej zabelezili na listek na sami kletki (datum). Nato smo gnezdo zapisali
Se na list s paritvami v rodovniku — pogled na to stran nam v zelo kratkem Casu pove
kaksno je stanje pri uspeSnosti paritev. Pod list s paritvami smo vstavili nov bel list
"NOVO GNEZDO" in nanj vpisali linijo, Stevilko generacije, Stevilko gnezda, datum
paritve, podatke o starSih, datum rojstva mladiev, Stevilo vseh rojenih in Stevilo

mrtvorojenih mladicev.

e (Odstavljanje

Mladice smo odstavljali pri starosti treh tednov. V primeru, da so bili mladi¢i vidno
oslabljeni (pogosto pri vitkejSih samicah s prvim gnezdom, samica nima dovolj mleka,
veliko Stevilo mladicev v gnezdu) smo odstavitev prestavili za nekaj dni. Ob odstavitvi
smo mladice najprej locili po spolu in sicer na osnovi razdalje med anusom in spolnim
organom. Pri samicah je ta razdalja krajSa, pri samcih daljSa. Pri odstavitvi smo mladice
oznacili s S¢ipanjem uSes, da smo jih kasneje lahko identificirali. Uporabljali smo sistem
(Tabela 2 in Slika 1), ki nam je omogocal zadostno Stevilo uSesnih Stevilk za eno gnezdo,
je manj bole¢ in bolj prakti¢en, kot oznacevanje zivali s $¢ipanjem prstov. Za $¢ipanje uses
smo uporabljali poseben $¢ipalec. Uporabljali smo Se pinceto, oznacene 0,5 ml reagencne

posodice (Eppendorf, Nemcija) in 70 % etanol za spiranje $¢ipalca.

Tabela 2: Kombinacije Stevilk pri oznaevanju zivali s $§¢ipanjem uses

1 luknjica 2 luknjici, isto |2 luknjici, razlicno uho
uho
1 3 10 30 4 40 11 13 31 33
3 luknjice 4 luknjice Drugo
14 41 31 33 43 44 Brez
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Slika 1: Sistem oznacevanja misi s $¢ipanjem uses

22

Odscipnjen del uSesnega tkiva (vzorec, ki smo ga potrebovali za genotipiziranje) smo s

pinceto prestavili v 0,5 ml reagencno posodico oznaceno s Stevilko vzorca. Stevilko vsake

oznacene zivali smo zapisali na list, kjer je zabelezeno gnezdo in hkrati tudi na list

"Evidenc¢ni list uSesnih vzorcev", s katerega je potem to¢no razvidno, kateri vzorec pripada

kateri Zivali. Vzorce smo nato shranili v zamrzovalniku na -20°C.

e Dovoljenje za izvajanje poskusov na zivalih

Veterinarska uprava Republike Slovenije je za vse postopke v tej diplomski nalogi, ki so

del SirSe raziskave prof. dr. Simona Horvata izdala ustrezno dovoljenje za izvajanje

poskusov na Zivalih. Stevilka dovoljenja SI 323-02-221/2005/4.
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3.3 POSTOPKI V LABORATORIJU

Pri postopkih v laboratoriju smo uporabljali 20 pl, 200 pl in 1000 ul pipete (Gilson), 50 ul
in 10 pul veckanalno pipeto (Eppendorf), pipetne nastavke s filtrom (Greiner bio-one),

pipetne nastavke brez filtra (Brand), reagencne posodice (Eppendorf), centrifugo

(Eppendorf), vodno kopel (Kambic), PCR aparat PTC-100 (MJ Research) in elektroforezo.

3.3.1 Priprava DNA lizatov

Priprava DNA-lizatov je v naSem poskusu nadomestila izolacijo Ciste DNA, ker je
postopek izolacije preve¢ dolgotrajen za obdelavo tako velikega Stevila vzorcev. Po
konc¢ani pripravi DNA-lizatov smo v supernatantu dobili tkivno-celi¢ni lizat, ki je Se

omogocal, da je verizna reakcija s polimerazo ucinkovito delovala.

Vzorce smo najprej centrifugirali, da se je vzorec uSesa usedel na dno reagencne posode.
Nato smo dodali pufer za lizo (angl.: lysis buffer) in encim proteinazo K. Pufer za lizo smo

pripravili iz sestavin v Tabeli 3.

Tabela 3: Proprava pufra za lizo

IM Tris pH 8,5 10 ml

0,5 M EDTA pH 8.4 1 ml

5M NaCl 4 ml

20 % SDS 1 ml

Destilirana voda Do skupnega volumna 100 ml

Odscipnjeno usesno tkivo smo lizirali po postopku Lairda in sodelavcev (1991), ki smo ga

malce spremenili.

-V pufer za lizo smo dodali encim proteinazo K (koncentracija 10mg/ml) in sicer 20
uL proteinaze / na 1 mL pufra.

- 60 uL pufra s proteinazo K smo dodali v vsak vzorec.

- Vzorce smo 4-5 ur inkubirali v vodni kopeli pri 55°C in jih vsake pol ure nezno

pretresli.



Rant P. Natanénejs$e kartiranje kvantitativnega lokusa Fob3b za zamas¢enost v F, krizanju ... linij mi§i. 24
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2009

3.3.2

Reagencne posodice z vzorci smo centrifugirali 2 minuti pri 14000g.

Sledila je 10 minutna inkubacija pri 95°C, s tem smo deaktivirali proteinazo K.
Vzorce smo zopet centrifugirali pri 14000g, tokrat 10 minut, tako da so
nerazgrajeni ostanki vzorca tvorili usedlino na dnu reagenc¢ne posodice.

Lizate smo nato razredc¢ili v razmerju 1:25 z bi-deionizirano vodo in sicer 6uL
lizata v 144uL vode.
Plos¢ico z razred¢enimi vzorci smo hranili v hladilniku pri 4°C.

Nerazred€ene lizate smo shranili nazaj v zamrzovalnik na -20°C.

VeriZna reakcija s polimerazo (PCR, angl.: polymerase chain reaction)

Verizna reakcija s polimerazo je metoda za hitro pomnozevanje DNA in vitro.

En cikel verizne reakcije s polimerazo je sestavljen iz treh stopen;:

Denaturacija: z visoko temperaturo (92°-95°C) denaturiramo matricno DNA
(komplementarni verigi se locita).
Vezava zacetnih oligonukleotidov: temperaturo znizamo pod temperaturo taliS¢a
vezave obeh zacetnih nukleotidov.
Sinteza komplementarne verige: temperaturo dvignemo na optimalno obmocje za

delovanje encima DNA polimeraze (68°-72°C).

V PCR mesSanici (Tabela 4) imamo dva zaéetna oligonukleotida (angl. primer), encim

DNA polimerazo, vse deoksiribonukleozid-trifosfate (1ATP, dCTP, d GTP, dTTP), MgCl,

in pufer. Zacetna oligonukleotida (dolga okrog 20 bp) sta komplementarna vsak enemu

koncu fragmenta, ki ga zelimo pomnoziti, encim DNA polimeraza pa sintetizira del verige

DNA, ki je med obema oligonukleotidoma. MgCl, in pufer, ki zagotavljata pogoje za

optimalno delovanje encima, deoksiribonukleozid-trifosfati (dNTP) pa predstavljajo

gradnike za novosintetizirane fragmente DNA.
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Verizna reakcija s polimerazo je potekala v konénem volumnu 10 pl. z naslednjimi

kon¢nimi koncentracijami reagentov:

Tabela 4: Koncne koncentracije reagentov v PCR reakciji

Konc¢ne koncentracije reagentov Kol. reagenta / vzorec (ul)
Bi-deionizirana voda (Sigma) 1,42

1 x Taq pufer (Fermentas) 1

200 uM dNTP (mesanica dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 1

2,5 mM MgCl2 (Fermentas) 1

0,25 p M 5' zacetni oligonukleotid (Biotech) 0,25

0,25 p M 3' zacetni oligonukleotid (Biotech) 0,25

0,4 U Ampli Taq polimeraza (Fermentas) 0,08

PCR meSanica skupaj: 5,00 pul

DNA (1:25 lizat) 5,00 pl

e Priprava PCR meSanice:

- Na sobni temperaturi smo odtajali vse sestavine razen encima DNA polimeraze.

- Nezno smo pretresli reagen¢ne posodice s sestavinami, jih centrifugirali in polozili
v posodo z ledom.

-V oznaceno prazno reagencno posodico smo odpipetirali sestavine PCR meSanice
(s pipetnimi nastavki, ki imajo filter, da smo preprecili kontaminacijo).

- Nazadnje smo odpipetirali DNA-polimerazo. 1z zamrzovalnika smo jo vzeli tik
pred uporabo in jo takoj vrnili na -20°C.

- Reagen¢no posodico s PCR meSanico smo nezno pretresli in centrifugirali.

-V vdolbinice na plos¢ici smo najprej nanesli PCR meSanico.

- Mikrotitrsko plosc¢ico smo centrifugirali v centrifugi Centric 322A (Tehtnica), ki
ima rotorske nastavke za mikrotitrske plosce.

- Na plos¢ico smo nanesli Se vzorce (lizate), obvezno vsakega s svojim pipetnim
nastavkom in ponovno centrifugirali.

- Z 200 ul pipeto smo odpipetirali eno kapljico mineralnega olja v vsako vdolbinico

na ploscici.



Rant P. Natanénejs$e kartiranje kvantitativnega lokusa Fob3b za zamas¢enost v F, krizanju ... linij mi§i. 26
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2009

- Mikrotitrsko plos¢ico smo pokrili s prozorno folijo in jo na hladilni plos¢i odnesli v
PCR aparat.
- PCR reakcija je potekala v mikroprocesorsko vodenem termostatu PTC-100 (MJ

Research).

Tabela 5: Potek programa za reakcijo PCR
. korak: |95°C, 3 minute

. korak ]95°C, 1 minuta

. korak |60°C, 1 minuta

. korak |72°C, 1 minuta

. korak |5- krat nazaj na 2. korak
. korak |94°C, 15 sekund

. korak |50°C, 30 sekund

. korak |72°C, 30 sekund

. korak |30- krat nazaj na 6. korak
10. korak [4°C

O ool | | | | W] N =

Ce po konéani reakciji PCR produktov nismo takoj preverili na agaroznem gelu, smo
mikrotitrsko plos¢ico s PCR produkti shranili v hladilniku pri 4°C. Pred nanosom vzorcev
na agarozni gel smo na mikrotitrsko plos¢ico nanesli nanasalni pufer (angl.: loading

buffer), po 5ul na vzorec.

3.3.3 Mikrosatelitski genetski oznacevalci (angl. genetic markers)

Mikrosatelitski oznacevalci so ponavljajoca se zaporedja DNA, ki ponavadi temeljijo na
manj kot 100 ponovitvah (Schloetterer, 2004), od enega do Sest baznih parov dolgih
osnovnih enot in so nakljuno ter razmeroma pogosto razporejeni po genomih
prokariontov in evkariontov. Za mikrosatelitske molekulske oznacevalce je znacilna visoka
stopnja polimorfnosti, prisotni pa so v kodirajo¢ih in predvsem v nekodirajocih regijah

genoma (Zane in sod., 2002).
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3.3.4 Agarozna gelska elektroforeza

Gelska elektroforeza je standardna metoda za loCevanje, prepoznavanje in ciScenje
fragmentov DNA. Uporabljata se dva razlicna tipa gelov - agarozni in poliakrilamidni,
glede na velikost fragmentov, ki jih lo€ujemo. S poliakrilamidno gelsko elektroforezo
lo¢ujemo manjse fragmente DNA (od 5 do 500 baznih parov), z agarozno gelsko

elektroforezo pa lahko tudi vecje molekule (od 100 do 50.000 bp).

Na hitrost potovanja DNA skozi gel vplivajo:

o Velikost DNA fragmentov: krajsi fragmenti DNA potujejo skozi gel hitreje, vecji

pocasneje.

e Oblika DNA: najhitreje potuje skozi gel super zvita krozna molekula DNA,
nekoliko pocasneje linearna in najpocasneje molekula v sprosc€eni obliki (pri

plazmidih).

e Gostota gela: v gelu z visoko koncetracijo agaroze molekule DNA potujejo
pocasneje, zato lahko v gelu dolo¢ene gostote locujemo le molekule dolo¢ene
velikosti (ve¢je molekule lo¢ujemo v gelih manjSe gostote, manjse molekule v gelih

vecje gostote).

njihovo lo¢evanje slabSe. Uporabljamo napetost najve¢ 5 V/cm razdalje med

elektrodama v elektroforezni kadicki.

e Sestava in ionska jakost elektroforetskega pufra: ¢e v pufru ni ionov, skozi gel ne
teCe tok in molekule se ne premikajo. Preve¢ ionov v pufru lahko povzroci veliko

elektri¢no prevodnost gela, pri ¢emer se sprosca veliko toplote, ki lahko gel stopi.

e Barvilo etidijev bromid s svojim vgrajevanjem v DNA nekoliko zmanj$a mobilnost

molekul.
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Uporabljali smo dva elektroforetska aparata (Flowgen, Ruddington, Velika Britanija)
razli¢nih dimenzij. Pri ve¢jem aparatu, z razdaljo med elektrodami 44 cm, smo uporabljali
gele dimenzij 25 X 32 cm. Pri manjSem elektroforetskem aparatu z razdaljo med

elektrodama 24 cm smo uporabljali gel dimenzije 12 X 16,5 cm.

Za elektroforetski pufer smo uporabljali 0,5 X TBE, ki smo ga pripravili iz sestavin,

nasStetih v Tabeli 6.

Tabela 6: Priprava 2 litra 0,5 X TBE pufra

Deionizirana 1900 ml
voda
10 X TBE pufer |100 ml

Etidijev bromid |40 pl

Pri naSem delu smo uporabljali Stiri odstotni agarozni gel. Agarozo smo inkubirali preko
no¢i v 0,75 pufra na 4°C (hidracija). Pripravili smo ga s segrevanjem ustrezne koli¢ine
agaroze v 0,5 X TBE pufru do vreli§¢a. Uporabljali smo SeaKem LE agarozo (Cambrex,
Rutherford, ZDA) in MetaPhor agarozo (Cambrex, Rutherford, ZDA). Za kratek ¢as smo
mesanico ohlajali na mesalcu, nato smo jo previdno vlili v elektroforetski kalup, vstavili

glavnicke in pocakali, da se je strdila.

Ko se je gel strdil, smo nezno odstranili glavnicke in ga polozili v elektroforezno kadic¢ko
in po potrebi dolili elektroforezni pufer, ki mora pokrivati gel. Nato smo z veckanalno
pipeto vzorce nanesli na gel in vklopili elektri¢ni tok. Pri elektroforezi z razdaljo med
elektrodama 44 cm smo uporabljali napetost 180 V za SeaKem LE agarozo in 160 V za
MetaPhor agarozo, pri manjsi elektoforezi (z razdaljo med elektrodama 24 cm) pa 90 V.
Gele smo vozili razlicno dolgo, odvisno od hitrosti lo¢evanja alelov posameznega
mikrosetalitnega lokusa (od 2 do 5 ur). Gele smo fotografirali v transiluminatorju Gel Doc

1000 in rezultate shranili kot *.tif datoteke.
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3.4 POSTOPEK ZBIRANJA TKIV

Pri starosti 14 tednov smo zivali zrtvovali, izrezali mascobne depoje in zabelezili teze. Pri
sekcijah smo uporabljali: dve pinceti, dvoje Skarij, desko za seciranje, vrecke, alkohol,
bucike, CO, komoro za evtanazijo Zzivali, papirnate brisace za ¢iS€enje inStrumentov in

tehtnico (Eppendorf, Nemcija).

Evtanazijo zivali smo opravili s CO, v ustrezni komori po predpisanem strokovnem
postopku. S secirnimi Skarjami smo prerezali koZo pod prsnico in zastrigli ob robu vretenc
v obe strani. Nato smo zarezali po sredini trebuha do spolnih organov in po sredini zadnjih

okoncin. Z bucikami smo pritrdili oba kraka koze.

Misi imajo osem glavnih mas¢obnih depojev. Stirje mas¢obni depoji se nahajajo v
abdominalni votlini. Parna gonadna mascoba je najvec¢ji mas€obni depo, ki predstavlja
okoli 30 % vse maScobe v telesu. Obdaja maternico (uterus) in jajénik (ovarij) pri Zenskih
zivalih, pri moskih Zivalih obmodek (epididimis) in moda (testes). Retroperitonalni depo se
nahaja ob notranji steni trebusne votline in je del abdominalne mascobe, ki obdaja ledvico.
Ce je zelo poveéana se razsiri v medeni¢no votlino. Mezenterialna mas¢oba tvori mrezo, ki
podpira oporek crevesja in oventralno mas¢obo. Oventralna mas¢oba se nahaja med
zelodcem in vranico. Med mezenterialno in oventralno mascobo se nahaja tkivo trebusne
slinavke, ki ni mascobno tkivo in ga je potrebno loc¢iti od masScobnega tkiva. Parna
podkozna depoja mascobe, ki jih lahko relativho enostavno odstranimo, lezita ob
stegenskih miSicah (femoralna). Nahajata se pod koZo v zgornjem delu zadnjih okon¢in v
dimljah (okrog stegnenice) in obdajata limfne zleze. Subskapularni depo je meSanica
rjavega in belega podkoznega mascobnega tkiva. Najdemo ga pod kozo med lopatico in
hrbtenico. Plast rjave mascobe je na tem mestu velikokrat prekrita z belim mas¢obnim
tkivom, kar je tezko lociti. Manjsi mascobni depoji so tudi v srénem ovoju in parni depo
med glavnimi miSicami za kolenskim sklepom (Adipose tissure, 2008). V nasem poizkusu
smo odstranili mezenterialni, gonadni, abdominalni ter femoralni masc¢obni depo. Za

potrebe nadaljnih raziskav smo shranili gonadno mascobo in konico repa. Rep smo
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odrezali na tretjini ter ga vlozili v epico in zamrznili v posodi s teko¢im dusSikom. Gonadno

mascobo smo po tehtanju obdelali na enak nacin in shranili v zamrzovalniku pri -80°C.

3.4.1 Odstranitev mezenterialne mascobe

S pinceto smo odmaknili jetra, prijeli Zelodec, prerezali nad Zelodcem (poziralnik) in pri
danki. Prerezali smo tudi vezivno tkivo, s katerim so prebavila pritrjena v trebusno votlino.
Crevesje smo odstranili, polozili na secirno podlago in razgrnili. S pinceto smo lo¢ili vso
mascobo in jo stehtali. Pri loCevanju mas¢obe in trebusne slinavke smo bili precej pozorni,

saj sta zelo podobnega videza.

3.4.2 Odstranitev gonadne mascobe

Na levi strani miSi smo zarezali ob modih (testes) in obmodku (epididimis). Tako smo
odstranili celoten depo masScobe pri moskih Zivalih. Pri Zenskih Zivalih smo zarezali ob
jajéniku (ovarij) in maternici (uterus). Mascobo smo stehtali, zapisali tezo, vlozili v epico

in ohladili v teko¢em dusiku.

3.4.3 Odstranitev abdominalne mascobe

S pinceto primemo levo ledvico in odstranimo vso masScobo skupaj z ledvico. Nato
obrezemo mascobo okrog ledvice. V tej poiS¢emo nadledvi¢no zlezo in jo izrezemo.

Mascobo stehtamo in v evidenc¢ni list zapiSemo koli¢ino.

3.4.4 Odstranitev femoralne mascobe

Femoralni mascobni depo se nahaja pod kozo okrog stegnenice. Odstranimo ga potem, ko
smo ze odstranili ledvico z abdominalno mascobo, saj se nahaja pod potrebusnino (pri
domacih zivalih flam) in stegnom. S pinceto primemo potrebusnino in jo potegnemo do
hrbtenice ter izrezemo mascobni depo, ki se nahaja pod njo. Del femoralne mascobe se
nahaja tudi na zadnji strani noge. Ta depo izrezemo tako, da odstranimo koZo z noge in

lo¢imo z nje mascobo, stehtamo in oznacimo.
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3.5 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Frekvence alelov in genotipov smo statisticno obdelali z y* testom v programu Microsoft

Excel (Vstavi funkcijo/Statistika/CHITEST).

. N (0i- P
£ Pi
=1
x ? je vrednost CHI z n-1 stopinj prostosti, O je opazovana frekvenca v i-tem razredu, P je

pri¢akovana frekvenca v i-tem razredu.

Fenotipske podatke F, generacije smo primerjali s t-testom prav tako v programu
Microsoft Excel (Vstavi funkcijo/statistika/TTEST). Ce smo za dolo¢anje primerjave
skupin izracunali verjetnosti, ki so bile manjSe od 0,05, smo razlike med skupinami

obravnavali kot statisti¢no znacilne.
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4 REZULTATI
4.1 GENOTIPIZIRANJE

Vzorce tkiv smo pripravili in genotipizirali po postopkih opisanih v poglavju 3.3. Gele smo
slikali na transiluminatorju, kateri omogoca prenos slike v racunalniSki program "Windows
picture and fax viewer". Na agaroznem gelu so vzorci razvr§éeni po kljucu, ki je zabelezen
v laboratorijskem dnevniku. 1z slik smo razbrali genotipe in jih vnesli v datoteko Microsoft
Excel. Na koncu glavnicka smo vedno dodali kontrole, da smo lahko razbrali genotipe za
posamezen oznacevalec. Kontrole smo poimenovali F, L in F1. Prva kontrola je bila vedno
homozigot FF (oba alela debele linije), druga homozigot LL (oba alela vitke linije) in
zadnja heterozigot FL (po en alel debele in vitke linije). Kontrole so bile za razliko od
vzorcev pripravljene iz o¢is¢ene DNA, F1 kontrola pa je meSanica F in L kontrole v
razmerju 1:1. Na Sliki 2 so prikazane kontrole genskih oznacevalcev, ki dolocajo razlike
na Fob3b odseku kongene linije M. To so trije genetski oznaCevalci, pri katerih se
homozigotni genotipi LL in FF ter heterozigotni genotip FL jasno loCijo na agaroznem

gelu in dolocajo razlike na preu¢evanem odseku.

F L Fl1 F L F1 F L F1

D15Mit68 D15Mit261 D15Mit70

Slika 2: Genetski oznacevalci, ki smo jih uporabili za genotipiziranje. F-linija FLI (debela linija), L-linija
FHI (suha linija), F1-homozigot. Kontrole genskih oznacevalcev, kateri dolo¢ajo razlike na Fob3b odseku
kongene linije M.

Slika 3 prikazuje primer agarozne gelske elektroforeze na katerem so naneSeni vzorci DNA
misi iz F, generacije in tri standardne kontrole (linije F, L, F1). Vsak vzorec predstavlja

drugo zival pod zaporedno Stevilko. Stevilko imamo zapisano, da vemo kateri vzorec na

glavnicku pripada doloc¢eni mis$i. S slike je razvidno, da so prve Stiri misi genotipa FL,
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sledi FF, FL, FF, FL, LL, itd za marker D15Mit261 na preucevanem Fob3b odseku

kromosomu 15.

F L F1

Slika 3: Agarozni gel na katerem so naneseni vzorci, ki so genotipizirani za marker D15Mit261. Na koncu so
dodane standardne kontrole. S slike je razvidno, katere Zivali so na preucevanem odseku kromosomu 15
heterozigoti (F1) in katere homozigoti (F, L).

Tabela 8 prikazuje zaCetke oligonukleotidnih polimorfnih markerjev dolge okrog 20 baznih
parov, katere smo uporabili v naSem poizkusu. To so tisti markerji, ki so delovali pri nizki
kakovosti DNA in ni bilo potrebno izvesti fenolne ekstrakcije. Vsak marker vsebuje levi in
desni oligonukleotid (angl.: primer), ki je komplementaren levemu in desnemu koncu

fragmenta, ki zelimo pomnoziti.

Tabela 7: Zaporedje levega in desnega oligonukleotida za polimorfne genetske oznacevalce, katere smo
uporabili v poizkusu (Ensembl genome browser, 2007)

Ime Zaporedje
markerja Levi primer Desni primer
D15Mit105 ACTGGCTTATCTAGCATTCTCCC | CATATTGTCTTATCAGCCATGTCC
D15Mit68 TTCCATGTGAGTTCCAAGCA GAACTGCCATTCAGAATATTTGG
D15Mitl AACATGGTCCCACAGGTGTC AGTAGAAGCTGCAGCCCTGG

D15Mit261 | AAGTATAGGCTGCACAGAGAAA | AAGTATAGGCTGCACAGAGAAACC
D15Mit70 CATCAAGGGGATAGAGAGTTGG TGGGAATTGAGCCTGAGTCT
D15Mit107 | CAACACTTATACACTTGTGTCAGG| TCATGGTTGGAACAGCAGAC

Za genotipiziranje smo uporabljali mikrosetalitske genske oznacevalce (angl.: genetic
markers). V Tabeli 7 so prikazani vsi polimorfni genski oznacevalci na kromosomu 15. S

pripravo DNA lizatov nam vsi polimorfni genski ozna¢evalci niso delovali. Ce bi Zeleli, da
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bi delovali vsi markerji, bi morali za vsak vzorec izolirati ¢isto DNA. Gre za prevec
dolgotrajen postopek, za tako Stevilo vzorcev. S pripravo DNA lizatov enostavneje
pridemo do zanesljivih rezultatov. S temno barvo sencene markerje smo uporabili v

poizkusu za pripravo DNA lizatov.

Tabela 8: Genetski in fizi¢ni poloZaj polimorfnih oznacevalcev na kromosomu 15 (Ensembl genome
browser, 2007)

Ime markerja Genetski poloZaj (cM)* Fizi¢ni (bp)**
D15Mit105 47.9 72327866-72327987
D15Mit93 43.7 72366926-72367069
D15Mit169 41.9 72644199-72644329
D15Mit197 41.9 72944849-72944959
D15Mit237 42.8 73707617-73707735
D15Mit235 38.7 73813986-73814108
D15Mit1001 syntenic 74008357-74008463
D15Mit279 syntenic 74046272-74046378
D15Mit29 42.8 74072411-74072559
_Di5Mit28 43.7 74742609-74742772 |
D15Mit117 43.4 75301541-75301686
D15Mit188a 44.1 76085109-76085288
_EMH:LSSD syﬁﬂc 76085152-76085288
76737437-76737548 |
D15Mit236 44.1 76871721-76871837
D15Mit146 ﬁ 77085042-77085166
D15Mitl 78544158-78544341 |
D15Mit119 46.5 78841447-78841571
D15Mit260 46.6 78936500-78964153 (+)
D15Mit260 46.6 78962797-78963023
D15Mit259 46.7 79390952-79391032
D15Mit71 46.7 79417691-79417816
D15Mit261 46.7 80063522-80063646
D15Mit2 46.9 80106957-80107049
D15Mit214 47.9 80293363-80293487
D15Mit31 48.5 80641774-80641961
D15Mit32 48.2 80641774-80641902
D15Mit69 48.2 80723539-80723672
D15Mit70 47.7 81029340-81029490
D15Mit118 48.5 81754880-81755000
D15Mit189 48.5 82468941-82469064
D15Mit134 46.0 82907626-82907771
D15Mit198 49.0 83296501-83296629
D15Mit33 48.6 83583505-83583652
D15Mit215 50.2 83718726-83718899
D15Mit107 49.0 84214263-84214412

* cM-genetsko razdaljo od centromere v centi morganih (cM)
**bp-fizi¢na razdalja v bazi¢nih parih (bp)
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4.2  FREKVENCA GENOTIPOV IN y* TEST

Razmerje med frekvencami genotipov smo preverili z y? statistinim testom v F, generaciji
krizanja kongenih linij mi$i. Razmerja na preu¢evanem odseku kromosomu 15 naj bi po 1.
Mendlovemu zakonu dedovanja ustrezala razmerju, FF:FL:LL = 1:2:1. Zaradi genetske
vezave so bile frekvence genotipov za vse tri markerje D15Mit68, D15Mit261, D15Mit70

enake.

e Vse zivali zajete v poizkusu

V F, generaciji krizanja pri¢akujemo frekvenco genotipov med homozigoti FF,
heterozigoti FL in homozigoti LL 1:2:1. Iz Tabele 9 vidimo, da zivali statisticno ne
odstopajo od tega razmerja. To velja za y? test obeh spolov skupaj (y*> = 0,464199046) kot
za frekvence genotipov znotraj samic (¥*> = 0,309154835) in samcev (¥*> = 0,067205513)

vseh Zivali zajetih v poizkusu.

Tabela 9: Frekvenca genotipov in ¥ test za vse zivali v poizkusu

SAMICE + SAMCI | SAMICE | SAMCI
Frekvence | GENOTIP

FF |FL [LL FF |FL LL FF FL LL
of 21 48 17 7 26 13 14 22 4
pf 21,5 |43 21,5 11,5 |23 11,5 |10 20 10
2 0,464199046 0,309154835 0,067205513

of-opazovane frekvence, pf-pricakovane frekvence
FF,LL-homozigota za vse tri markerje (D15Mit68, D15Mit261, D15Mit70)
FL-heterozigot za vse tri markerje (D15Mit68, D15Mit261, D15Mit70)

e [IzloCene zivali

V casu poskusa je prislo v koloniji do virusnega obolenja, zmanjsala se je reprodukcija in
mladi¢i so slabSe prirascali, tako da je bilo potrebno Zivali izlo€iti iz poskusa, ker niso
predstavljale reprezentativnega vzorca. Iz Tabele 10 je razvidno, da izloene Zzivali ne
odstopajo od pricakovanega statisticnega razmerja frekvenc genotipov, kar velja za y* test
obeh spolov (y* = 0,171895325) kot za frekvence genotipov znotraj samic (y> =
0,191312674) in samcev (y*> = 0,182683524).
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Tabela 10: Frekvenca genotipov in y? test za izloCene zivali

SAMICE + SAMCI  |SAMICE | SAMCI
Frekvence | GENOTIP

FF FL LL |FF [FL [LL FF FL |LL
of 8 7 8 3 4 6 5 3 2
pf 575 [11,5 575 1325 |65 1325 [25 5 2,5
72 0,171895325 0,191312674 0,182683524

of-opazovane frekvence, pf-pricakovane frekvence
FF,LL-homozigota za vse tri markerje (D15Mit68, D15Mit261, D15Mit70)
FL-heterozigot za vse tri markerje (D15Mit68, D15Mit261, D15Mit70)

V Tabelah 9 in 10 ¥* vrednost nikjer ni nizja od 0,05, kar pomeni, da so opazovane
frekvence genotipov v F; krizanju v razmerju kot smo pri¢akovali. x> vrednosti so visoke,

zato so genotipi v pricakovanem razmerju FF:FF:LL = 1:2:1.
e Zivali za katere imamo fenotipske podatke

V Tabeli 11 vidimo, da razmerje genotipov obeh spolov skupaj statisti¢no znacilno odstopa
(x> = 0,044199243) od pricakovanega razmerja genotipov pri zivalih s fenotipskimi
podatki. Znotraj frekvence genotipov samic (> = 0,121716513) in samcev (y*> =
0,067205513) razmerje ni statisticno znacilno odstopalo. Statisti¢éno znacilna razlika v y?

testu nam kaze, da zivali odstopajo od pricakovanega statisticnega razmerja FF:FF:LL =
1:2:1.

Tabela 11: Frekvenca genotipov in y? test za zivali s fenotipskimi podatki

SAMICE + SAMCI | SAMICE | SAMCI
Frekvence | GENOTIP

FF FL |LL FF FL LL FF FL [LL
of 13 41 |9 4 22 7 9 19 |2
pf 1575 31,5 [15,75 [825 165 [825 |75 15  [75
72 0,044199243 0,121716513 0,067205513

of-opazovane frekvence, pf-pricakovane frekvence
FF,LL-homozigota za vse tri markerje (D15Mit68, D15Mit261, D15Mit70)

FL-heterozigot za vse tri markerje (D15Mit68, D15Mit261, D15Mit70)
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4.3 ANALIZA FENOTIPSKIH IN GENOTIPSKIH PODATKOV V F, GENERACIJI

Tekom poizkusa smo zbirali genotipske podatke (glej poglavje 3.3) in fenotipske
vrednosti. Zivali smo tehtali ob odstavitvi (pri treh tednih), pri $estih, desetih in $tirinajstih
tednih (na dan sekcij). Drugi del fenotipskih podatko smo dobili ob postopku zbiranja tkiv
(poglavje 3.4). Podatke je bilo potrebno zdruziti in predpostaviti povezavo med njimi.
Uporabili smo statisticne metode za obrazlozitev povezav med genotipskimi in

fenotipskimi vrednostmi.

4.3.1 Osnovna statistika fenotipskih podatkov

Genotipske podatke smo najprej razdelili po spolu. Dobili smo dve skupini podatkov,
lo¢eni za samice in samce. Vsako skupino posebej smo razdelili po genotipih v homozigote
FF, heterozigote FL in homozigote LL. Za vsako zival smo imeli fenotipske podatke za
opisane lastnosti, v Tabelah 12 in 13 pa predstavljamo povprecne vrednosti in standardne
deviacije. V programu Microsoft Excel smo izracunali povprecje in odstopanje od

povprecne vrednosti - standardni odklon teh vrednosti.
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Tabela 12: Povprecne vrednosti in standardne deviacije (STD)* za merjene vrednosti v F, generaciji pri
samicah

SAMICE
Lastnost Genotip Povprecje STD N**
_ FF 10,83 3,07 4
g 3. FL 9,96 2,28 22
g LL 9,67 1,55 7
= FF 16,68 4,08 4
= 6. FL 18,26 3,01 22
@ LL 17,23 4,13 7
§ FF 23,50 2,31 4
2 10. FL 23,20 2,20 22
= LL 22,47 3,14 7
Z FF 27,15 0,61 4
° 14. FL 26,18 2,45 22
LL 25,19 2,62 7
FF 0,41 0,07 4
Mezenterialna FL 0,33 0,06 22
) LL 0,29 0,08 7
s FF 0,50 0,05 4
%" Gonadna FL 0,42 0,10 22
3 LL 0,39 0,14 7
.‘é FF 0,30 0,03 4
2 Abdominalna FL 0,27 0,05 22
2 LL 0,24 0,08 7
= FF 0,47 0,08 4
Femoralna FL 0,42 0,07 22
LL 0,39 0,08 7

*STD-standardna deviacija

**N-velikost vzorca
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Tabela 13: Povprecne vrednosti in standardne deviacije (STD)* za merjene lastnosti v F, generaciji za samce

SAMCI
Lastnost Genotip Povprecje STD IN**
_ FF 9,09 1,32 9
g 3, FL 10,71 2,35 19
) LL 9,65 2,05 2
g FF 19,91 3,73 9
S e FL 21,55 3,12 19
@ LL 21,35 2,05 2
5. FF 29,89 3,92 9
Z2 |10 FL 29,74 2,64 19
= LL 29.95 0.21 2
Z FF 34,53 3,67 9
s |14 FL 33,55 3,11 19
LL 32,15 1,91 2
FF 0,65 0,11 9
Mezenterialna FL 0,62 0,15 19
&) LL 0,50 0,23 2
= FF 0,67 0,18 9
% Gonadna FL 0,68 0,17 19
S LL 0,59 0,24 2
.“é FF 0,29 0,07 9
< | Abdominalna FL 0,28 0,06 19
2 LL 0,26 0,12 2
> FF 0,61 0,12 9
Femoralna FL 0,57 0,09 19
LL 0,51 0,14 2

*STD-standardna deviacija

**N-velikost vzorca
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4.3.2 Statisticni test (t-test) - razlike med genotipi

Vse lastnosti so bile v prvi fazi obdelane z modelom GLM, ki je uposteval lastnost, genotip
in spol. Obdelali smo model, ki upoSteva adetivni nac¢in dedovanja in model, ki predstavlja
popolno domominanco. Rezultati analiz pri obeh alelih (adetivni, dominantni) niso bili po
rezultatih modelov povsod statisticno zanacilni, razen pri samicah pri mezenterialni
mascobi. Adetivni model za mezenteialno mascobo pri samicah, je kazal vec¢jo statisticno
znacilnost (P = 0.01273), kot model, ki upoSteva dominantni na¢in dedovanja (P =
0.03774). S t-testom smo nato preverili statisticno znacilne razlike med genotipskimi

skupinami.

t-test nam poda verjetnost, da neka dva vzorca izvirata iz istih temeljnih populacij, ki imata
enako srednjo vrednost. Ce so vrednosti manjse od 0,05, govorimo o statistiéno zna¢ilni
razliki in ovrzemo hipotezo, da vzorca izvirata iz istih populacij. V naSem primeru bi to
pomenilo, da genotip statisti¢no znacilno vpliva na neko lastnost, oziroma da so med tremi
genotipi statisticno znacilne razlike. V tabeli 14 pri mezenterijskem maS¢obnem depoju
samic opazimo statisticno znacilno razliko (P > 0,04) med homozigotnimi FF in
heterozigotnimi miSmi, ter med homozigotnimi FF in homozigotnimi LL miSmi. S tem

lahko ovrzemo hipotezo, da miske izvirajo iz istih temeljnih populacij.
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Tabela 14: Primerjave med genotipi za razlicne lastnosti pri samicah

41

SAMICE

FF FL LL
_ FF 1,00% 0,51 0,42
g 3. FL 0,51 1,00 0,76
g LL 0,42 0,76 1,00
g FF 1,00 0,36 0,83
= 6. FL 0,36 1,00 0,48
z LL 0,83 0,48 1,00
a FF 1,00 0,80 0,58
2 10. FL 0,80 1,00 0,49
: LL 0,58 0,49 1,00
7 FF 1,00 0.45 0,19
© 14, FL 0,45 1,00 0,37
LL 0,19 0,37 1,00
FF 1,00 0,04 0,04
Mezenterialni FL 0,04 1,00 0,19
g LL 0,04 0,19 1,00
= FF 1,00 0,16 0,19
%" Gonadni FL 0,16 1,00 0,49
. LL 0,19 0,49 1,00
; FF 1,00 0,27 0,17
S Abdominalni FL 0,27 1,00 0,22
2 LL 0,17 0,22 1,00
= FF 1,00 0,21 0,17
Femoralni FL 0,21 1,00 0,40
LL 0,17 0,40 1,00
FF 1,00 0,14 0,17
ADI** FL 0,14 1,00 0,37
LL 0,17 0,37 1,00

*verjetnost za Studentov t-test

** ADI-adipozni indeks
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V tabeli 15, ki prikazuje razlike med genotipi, pri samcih nobena vrednost ni manjSa od
0,05. To pomeni, da genotip pri samicah ne vpliva statisticno znacilno. Omenimo lahko
nekatere vrednosti, ki so »blizu« statistine razlike razlike, na primer pri starosti tri tedne

0,07, za razliko med heterozigotom FL in homozigotom FF.

Tabela 15: Primerjave med genotipi za razlicne lastnosti pri samcih

SAMCI

FF FL LL
_ FF 1,00% 0,07 0,61
£ 3. FL 0,07 1,00 0,55
g LL 0,61 0,55 1,00
5 FF 1,00 0,23 0,62
§ 6. FL 0,23 1,00 0,93
Z LL 0,62 0,93 1,00
&, FF 1,00 0,91 0,98
z 10. FL 0,91 1,00 0,91
§ LL 0,98 0,91 1,00
Z FE 1,00 0,47 0,41
o 14. FL 0,47 1,00 0,54
LL 0,41 0,54 1,00
FF 1,00 0,64 0,19
Mezenterialni FL 0,64 1,00 0,31
3 LL 0,19 0,31 1,00
s FF 1,00 0,89 0,59
% Gonadni FL 0,89 1,00 0,50
£ LL 0,59 0,50 1,00
; FF 1,00 0,70 0,56
< Abdominalni FL 0,70 1,00 0,57
2 LL 0,56 0,57 1,00
= FF 1,00 0,40 0,33
Femoralni FL 0,40 1,00 0,38
LL 0,33 0,38 1,00
FF 1,00 0,98 0,42
ADI** FL 0,98 1,00 0,39
LL 0,42 0,39 1,00

*verjetnost za Studentov t-test

** ADI-adipozni indeks
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Namen diplomske naloge je bil preuciti vpliv kongenega dela L na Fob3b odseku
kromosoma 15 kongene misje linije M. Vplival naj bi na nalaganje maS¢obnega tkiva pri
misih. Raziskava je potekala na populaciji F, generacije misi. Izhodi$¢ni starSevski liniji
kongene linije M sta bili F in L, ki se v tej lasnosti moc¢no razlikujeta med seboj, saj sta bili
pred tem 53 generacij dvosmerno selekcionirani za nalaganje maScobnega tkiva (Horvat in
sod., 2000). Kongena linija nastane z nacrtnim krizanjem dveh linij Zivali, ki se mo¢no
razlikujeta v opazovanih lastnostih. Med potomci povratnega krizanja izberemo tiste, ki so
heterozigoti na Zelenem odseku genoma. Namen krizanja je »CiS€enje« genoma, saj s
vsakim krizanjem razpolovimo odstotek genoma donorske starSevske linije in po 10. do 12.
krizanjih doseZzemo, da kongena linija vsebuje 99,9 odstotka genoma prejemne linije
(Walkeland in sod., 1997). Linija F je v raziskavi prejemna linija, linija L pa donorska
linija podro¢ja Fob3b na kromosomu 15. V prvi generaciji F; smo krizali samice debele
linije F in samce kongene linije M. Kongena linija M je kongena na zelo kratkem odseku
kromosomu 15, ki vsebuje lokus Fob3b. Celotno gensko ozadje je od debele linije F, le
kratek odsek od markerja D15Mit68 do D15Mit70 je od vitke linije L. Potomci iz te
generacije so bili vsi heterozigotni na preu¢evanem odseku. Nato smo izvedli medsebojno
povratno krizanje heterozigotov in tako pridobili F, generacijo. Krizali smo heterozigotne
zivali v ozjem sorodstvu, bratje + sestre, dobili na lokusu bolj gensko izenaene genske
zapise zivali. F, generacija misi je bila tudi ciljna skupina raziskave. Namen je bil ugotoviti
vpliv donorskega segmenta L na Fob3b odseku kromosoma 15 za nalaganje maséevja pri

kongeni misji liniji M.

Na osnovi mikrosatalitskih genskih oznadevalcev je potekalo genotipiziranje. Med
starSevskima linijama F in L so do sedaj na kromosomu 15 odkrili 23 polimorfnih
mikrosetalitskih oznacevalcev (Ensembl, 2007). Na zacetku raziskave smo preverili
kontrole F (homozigot FF), L (homozigot LL), F1 (heterozigot FL) za vse genske
oznacevalce. V nadaljevanju smo uporabili le tiste, ki so se dovolj jasno locCili na

agaroznem gelu. Takih genskih oznacevalcev je bilo sedem, ostalih pa nismo mogli lociti z
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gelsko elektroforezo. Ce bi Zeleli lokus Fob3b natanénej$e kartirati $e z ostalimi
mikrosetalitskimi oznacevali, bi se morali posluZiti drugih metod genotipiziranja. V nasem
primeru je kartiranje s sedmimi mikrosetalitskimi oznacevalci zadostovalo za natan¢no

genotipiziranje.

Frekvence genotipov v F, generaciji smo preverili z y*> testom. Genotipe smo sicer
preverjali ze v Fy generaciji samice linje F, samci linije M. Pri¢akovani genotipi samice
debele F, samci vitki L na odseku Fob3b, gensko ozadje F. V F; generaciji dobimo na
kongenem oseku Fob3b same heterozigotne FL potomce, ostali del genoma od debele
linije F. Heterozigote FL smo v F, generaciji med seboj krizali in dobili pri¢akovano
razmerje genotipov FF:FL:LL = 1:2:1. §* test za frekvenco genotipov v F, generaciji
potrjuje dedovanje po Mendlovih zakonih, v naSem primeru po 1. Mendlovem zakonu.
Vrednost %> mora biti vecja od 0,05, da lahko govorimo, da so opazovane frekvence v
skladu s pri¢akovanim razmerjem frekvenc genotipov. Ce se pojavi y* vrednost, ki je
manjSa od 0,05, govorimo o statisticno znacCilni razliki (Tabela 9, samicet+samci).
Odstopanje od pricakovanega razmerja po Mendlovih zakonih je lahko posledica
nepravilnega genotipiziranja, kar smo takoj ovrgli saj smo genotipiziranje trikrat ponovili,
tudi z razlicno osebo, zamenjave vzorcev ali slabih, manjkajocih podatkov. Statisticno
znacilna razlika lahko nastane tudi zaradi prisotnosti pojava »meiotic drive«, kar je manj
verjetno, saj gre za redek pojav. Povzroc¢ajo ga odgovorni genski elementi, ki imajo za
posledico, da razmerje alel v gametah heterozigota ni 1:1, kot pricakujemo po 1.
Mendlovem zakonu. Odstopanje se lahko pojavi v mejozi ali po njej (Ardlie, 1998). V
naSem primeru smo imeli majhen vzorec in je to lahko posledica odstopanja. Z gotovostjo
pa lahko zatrdimo, da je odstopanje posledica zmanjSanja Stevila homozigotov LL.
Verjetno je, da je ta genotip imel manjSo prezivitveno sposobnost med razvojem pred ali
po rojstvu. Pri vitkih misih je bila ugotovljena slaba reprodukcija (Zanjkovi¢, 2007).
Mozno je, da segment kromosoma 15 v liniji M, ki izhaja iz vitke linije poleg moznega
vpliva na telesno mascevje negativno vpliva tudi na reprodukcijo in morda tudi na
odpornost zivali. Manj verjetno je, da bi zamenjali vzorce, narobe genotipizirali in imeli

slabe, manjkajoce podatke.
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Po analizi genotipov smo analizirali tudi fenotipske podatke Zivali. Tekom poizkusa smo
zbirali telesne mase pri 3., 6., 10. in 14. tednih starosti misi. Pri 14. tednih smo zivali
zrtvovali in stehtali Stiri ve¢je masScobne depoje (mezenterialni, gonadni, abdominalni,
femoralni mascobni depo). Razlike med genotipi, samice in samci lo¢eno, smo analizirali s
statisticnim testom (t-test). t-test nam poda verjetnost, da dva vzorca izvirata iz istih
temeljih populacij, ki imata enako srednjo vrednost. Pri vrednostih vec¢jih od 0,05 lahko
predpostavljamo, da genotip in fenotip nista povezana z nalaganjem mascobnega tkiva.
Nase vrednosti standardne deviacije so rahlo visje od mejne vrednosti 0,05. Iz tega sledi,
da kongena linijja 15FHM ni statisticno znacilna za vecino lastnosti. 1z tabele 10. je
razvidno, da imajo misi FF v povprecju 0,40 g mezenterialne mascobe, misi FL 0,33g, misi
LL pa 0,29g mascobe. Torej lahko sklepamo, da alel debele linije v homozigotnem stanju
FF statisticno znacilno poviSuje maso mezenterialne mascobe. Tudi nekatere ostale
vrednosti so »blizu« praga statisticne znacilnosti. UpoStevati je potrebno, da imamo
majhen vzorec in iz tolikSnega Stevila podatkov tezko z gotovostjo potrdimo oziroma
zavrnemo hipotezo, da med genotipi ni oziroma so statisticno znacilne razlike, razen pri
mezenterialni mascobi, kjer lahko potrdimo, da alel debele linije F v homozigotnem stanju

statisti¢no znacilno poviSuje maso mezenterialne mascobe.

V koloniji je med poizkusom padla reprodukcija in odpornost zivali. Pojavila se je tudi
infekcija. Nekaj zivali je poginilo, precej smo jih izlo€ili, ker so zaostale v rasti in niso
predstavljale reprezentativnega vzorca. Zakaj je prislo do izpada, ne znamo natan¢no
pojasniti, ker naknadni mikrobioloski testi niso kazali okuzbe s standardnimi patogeni,
ampak virusno okuzbo dihal. Laboratorij-mis$ja kolonija naj bi bil sterilno okolje v katerem
se ohranjajo konstantne razmere, temperatura 21°C, vlaznost 55 odstotna, neprekinjena
ventilacija, konstantna osvetlitev 12 ur teme, 12 ur svetlobe ter vsaj minimalni higienski
pogoji. Zagotavljanje konstantnih pogojev v koloniji je zahtevno in nenamerno se zgodi, da
na kolonijo vpliva tudi zunanje okolje. Predvsem vlaznost zunanjega zraka sezonsko vpliva
na minimalno nihanje vlaZnosti zraka v koloniji. Zanimivo je, da se je reprodukcija
zmanjSala ravno v zimskem casu, saj v naravnem okolju pozimi reprodukcija ni aktivna.
Vpliv zunanjega okolja na, po naSem mnenju, konstantno laboratorijsko okolje, ni predmet

analize tega diplomskega dela. 1z tega bi lahko izpeljali Se marsikatero hipotezo. Vzrok v
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nihanju reprodukcije je lahko tudi v izpadu elektricnega toka na oddelku. Prekinitve
svetlobnega cikla naj bi imele dolgotrajne posledice na reprodukcijo zivali (Taft, 2005).
Krma bi lahko imela vpliv na reprodukcijo, saj samci uzivajo isto krmo kot samice v ¢asu
dojenja. Pri debelih samcih je sposobnost za oploditev manjsa, ker naj bi izgubili interes za
razmnozevanje (Taft, 2005). Nasteti vplivi izhajajo iz vpliva okolja. Zelo pomembno vlogo
ima genetski vpliv, ki prav tako lahko vpliva na reprodukcijo. 1z rezultatov lahko podamo
hipotezo, da so homozigotne misi LL imele manjSo prezivitveno sposobnost med razvojem
pred in po rojstvu. Iz nasih rezultatov lahko razberemo, da se liniji F in M statisti¢no
znaCilno razlikujeta v tezi mezenterialne mascobe pri samicah. Znano je, da je
mezenterialna mas¢oba nevarna za pojav diabetesa, sr¢no-Zilnih bolezni in anatomsko je
koli¢ina te mascobe pri Zenskih zivalih vecja, kot pri moskih. Podamo lahko hipotezo, da

ima linija M manjsi odstotek mezenterialne mascobe pri samicah.

Z y* testom smo dokazali, da so frekvence genotipov v skladu z 1. Mendlovim zakonom
dedovanja. Genotipi v razmerju FF:FL:LL = 1:2:1. Odstopanja od tega razmerja so bila v
naSem primeru posledica zmanjSanja homozigotov LL. Imeli so manjSo preZivitveno
sposobnost pred in po rojstvu, saj so bili bolj dovzetni za virusno okuzbo, ki se je pojavila
v koloniji v ¢asu poskusa. Pricakovali smo statisticno znacilne povezave med genotipom in
fenotipom za nalaganje mascevja. NaSli smo eno statisticno znacilno povezavo pri
mezenterialni mas¢obi pri samicah, kar pomeni, da ima linija M vpliv na manjSe nalaganje
mezenterialnega mascevja pri samicah. Debeli aleli F povecujejo maso mascevja v trebusni
votlini. Nalaganje mascevja v trebusni votlini vodi do nevarnih sréno-zilnih bolezni in
diabetesa, ki so Se posebej problemati¢ni pri samicah. To informacijo bi lahko uporabili za
selekcijo pri domacih zivalih in za terapijo, diagnostiko pri ¢loveku. Potrebno bo preveriti
vpliv homozigotne regije Fob3b za zamascenost v trebusni votlini pri drugih vrstah
domacih zivali in ¢loveku. S statisticnimi metodami smo dokazali, da ima odsek Fob3b na
kromosomu 15 vpliv na nalaganje mezenterialnega mascevja pri samicah, ne moremo pa
zagotoviti, da je to edina statisticno znacilna povezava, saj smo med poskusom imeli
tezave z virusno okuzbo, ki nam je zmanjSala reprodukcijo in oslabila SibkejSe zivali
genotipa LL. Poskus bi bilo koristno ponoviti z vecjim Stevilom zivali, ve¢ pozornosti

posvetiti izboljSanju reprodukcije in vzdrzevanju konstantnih pogojev v misji koloniji. V
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nadaljnjih Studijah bi bilo zanimivo razviti kongeno linijo, ko bi imela gensko ozadje od
vitke linije L in kratek odsek Fob3b na kromosomu 15 od debele linije F. QTL Fob3b bi

lahko imel $e vec¢je ucinke na zamascevanje pri misih kot kongena linija v pricujoci studiji.
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5.2 SKLEPI

e Iz rezultatov lahko sklepamo, da so homozigotne LL mis§i imele manjSo

prezivetveno sposobnost med razvojem pred in po rojstvu.

e Z ¥* testom smo dokazali, da so frekvence genotipov in alel v skladu s 1.

Mendlovim zakonom dedovanja.

e [z fenotipskih podatkov smo pricakovali veC statisticno znacilnih razlik. Odkrili
smo eno pri mezenterialni mascobi. Alel debele linije F statisticno znacilno

povecuje maso mezenterialne maScobe pri samicah.

e Glede na to, da smo imeli majhen vzorec in tezave z reprodukcijo, ne moremo z

gotovostjo zavrniti hipoteze, da med genotipi ni statistino znacilnih razlik.
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6 POVZETEK

V svetu predstavlja debelost pri ljudeh vedno vecji zdravstveni problem, prav tako je
prekomerno zamascevanje nezazeleno pri reji domacih zivalih. Genetske raziskave za
kvantitativnih lokusov povezanih z nalaganjem mascevja nam lahko odkrijejo nove gene
povezane s to lastnostjo in predstavljajo nove tarCe za razvoj zdravil ali genetskih

oznacevalcev za odbiro manj zamascenih domacih zivali.

Na Oddelku za zootehniko Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani potekajo raziskave
dolo¢anja genetske osnove za nalaganje mascevja pri laboratorijskih misih. V okviru te
diplomske naloge smo preucevali kvantitativni lokus (angl.: quantitative trait loci (QTL))
Fob3b, ki se nahaja na kromosomu 15 in vpliva na nalaganje masc¢evja pri misih. V
poskusu smo uporabili kongeno linijo M, ki je bila razvita iz rekombinantov, ki izhajajo iz
populacije F, potomcev dveh starSevskih linij F in L, ter vsebuje Fob3b odsek kromosoma

iz vitke linije L.

Liniji F in L prvotno izhajata iz Univerze v Edinburghu, kjer sta bili dvosmerno
selekcionirani na odstotek mascevja 53 generacij. Po koncani selekciji sta se liniji zelo
fenotipsko razlikovali, linijja F je imela 22 odstotkov, linijja L pa 4 odstotke telesnih
mascob. Liniji predstavljala edinstven model za preucevanje genetske osnove poligene

oblike debelosti.

V poizkusu smo Zeleli potrditi vpliv kongenega odseka Fob3b za nalaganje mezenterialne,
abdominalne, femoralne, gonadne mascobe in pridobivanje teze pri razlicnih starostih za
oba spola. Debelo linijo F prejemno linijo smo krizali z donorsko kongeno linijo M.
Genotipiziranje smo opravili s pomocjo mikrosatelitskih genskih oznacevalcev in
postopkom agarozne genske elektroforeze. V F; generaciji so bili potomci heterozigotni
na kongenem odseku Fob3b. F; potomce smo krizali med seboj in dobili potomce v
razmerju 1:2:1 = FF:FL:LL, kar ustreza razmerjem po 1. Mendlovemu zakonu dedovanja.
To smo dokazali z y* testom (hi testom) in s tem izkljucili napake pri genotipiziranju ali

zamenjavi vzorcev. Analiza fenotipskih lastnosti v F, generaciji je potrdila vpliv QTL
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Fob3b za nalaganje mezenterialne mas¢obe pri samicah. Za ostale parametre nismo nasli

statisticno znacilnih povezav.

Pri zenskih zivalih je bolj opazno nalaganje mezenterialne mascobe, ki poveca tveganje za
nastanek razli¢nih bolezni (metabolni sindrom, kardiovaskularne bolezni). Ugotovitev, da
kvantitativni lokus Fob3b na kromosomu 15 linije M vpliva na nalaganje mezenterialne
mascobe pri samicah, bi lahko v prihodnje pripomogla pri nacrtovanju poskusov za razvoj
novih diagnosti¢nih ali terapevtskih pristopov za zdravljenje trebuSne zamaScenosti pri
ljudeh. Obenem ima odkriti QTL potencial kot genetski oznacevalec za zmanjSanje

zamascenosti v trebusni votlini pri domacih Zivalih.
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