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ABSTRAKT

Kvalita masa u skotu je oviievana mnoha geny, jednim z nich je i g8@D1
(stearoyl — CoA desaturaza). Tento gen je asocigeasiozenim mastnych kyselin v mase a
mléce a potenciatnovliviiujici mnozstvi intramuskularniho tuku. V ramci tétplomové
prace byl stanovovan genotyp u 260 byikemeneCesky strakaty skot u ger8CD1pomoci
metody PCR — RFLP. Nasletinbyly provedeny wv§ty frekvence alel a genotyp
pomoci programu SAS u daného souboru a vyhodnsélasociéni analyza sledovanych
znald a genotyfi. Byla pozorovana vysoceiazna asociace s variabilitou polymorfismu a
kyselinou myristoolejovou (C14:1) u vSech uvedenygsnotym, ale nejvyssi odhadnuté
stredni hodnota byla u genoty@C. Vliv genotypu na mnoZstvi intramuskularniho tuiebo

jinych znaki kvality masa nebyl prokazan.

Kli¢ova slova:Cesky strakaty skot, kvalita masa, mastné kysel®g¢D1

ABSTRACT

The quality of meat in cattle is influenced by mayenes, one of them 8CD1gene
(stearoyl — CoA desaturase). This gene is assdciaith composition of fatty acids in meat
and milk and can influence the level of intramuacdét. In this diploma thesis, the total of
260 bulls of Czech Fleckvieh breed was genotypedguthe PCR — RFLP method. The
frequencies of alleles and genotypes were detedrniméhis population by the SAS software
and the association analysis between traits andtgees was performed. Asociation with
variability of all mentioned genotypes and myristolacid (C14:1) was found, with high
significant value (p<0,0001), bl@C genotype had a higher median value. The genotype
effect on intermuscular fat and other traits wasproved.

Keywords: Czech Fleckvieh breed, meat quality, atids, SCD1
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1 UvOD

V posledni dob se lidé zainaji ¢im dal vice zajimat o kvalitu a slozeni jidla. Knio
pati i mnozstvi nasycenych a nenasycenych mastnyatlikyg mase, kdy nasycené mastné
kyseliny jsou asociovany s rizikem sédéch onemocEni a s vysokym cholesterolem. Proto
je v zajmu chovatélmasného dobytku produkovat takovérata, jejichZz masné produkty
budou atraktivni pro spit#bitele. Zarovi obsah intramuskularniho v mase zvysuje jeho

Savnatost a chutnostipipraw.

Tyto vlastnosti ho¥ziho masa jsou asociovany s enzymem stearoyl —desAturazou
(SCD, ktera modifikuje nasycené mastné kyselina nasygrené vnesenim dvojné vazby do
molekuly. V genusCD1kdédujici jednu izoformu této desaturazy se nackaastiténi
mutace zpisobujici zaminu aminokyselin v bilkoviia ovliviwijici funkénost enzymu, kdy
mutovany enzym je spojovan s vysSim obsahem neaaggic mastnych kyselin jak v mase,

tak v mléce u skotu.

V této diplomové préci byl zkoumdatesky strakaty skot, plemeno razsié vCeské
republice, vyuzZivajici se jak k masné, tak kimkprodukci. Bvodné mélo byt zkouméano
150 jeding, ale p@et analyzovanych vzoikbyl rozSfen na 260 jedinczahrnujici cely
soubor pro fesrEjSi asocidni analyzu. Poznatky z této diplomové prace mohowrs

chovatelim jako dopordeni ke Sleckini a produkci produkitatraktivnich pro spé¢bitele.



2 CIiL PRACE

V ramci této diplomové prace byly vyhodnoceny agoeigenotyp genuSCD1se znaky
kvality masa u skotu. Cilem této diplomové prack lzyladnuti zakladnich metod
molekularni genetiky: polymerazovoetezovou reakci, $peni restriknimi endonukleazami
a gelovou agarozovou elektroforézu. Dale tyto metqulikovat pro uteni genotyp u genu
SCD1a nasled& provést vypoet frekvence alel a genotyp tohoto genu u plemertaesky
strakaty skot a vyhodnotit asociaci mezi i§tm genotypem a vybranymi znaky kvality

masa.
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3 LITERARNI P REHLED

3.1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou alifatické monokarboxylové &ysy, kdy skoro vSechny maji
neroztvenyietzec se sudym gtem aton uhliku. Podle délky uhlikatéhetzce se dli
na nizsi, sedre dlouhé a vyssi mastné kyseliny. Podiggmnosti a pétu dvojnych vazeb v
fetézci se dli na nasycené kyseliny (SFA), mononenasycené (MUEpPolynenasycené
(PUFA) mastné kyseliny (Mahan and Escott, 2008).

Nasycené mastné kyseliny neobsahuji Zadnou dvejanou v uhlikaténiietzci.
Nenasycené mastné kyseliny maji v uhlikaté#zci piitomnu jednwi vice dvojnych vazeb
(Musil et al, 1976). Dvojna vazba apobuje ohnuti lipidové molekuly, tim nedovolujsrié
prilehnuti molekul na sebe jako je to mozné u nasydetipidi a vede k tekutosti lipid
Nenasycené mastné kyseliny se moh&astnit vSech chemickych reakci charakteristickych
pro dvojnou vazbu mezi uhliky. Nenasycené vysSsitmgalsyseliny vznikaji z nasycenych
mastnych kyselin desaturaci, kterou katalyzuji @aagy. Nenasycené mastné kyseliny maji
v organismuiizny vyznam a mohou slouzit i jako zdroj energigicBezvySeny obsah
v krevni plazns vede k zvySeni hladiny cholesterolu &zm vést k obezit(Dostalet al,

2005).

3.2 Funkce desaturazy

Desaturazy tvid dvojnou vazbu mezi uhliky. #tzch sousednich mastnych kyselin
se odsipi dva vodiky, tim mezi uhliky vznikne dvojna vazJeiz polohu uuje substratova
specifita enzymu. Desaturace volnych mastnych kygebbiha v jatrech. Zde dochazi
k premené toxickych nasycenych mastnych kyselin na neutrdmasycené mastné kyseliny.
(Ledvinaet al, 2003)

3.2.1 Stearoyl — CoA desaturaza

Stearoyl-CoA desaturaza (SCD) je enzym nachazgiviendoplazmatickém retikulu,
ktery katalyzuje biosyntézu nenasycenych mastnysklin z nasycenych mastnych kyselin
SCD reaguje spote¢ s NAD(P) — cytochrom b5 reduktazou, elektronovkoegptorem
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cytochromem b5 a molekularnim kyslikem, protoZewnsje tento proces aerobni. Elektrony
proudi z NAD(P)H pes cytochrom b5 reduktazu do cytochromu b5, dals@b a kogi

v Oy, které je redukovano na@. Tento enzymovy komplex indukuje jednu dvojnoatua

na pozici 9, 10 dlouhéh@®zce acyl-CoAs, viz obrazek 1. Acyl-CoAs je syntetian de

novo a nebo je vieban z potravy (Paton and Ntambi, 2008). Prefenawasubstraty jsou
palmitovy a stearovy — CoA, které jsou potom kotweainy do palmitolejové a olejové —
CoA (Enochet al, 1976, Ntambi, 1999). Tyto produkty slouZi jakdstuaty pro syntézu
raznych lipidi véetre fosfolipidi, triacylglyceridi, cholesterolovych estiea dalSich (Paton
and Ntambi, 2008).

J()‘\/\/\/\/9\/\/\./\/\
CoA-S 10
Stearoyl-CoA
+ Cytochrome b 5 reductase 2 cytochrome b 0
NAD(P)H+H (FADHY) ¥ o 5 2
NAD(P) Cytochrome bs reductase 2 cytochrome b 5 2H,0
(FAD) Fe3*
9 9
CoA-S 10
Oleoyl-CoA

Obrazek 1: Cesta transferu elektrd@rpii desaturaci nasycenych mastnych kyselin na
nenasycené mastné kyseliny stearoyl - CoA desatudsCD1) (Paton and Ntambi, 2008).

Aktivita enzymu SCDL1 je stimulovandipnem potravy. Poifljmu potravy dochazi k
aktivaci jaderného receptoru PPARktery zvySuje syntézu odpovidajici mMRNA. Naopak
snizeni aktivity je realizovano hydrolyzoastifettzce pomoci specifické protedzy
(Rogorowskiet al, 2013).Cinnost SCD1 je citliva na zény stravovacich navyka

hormonalni nerovnovahu (Ntambi, 1999).

SCD1 se sklada zgyi transmembranovych domeén sota NH, a COOH konci
orientovanymi k cytosolUSCD1 obsahuje jednu cytoplasmatickou 8kaya COOH konec
obsahuji osm histidinovych zbyitkkteré tvagi His box. Ten vaze Zelezo v katalytickém
centru desaturazy. Dale @smyky v lumenu endoplazmatického retikula, které jsmnsi

12



Vv porovnani s cytoplazmatickou stkpu, a které obsahuji dva Zé konzervovanych His

motivi, viz obrdzek 2 (Paton and Ntambi, 2008).
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Obréazek 2: Model membranové topologie mysiho pratesCD1.Cerver? zvyraz@na
rezidua zobrazuji konzervované histidinové regiokiera jsou esencialni pro katalyzu. N a
C reprezentuji NH2 a COOH konc&isla 92, 97, 222, 233 a 322 jsou rezidua, ve ktierjgc
lokalizovano 5 cysteil. ER lumen znamena lumen endoplazmatického retik(iRaton and
Ntambi, 2008).

3.3 lzoformy genu SCD

Existuje rekolik izoforem genuSCD. U mysi byly identifikovanytyti izoformy
(SCD1, SCD2, SCD3, SCp4atim co u krys byly identifikovany pouzeddzoformy
(Ntambi, 1999). GenyCDbyly také naklonovany u dalSich organisjako je kvasinka,
Drosophilla C. elegansovce, kecek a také @lovéka (Keasteet al, 1989, Mihareet al,
1990, Ntambet al, 1988, Stukewt al. 1990). U mnoha rozdilnych kmimysi se genpCD
nachazely ve vzajemné blizkosti na chromozomuZsotmy u mysi maji z 85 — 88%
identické sekvence aminokyselin, ale liSi se vdwprovodné oblasti, coz vede k rozdilné
tk&nove specifické expresi (Ntamiet al, 1999). Za normélnich dietologickych podminek je
SCD1mRNA vysoce exprimovana v bilé adaé tukové tkani adkterych zlazach (Miyazaki
et al, 2002, Miyazaket al, 2001, Miyazaket al, 2001). Bi vysoce uhlohydratové diese
expreseSCD 1zvysSuje v jaterni a srdei tkani, a USCD2izoformy se expreseriptéto diet
zvySuje v jatrech, slezénsrdci a plicich, kde jinak exprese probiha v memge. SCD2je
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prevazre exprimovan v mozku, kdy indukce exprese probid#ln neonatalniho vyvoje.
SCDa3izoforma je exprimovana whterych Zlazach a viZi v sebocytechSCD4izoforma je
exprimovana hlavav srde€&ni tkani, kde mze byt exprese zvySena uhlohydratovou dietou.
V nekterych tkanich se vyskytuje exprese i vice neagadoformy (Miyazaket al, 2003).
Duvod pro expresi dvoti vice izoforemSCDyv jedné tkani neni znamy, ale prépddobrg

je to spojeno se substratovou specifitou izomejiah hormonalni a dietologickou regulaci
(Paton and Ntambi, 2008).

3.3.1 ExpreseSCD1ve svalech

SCD1lizoforma je u mysi také vysoce exprimovana v kostevalovirg, kde
s nejvyssi prawpodobnosti ovlisiuje sloZzeni mastnych kyselin, lipidovou esterifikac
lipogenezi a beta oxidaci, coZ m& za nasledekndivstebavani glukézy a inzulinovou
signalizaci (Stamatikost al, 2013). Ve studii, kdy mysi saskly po dva tydny podstupovaly
cviceni v plavani, vykazovaly ty ve skupirktera pravidel& plavala dramaticky nést
expreseSCD1v kvadricepsech a gastrocnemiu. Tentaisiabyl nefen 3 hodiny po céeni a
pietrvaval po 22 hodin (Ikedst al, 2002).

Vysoka expres&CD1byla pozorovana u obéznich hlodav8tudie se Zuckerovymi
krysami, kde tyto krysy maji misssense mutaci tileweho receptoru, coz agobuje
poSkozeni leptinoveé signalizace a vede k hypertagivezié (Phillipset al, 1996, Chuat
al., 1996). Navic si tito hlodavci vytviti dysfunkcip burgk, ktera zfisobuje redukci hladiny
inzulinu a tim i ovliviuje miru expres&CD1(Tokuyameet al, 1995). Samci Zuckerovych
krys vykazuji zvySenou expreSICD1ve svalech vedouci k vySSi koncentraci palmitasiéj
kyseliny v porovnani se Stihlymi krysami (Vastsal, 2005). Jina studie zkoumala expresi
SCD1u krysich samg ktei podstupovali aerobni aeni na kzicim pasu. Zjistili, Ze u
cvicicich krys byla vyssi koncentrace SCD1 proteinuRNA v lytkovém svalu nez u
necviicich krys. (Dobrzyret al, 2010).

U lidi byl zjisten rozdil vSCD1expresi ve svalech u skupiny obéznich lidi a gkypi
Stihlych lidi, kdy u obéznich byla expreéSED1vysSi. ZvySena expreS€LCD1korelovala se
zmeénou sloZzeni mastnych kyselin u glycerolipi#&dy byl vySSi obsah kyseliny olejové a
nizsi obsah kyseliny palmitové (C16:0) a stear@&3(0). ZvySena expreSCD1u obéznich
subjekfi korelovala se snizenduoxidaci. Tento vztah byl zji& nadnérnou expres§CD1

v primarnich myocytech, ziskanych od Stihlych skifijecoz vedlo ke zvySené akumulaci
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triacylglyceridi (Hulveret al, 2005). Také bylo prokazano, ze jedna faze aehobrviceni
zvySi koncentraceCD1proteinu v kosterni svalowru lidskych subjekt (Schenk and
Horowitz, 2007). Chronické aerobni &ghi také ovliviuje hladinuSCD1proteinu u lidi.
Studie zahrnujici vytrvalostni atlety, Stihlé nelii@zni necwici subjekty byla provedena pro
determinaci rozdil v obsahu SCD1 proteinu. Exprese SCD1 proteinu tdgada vyssi u
vytrvalostnich atlé€t neZ u necwicich skupin (Amatet al, 2011). Zarov#& maji vytrvalostni
atleti zvySeny obsah intramyocelularni triacylgtidg a cviceni zvySuje oxidaci a

lipogenezi ve svalech (Goodpasttral, 2001, Tunstalét al, 2002, Ikedat al, 2002).

3.3.2 Ovlivnéni exprese SCD1 proteinu dietou

Ntambiet al. (2002) ve své studii pouzil mysi s cilenym narugefunkinosti genu
SCD1ljako zvieci model pro weni vlivu vysokotdné diety na fenotypovy projev genotypu.
Rozdlili mysi do ti skupin podle genotypu: divoky typ homozygoti ($/$CD1
heterozygoti (+/-) &CD1homozygoti (-/-) SCD1(-/-) mysi neli stejnou Bistovou Kivku
jako jejich sourozenci s divokym genotypem. Rozdik&al projevovat az po zkrmovani
vysokotiné diety, kdySCD1(-/-) mySi zkonzumovali 0 25% vice potravy, aldil§yihlejSi a
akumulovali méa tuku nez divoky typ mysi. Ze studie vyplyva, Zedny mutaci \6CD1
izoformé maji redukovanou tukovou tkadzvySenou citlivost na inzulin a jsou odolné

k tloustnuti, indukovaném dietou.

U prasat byl zkouman efekt diety s redukovanymiginy na aktivitu a expreSCDJ,
na mnozstvi celkové tukové tkéa na slozeni mastnych kyselin ve svalech a v podko
tukové tkani. Znany vliv této diety neSCD1laktivitu a naSCD1expresi proteinu byl
pozorovan ve svalech, ale ne u podkozni tukové&itkamoho vyplyva, Ze expresCD1
muze byt tkdioveé specificka zatrznych regulénich mechaniziinmezi kosterni svalovinou a
podkoZni tukovou tkani (Doraet al, 2006).

3.4 SCD u skotu

Stearoyl- CoA desaturaza je enzym s funkci omeazehiosti reakce, ktery katalyzuje
syntézu mononenasycenych mastnych kyselin z naggaenastnych kyselin (Ntambi and
Miyazaki, 2004). Tento gen je za normalnich degatkych podminek vysoce exprimovan
v bilé tukové tkani, h¥dé tukové tkani a ugkterych zlaz (Dobrzymet al, 2006). Zarove je

SCD1vysoce exprimovan u extrémobéznich lidi a u obéznich na inzulin rezistettnic
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Zuckerovych krys (Hulveet al, 2005, Vos®t al, 2005). U pezvykavd jsou mastné
kyseliny fijaté potravou chemicky redukovany v bachoru mikgamismy a véebavany
jako nasycené mastné kyseliny. SloZeni mastnychlikys tukovych zasobach odrazi
predchoziécinnostSCDna substratech jako je stearova kyselina a palkikyselina (Kim
and Ntambi, 1999).

3.4.1 Vyskyt SCD u skotu

U skotu byly charakterizovany dvozdilné izoformy gen$CD SCD1izoforma,
ktera se nachazi na 26 chromozon&CD5izoforma, ktera se nachazi na 6 chromozomu
(Lengi and Corl, 2007). Bovinni ge8CCD1je dlouhy zhruba 17 kb &isle se myslelo, Ze se
sklada se ze Sesti exoa gEti intront, viz obrazek 3 (Taniguclet al, 2004). Bylo objeveno
osm SNP v celé délce sekvence g8AiD1u Japonskéhderného plemene, z nichix e
nachazeji v oteenémétecim ramci (ORF) u exonu 5 (Taniguehial, 2004). Existence
téchto i SNP byla potvrzena i u Kanadského HolStynskébmphe a plemene Jersey, kdy u
HolStynského plemene bylo navic jedno SNP v exo(iig8vatalalaet al, 2007). Dale tyto
tiéi SNP v exonu 5 gen8CD1byly objeveny u jedenacti plemen skotu chovanydtahi
(Milanesiet al, 2008). Nicmé# pouze SNP u nukleotidu 878t®mbuje substituci
aminokyselin alaninu/valinu v SCD1 proteinu (Bared al, 2010).
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Obrazek 3: A - Grafické znazo#ni pizvodnich 5 exori genu SCD1 aif SNP (g.4706C>T,
0.7534G>A a g.7864C>T). C — Sekvence genu SCD1llehaaii SNP.(Jiang et al., 2008)
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Podle nejno¥jSich poznatk se ale ge®CD1sklada zetyi exoni (viz obr. 4) a
polymorfismusC878T se nachazi vedtim exonu (NCBI, Gene ID: 280924, 2015).

26.73 kb Forward strand pe

21.135Mb 21.140Mb 21.145Mb 21.150Mb 21.155Mb

Genes (Ensembl). .
SCD-201 >
rotein coding
Contigs I e S .
Genes (Ensembl) -
< SCD-201
rotein codin
21.135Mb 21.140Mb 21.145Mb 21.150Mb 21.155Mb
-l Reverse strand 26.73 kb {

Gene Legend : _
Protein Coding

B Ensembl protein coding

Obrazek 4: Struktura bovinniho genu SCD1 (Ensemd015)

PolymorfismusC878T v genuSCD1zpisobuje substituci aminokyselin, kdy al€la
koduje v primarni struktie proteinu aminokyselinu alanin a al@l&oduje v primarni
struktue proteinu aminokyselinu valin. Aminokyselina vaiize zpisobit inhibici
enzymové katalytické aktivity oproti aminokyselialaninu, kdy aminokyselina alanin je
asociovan s vysSim obsahem MUFA v mase (Tanigetchli, 2004).

3.4.2 Vliv SCDna kvalitu mléka

SloZeni mastnych kyselin v mléce jda¥ity parametr pro hodnoceni nitri kvality
mléka, hlavi mono nenasycené mastné kyselingt§inou kyselina olejova) a konjugovana
kyselina olejova (CLA) (Melet al, 2007). SloZzeni mastnych kyselin v kravském mjéce
také z velk&asti determinovano geneticky, coz pomoci Skedhd selekce fize vést ke
zlepSeni slozeni mléka aie mit pozitivni vliv na lidské zdravi (Schennieikal, 2007,
Soyeurtet al, 2007). Tuk v mléce je zt8i casti sloZzeny z nasycenych mastnych kyselin,
hlavre z kyseliny myristové (C14:0) a kyseliny palmito&l6:0), a v mensi rfé
z nenasycenych mastnych kyselin (Scheneind, 2008).

Na miru mnozstvi nenasycenych mastnych kyselinécenma vliv také krmna davka
(Baumgarcet al, 2000). Mastné kyseliny obsazené v krmné davaeydsachoru
hydrogenizovany bakteriemi a dale transportovamuqu krevnihaeciste. V mléiné Zlaze
potom mohou byt mastné kyseliny, pochazejial akrve, nebo syntetizovany de novo,

desaturovany. Hodnotu nenasycenosticmyéh mastnych kyselin tedyduje mnozstvi
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mastnych kyselin uvolimych do mléka (Schennirék al, 2008). Nicmé# kravy krmeny
stejnou dietou vykazuji rozdily ve sloZzeni mastnkgbelin v mléce, coz ukazuje na existenci
rozdilnych genetickych variant (Karijoet al, 1982, Bobeet al, 1999, 2003).

Mezi rekolika enzymy, které ovliiwuji metabolismus lipil v mlé&né Zl4ze, je stearoyl
— COA desaturaza nejvyznajsi, protoze vnasi dvojnou vazbu mezi devatym atyes
uhlikem v molekule u mnoha mastnych kyselin (NtartBB9). Nejvyznam#Simi substraty
pro SCD jsou acyl — CoA z C14, C16, C18 a tran§18:1 (kyselina vakcenova), které jsou
konvertovany na C14:1 n-5, C16:1 n-7, cis-9 C18cised, trans-11 C18:2 (Ccet al, 2001).
Vice nez 70% cis-9, trans-11 CLA v kravském ml@&cprpdukovano v miéé zlaze
aktivitou SCD (Baumaret al, 2006).

3.4.2.1italské HolStynské plemeno

Meleet al. (2007) se ¥novali asociaci meZCD polymorfismem a sloZzenim
mastnych kyselin v mléce u Italskeho HolStynskéleonene. K analyze pouzili vzorky od
297 krav, kdy frekvence aleB byla vyssi (0,57) nez frekvence al#y0,43).SCDgenotyp
vyrazre ovliviioval mnozstvi cis-9 C18:1, cis-9 C14:1 a celkovgaibMUFA, kdy genotyp
AAvykazoval 0 11,7% vice MUFA, cis-9 C18:1 a cis-A1nez genotypV. Nicmére faze
laktace vyraz#é ovliviiovala mnozstvi MUFA. V prvnich 100 dnech bylo v odéice cis-9
C18:1 a méxuC14:0 a cis-9 C14:1 nez u pa&gich fazi laktace.

Li et al. (2014) detekoval geny asociovany se slozeningmalkéo tuku. Pomodgiipt
analyzoval 314 SNP (jednonukleotidové polymorfissgdjenych s 18 znaky mastnych
kyselin v mléceSCD1byl jednim z gef, ktery zkoumali a nasliftomnost gkolika SNP
spojenych s timto kandidatnim genem, které se mpbadit pro dalsi analyzu.

3.4.2.2Kometeni kiizenky

V jiné studii se Schenningt al (2008) zabyvali efektem polymorfisrduaV u SCD-1
na indexy nenasycenosti milg/ch mastnych kyselin. Index nenasyceno&tptavuje
koncentraci nenasycenych produktpomeru k sodtu nenasycenych produka nasyceného
substratu. K vyzkumu pouzili vzorky mléka a krnvae 1033 krav na prvni laktaci, kdy tuk a
proteiny byly néfeny spektroskopicky a genotypy ze vaoENA byly zjiSttny pomoci
SNaPshot metody. AleM je asociovana s niz§im indexem u C10, C12 a GlvyasSim
indexem u C16, C18 a CLA nez u aldély
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3.4.3 Kvalita hovéziho masa

Oc¢ekavani zakaznikohledr® kvality masa je t@lezitym faktorem ovliviujici rozhodnuti o
nakupu (Grunergt al, 2004). Tudiz by #o byt cilem produceiithowziho masa zlepSovani
jeho kvality. Typickymi parametry héziho masa jsou barva, obsah intramuskularniho auku
vaznost vody. Maso s jastervenou barvou fZe pozitivie ovlivnit vybér nakupujiciho
(Mancini and Hunt, 2005). VysSi obsah intramuskniléw tuku zlep3uje kvalitu masa co do
chuti, $avnatosti a rtkkosti (Crouseet al, 1989).

3.4.3.1Marbling

Marblingem se nazyva vyskyt bilych fiekebo prufi z tukové tkas mezi svalovymi
vlakny, ¢esky také mramorovani masa. Marblingem jsou myStest§/ tukové buiky
v intramuskularnim prostoru a nezahrnuje interml#&ski nebo subkutanni tukové zasoby.
Tato tukova loziska mezi svalovymi vlakny jsou €lod z adipocyitnachazejicich se ve
spojovacim pojivu a shlukujici se kolem kapilar &se. Shluky adipoctzatinaji byt
viditeIné makroskopickyip poctu 10 — 15 buék ve shluku, zarovejsou vSak tyto adipocyty
v marblovaném mase mensi nez adipocyty vyskytsgginde v &le (Harper and Petick,
2001).

Adipocyty intramuskularniho tuku se vyvijeji z photentnich buék obsazenych
ve svalové tkani, takzvanych preadipdcyfyto buiky se z&nou diferenciovat az po indukci
n¢jakym vrejSim stimulem (Harper and Petick, 2004). Jedniakp\ych stimul maze byt i
starnuti, kdy se tukoveé zasobyetre intramuskularniho tuku rozsiji s wkem na rozdil od
kosti a sval, které dosahnou svého maxima v ddsgti (Hood and Allen, 1973). Zaroke
ma na mnozstvi intramuskularniho tuku vliv pohl@¥arper and Petick, 2001) &kvve
kterem byla provedena kastrace u samkdy jedinci kastrovani hned po narozeni vykazoval
vyS8Si mnozstvi intramuskularniho tuku nez jedirastkovani ve &ku Sesti nisiai (Worrel et
al., 1987). Z externich vliv ma na marbling vyznamny dopad slozZeni potravy, kdy
vysokoenergeticka strava po delgdsovy usek zvySovala mnoZzstvi marblingu v mase.
Nicmére zvirata, ktera nemaji genetickéeppoklady pro vyvoj intramuskularniho tukti p

vysokoenergetické digtukladaji tuk spiSe subkutéh(Harper andd Petick, 2001).

MnoZstvi intramuskularniho tuku je determinovagémeticky, kdy se vyskytuji
rozdily mezi plemeny. N&gklad britska plemena jako Angus nebo Hereford mggsi

marbling masa nez plemenéavpdem z Evropy jako je Limousine nebo SimentalvZech
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plemen v¢niva plemeno Japonskérne, které vynika vysokym marblingem (Harper and

Petick, 2001). Mira marblingu je hodnocena podéBstupiti, viz obrazek 5.

BMS # 1 Quality Grade 1 BMS # 2 Quality Grade2  BMS # 3 Quality Grade 3

BMS # 4 Quality Grade3  BMS # 5 Quality Grade4  BMS # 6 Quality Grade 4

BMS # 7 Quality Grade4  BMS # 8 Quality Grade5  BMS # 9 Quality Grade 5

BMS # 10 Quality Grade4 BMS # 11 Quality Grade5 BMS # 12 Quality Grade 5

Obrazek 5: Stup# pro hodnoceni mnozstvi intramuskularniho tuku v y&im mase
(httpwww.valio.dewagyu-en.html).

Preference marblovaného masa se lif{da preferuje maso s co nejmensim
mnoZzstvim tuku s cilem omezitigm nasycenych mastnych kyselin ve stranaopak skdo
preferuje marblované maso pro jeho lepsitqiiiarper and Petick, 2001). Proto jdeFita

funkce genlBCD, ktery je schopen ,Skodlivé" nasycené mastné kyggliemenit na
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zdrawjSi nenasycené mastné kyseliny a tim umoznit koeziimm lepSi chdovy zazitek

Z masa beze strachu o zdravi.
3.4.3.2Mastné kyseliny

Hodre pozornosti je v posledni délénovano vlivu sloZzeni mastnych kyselin v mase
na lidské zdravi. Bkteré nasycené mastné kyseliny, které&abnachazi v mase a
mlé&nych vyrobcich, hlavhmyristova a palmitové kyselina, zvySuji hladinlkogého
cholesterolu vdle konzumenta a jsou jednim z rizikovych faktegzniku srdénich
onemocgni (Erkkilaet al, 2008, Weblet al, 2008). Dieta bohata na nasycené mastné
kyseliny méa tendenci Zigobit zvySeni hladiny cholesterolu v krvi, zatimdieta bohata na
nenasycené mastné kyseliny mé tendenci snizovdinblaholesterolu v krvi. Cholesterol je
v krvi v podolg lipoproteinu. Lipoprotein s nizkou hustotou (LDk),Spatny“ cholesterol,
protoze zvySena hladina LDL cholesterolu v kngpmjovana se zvysenym rizikem
onemocgni srdce. Naopak cholesterol s vysokou hustotouL(H®,dobry“ cholesterol,
protoze vysoka hladina HDL je spojovana se snizengikem srdénich onemocéni. Z toho
vyplyva, Ze vznik onemoeni srdce je ovliveino konzumaci witych nenasycenych
mastnych kyselin, protoze snizuji celkovou hladiholesterolu v plazgna zarové snizuji
hladinu ,Spatného” cholesterolu (Jiaegal, 2008). Jiz byl demonstrovan vliv potravy na
slozeni mastnych kyselin v mase a énlgch vyrobcich, ale molekularni mechanismus
kontrolujici sloZeni mastnych kyselin zatim nehpképbjasrn.

3.4.4 Vliv SCDna kvalitu masa plemen skotu
3.4.4.1Japonskyc¢erny skot

Maso Japonskéhierného skotu je c&né pro jeho vysoké marbling skére a nizsi bod
tani tuku nez je u jinych plemen skotu. NiZ§i béxi tuku je zpsoben vySSim procentem
nenasycenych mastnych kyselin v tuku (Yab@l, 1999). Zarovi takoveé sloZzeni mastnych

kyselin miZze pozitivr¢ prispivat k chuti ho¥ziho (Meltonret al, 1982).

Taniguchiet al. (2004) ve své studii porovnavali sekvence cel&ydébvinniSCD
cDNA a 5" -upstream regionem a nasli dva typy tolgmiou s jednoduchym nukleotidovym
polymorfismem v ORF. Jedno z SNP nalezenych v OiRBabuje substituci aminokyselin a
tim i moznostSCDgenotypu ovlivnit sloZzeni mastnych kyselin. Por@vénim celé délky
sekvence&SCDcDNA 20 jediné Japonskéhoerného plemene identifikovali 8 SNReins
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jednoho, ktery mize zgisobovat zrainu katalytické aktivity enzymu. Z&na aminokyseliny
substituci alaninu za valin byla pozorovanaetitm regionu bohatém na histidin (Taniguehi
al., 2004). Valin na 293 pozici mezi aminokyselinaryli\oysoce konzervovan mezi sami
druhy, coz znamena, Ze valin na této pozici je stn@i aminokyselina (Strittmattet al,
1988, Shankliret al, 1994). Substituce&thto aminokyselin e mit ki€ovou roli ve funkci
SCD enzymu a tim figobovat izné variace ve sloZzeni mastnych kyselin mladych wol
rozdilnych genetickych varia®CD Dale utovali jak moc jeSCDgenotyp asociovan

s procentem MUFA u intramuskularniho tuku v trapg&zo svalu. GeSCDtypu A m¢l
pramérny efekt genové substituce 0,805% na procento MUB@notypAA mel o 1,7% vySSi
obsah MUFA neZ genotygV. Nicmér¢ podle dalSich vysledkSCDgenotyp neni jediny
duvod genetické variability ve sloZeni mastnych kiysalplemene Japonskéberného skotu
a dalSi genetické faktoryippivaji k rozdilné variabilé procentualniho obsahu MUFA

v tukove tkani (Taniguchet al, 2004).

V dalSi studii Taniguchet al.(2004) zkoumali vliv plemene na genovou expresi
stearoyl — CoA desaturazy. Pro vyéeni vlivi ovliviiujici genovou expresi, jako jéka
pohlavi, byl experiment proveden rtadh desetigsicnich volech jak Japonskékierného
plemene, tak HolStynského plemene a jejitiidndi. Zvirata byla chovana ve stejném
prostedi a krmena stejnou potravou po dobu Sestnastian Ve wku dvaceti Sesti gsial
byla u €chto zvfat provedena svalova biopsienusculus longissimus doi@n.l.d) a
podkoZniho tuku. Tato studie demonstrovala genetickarianci u hladiny mRNA 8CDcoz
muZe asociovat sdkolika pozorovanymi genetickymi rozdily ve sloZzemastnych kyselin
v podkoznim tuku. Porovnanim miry expré&eDv m.l.d mezi plemeny Japonskérne,
které je znamo pro vysoky podil marblingu v masg&azovalo vyssi hladinBCDmRNA
nez HolStynské plemeno. ZardvkladinaSCDmMRNA v podkoznim tuku byla vysSi u
Japonskéhoerného. Z toho vyplyva, Ze rozdil ve sloZeni tukua.lid. neovliviiuje podstaté
hladinuSCDmMRNA vm.l.d. Japonskygerny skot tedy rize mit vice nenasycené tukove
tkare v intramuskularnim tuku mn.l.d.a v podkozni tukové tkani nez HolStynské plemeno.
Japonskyerny skot tedy produkuje vice chutné maso dikywékeani s vice nenasycenymi

mastnymi kyselinami.
3.4.4.2Plemena Wagyu a limousin

Studie genové exprese u lidi aiatiukazaly, Ze zvySena aktivita stearoyl — CoA

desaturazy je asociovana se snizenou akumulacataktysSim podilem mono nenasycenych
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mastnych kyselin v kosterni svalowirNicmérg vysledky dvou studii na lidech jsou
rozporuplné. Proto Jiarg} al. (2008) provedli pokus na#encich dvou plemen skotu

k objeveni role gen8CD1v metabolismu svél K pokusu pouzili kizence plemen Wagyu a
Limousin, kdy Wagyu (japonsky skot) métsi Ulozist tuku ve svalech a zarovgemns|Si

tuk nez plemeno Limousin (Pitchvoedl al, 2002). Tuk plemene Wagyu obsahuje zn&teln
mére nasycenych mastnych kyselin a vice nenasycenysing@h kyselin neZ u jinych
plemen (Yanget al, 1999). Pomoci zkuSeného evaluatora bylo hodnooerbling skére
(BMS), vyska podkozniho tuku (SFD) a procento tukedviny, panve a srdce (KPH). Dale
genotypovaliii SNP v 3’'UTR (untranslated regions — nekddujidastb genu) bovinniho
genuSCD1(g.4706&C>T, g.75345>A a g.786L&>T). Z vysledk vyplyva, ZzeSCD1genotypy
nemaji Zzadny znatelny vliv na SFD a KPH, ale gerveilay vliv na tukové depozity

v kosterni svalovitia na slozeni mastnych kyselin. Zimvané ti SNP se nachazeji v 3’'UTR
bovinniho genu a dvjsou v blizkosti polyadenylového signalnino m{&taTAAA). U
¢lovéka, skotu, prasete, mysi a krysy gg@D1ma dlouhy 3"'UTR od 3350 aZz 3903 péaru bazi
v porovnani s kodujici sekvenci, kterd je dlouhd068 az 1080 paru bazi (Jiasigal,

2008). Nekodujici oblasti génsou wtSinou mén konzervované mezi druhy nez kédujici
sekvence. Nicme&nvysoce konzervované nekodujici regiony mohou vyrawliviovat

funkci genu pi postranskripnich Upravach (Shabalimd al, 2004).
3.4.4.3Plemeno Strakatého skotu

DalSi studie se zabyvaladenim existence polymorfismuRCD1na 878 pozici u
plemene Strakatého skotu, ktery se vyuziva jakolinavané plemeno (produkce masa x
mléka). Vzorky od 370 byk(potomci celkem 66 plemennych hijkoyly ziskany pi
porazkach v jedtth kometnich jatkdch po dobu dvou let. Zafa byla vykrmovana
v identickych krmnych a ustajovacich podminkachoMy svalu a tuku byly ziskany z pravé
strany jaténéeho la priblizné jednu hodinu po porazce. Vzorky sivalyly odebrany
z musculus longissimus thora@svzorky tuku byly odebrany Zitku (Bartai et al, 2010).
Poté byla provedena chemicka analyza ptenirslozeni mastnych kyselin (Folehal,
1957), genotypizace r&CD1polymorfizmus pomoci PCR — RFLP a statisticka yreal
AnalyzaSCD1lokusu odhalila lehkouipvahu alelyA nad alelow. U genotyp bylo nejvice
heterozygait AV, potom homozygdtAA a nejmén homozygoi VV. | kdyz zviata byla
chovéna ve stejnych podminkach a poraZzena ve siej#idi, objevovaly se u nich rozdily
v koeficientech u sledovanych zriak o miZze byt vysétleno rozdilnymi genetickymi
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faktory (jiny genotyp). Nafiklad genotypyAA a AV meéli nizSi hodnoty SFA, vySSi hodnoty
MUFA a MUFA/SFA neZ zviata s genotypedV. Zarovei AA aAV projevovaly vyssi
hodnoty u C14, C18 a indexu celkové desaturaca ihjbrmace mohou poslouzit ke
Slechtni takovych jeding, ktefi by meli lepSi pongr mastnych kyselinispivajici k dobrému
zdravi lidi (Barta et al, 2010).

3.4.4.4PlemenoCesky strakaty skot

Cesky strakaty skot jeipodnim plemenem skotu@eské republice. Je stasti
celoswtove rozsfené populace fylogeneticky podobnych strakatychmple které vynikaji
svymi vlastnostmi a viestrannym vyuzitileské strakaté plemeno se na celkovych stavech
skotu vCeské republice podili zhruba jednou polovinGegtr, 2015). Chovny cil plemene je
zameten na hospodarnou a vysokou produkci kvalitnihdkemmeemasa. PoZzadovan je skot
kombinovaného prodwkiho zandteni se zvyrazimymi znaky mlénosti, stedniho az
vétsSiho glesného ramce, dobrého osvaleni a harmonickéha@g&un Hospodarnost chovu
tohoto plemene je tena ukazateli chovné uzitkovosti, hlgwobrym zdravotnim stavem
mlé&né Zlazy, celkovym zdravim, pravidelnou plodnastadnymi porody, vitalitou telat,
snadnym odchovem, vysokémitijmu a vyuZziti objemnych krmiv i schopnosti k pastv
Mlécna uzitkovost je charakterizovana cilem 6000 aD#gPmléka s obsahem bilkovin
3,5% a masnou uzitkovost charakterizuje detiimtgtek nad 1300 g v intenzivnim vykrmu
byka (Genetické zdroje, 2015).

Ve zpracovatelském pmyslu jsou ocgovany kvalitni suroviny tohoto plemene:
mléko v nejvysSiifde jakosti a chtioveé vyrazné maso vhodné ke vSem technologickym
apravam. Diky SirSi typové variabdit ramci populace, jeho adaptaliilita fizné
chovatelské podminky a jeho kombinovaném sami Cesky strakaty skot umagje

chovatelim reagovat pruznna neénici se pozadavky trhiCéstr, 2015).

24



4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Material

4.1.1 Analyzované vzorky

Ve své praci jsem analyzovala vzorky DNA, kteréytaiskany na Ustavu morfologie,
fyziologie a genetiky zwat Agronomické fakulty Mendelovy univerzity v BrnSoubor se

skladal z 260 vzork DNA izolovanych z krve by plemeneCeského strakatého skotu.
4.1.2 Pouzité pristroje

Automaticky termalni cykler PTC-200 Peltier Therr@aicler (Bio - Rad, Hercules, USA)

Automaticky centralni cycler GeneAmp®PCR System®{0fe Technologies Corp.,
Carlsbad, USA)

Centrifuga Mikro 20 (Hettich Zentrifugen, TuttlingeDE)

E-BOX VX5 (Schoeller, Prah&;R)

Elektronic UV Transilluminator (Ultra UM, Claremont, USA)

Elektricky zdroj Power Pac 300 (Bio - Rad, HerculdSA)

Fotoaparat Powershot G6 (Canon, Tokyo, JPN)

Geneticky analyzatoaBl PRISM® 3500(Life Technologies Corp., Carlsbad, USA)
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waith USA)

Vaha Scaltec SBA 41 (Sartorius, Bohemia, USA)

Vortex Bio Vortex V1 (Biosan, Riga, LT)

Termostat BE 200 (Memmert GmbH, Schwabach, DE)
4.2 Metodika

42.1 PCR-RFLP

Metoda PCR — RFLP byla pouzita préemi genotyp polymorfismi u genuSCD1
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Pro gipravu reakni smési u genuSCD1bylo pouzito:

« PPP Master Mix (Top — Bio s.r.0., Praki®) - 150 mM Tris—HCI (pH 8,8), 40 mM
(NH4)2504, 0,02 % Tween 20, 5 mM MgCI2, 400 uM kadd TP, 100 U/ml Taq
DNA polymerazy, barvivo, stabilizatory a aditiva,

e primery (IDT Inc., Coralville, USA) — zasobni rokt100 pmol/ul, pracovni roztok
10 pmol/pul;

« ultragista HO (Top — Bio s.r.0., Prah&R)

PCR reakni snes byla glipravovana na ledu na kaimegy objem 15 pl. Kon@né

koncentrace jednotlivych komponent jsou uvedergbulce 1.

Tabulka 1: SloZeni reakéni smeési pro PCR

Slozka MnozZstvi

PPP Master Mix 1x
P¥imy primer 0,2 uM

Zpétny primer 0,2 uM
dH,0 Do 15 pl
DNA 20 ng

Celkové mnozstvi 15 pl

Primery pro amplifikaci fragment8CD1byly prevzaty z prace Baricet al (2010),
v tabulce 2 je uvedena jejich sekvence, délka,lok&sa C a Tm. Délka amplifikovaného

fragmentu je 144 bp.

Tabulka 2: Primery pro amplifikaci genu SCD1

Oznateni Sekvence 5" - 3’ Délka G+C Tm
primeru [bp] [%0] [°C]
SCD1-1A ATG TAT GGATAC CGC CCTTATGAC 24 46 60,92
SCD1-2B TTC TGG CAC GTAACC TAATACCCT 24 46 60,86

PCR probihala za re&kich podminek uvedenych v tabulce 3. Faze denaurac

annealingu a elongace byly opakovany passoB5 cyklech.
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Tabulka 3: Reakéni podminky PCR

Faze Teplota Cas

Uvodni denaturace 95°C 5 min

Denaturace 95°C 30s
Annealing 60°C 30s
Elongace 72°C  45s
Zavére¢na elongace 72°C 7 min
Chlazeni 4°C 0

Specifické useky DNA byly amplifikovany na automk&ém cykleruPTC-200 Po
probihnuti reakce se produkt, pokud nebyl hned poudidaisi reakce, uchovaval p
teplo€ -20°C. Vysledek PCR reakce byl@wvan elektroforeticky na 3% agardézovém

gelu.

Reakni snmes pro RFLP analyzu genotypolymorfismuSCD1byla gipravovana na
koneny objem 15 pl, sloZeni re&ki sntsi je uvedeno v tabulce 4. Inkubace rgdk
smesi probihala v inkubatorBE 20Q pri teplot 37°C. Inkubaceiptéto teplo¥ probihala
pies noc, a po uplynuti inkuéra doby byly vzorky pro weni genotypu hned nanaseny na
3% agardzovy gel.

Tabulka 4: SloZeni reakéni smési pro Stpeni PCR produktu

Slozka Mnozstvi
Pufr G 1x

Sat 1U
dH.0 do 15 pl

PCR produkt 5 pl

celkem 15 pl

Restrikce PCR produktbyla provadna restriknim enzymensat (FnudHI) (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, USAInkubace probihalares noc pi teplog 37°C.
Restrilkéni misto enzymu je 5°.....TE&¥GG.....3", kde Y=C, T. Po $¢peni ma alel&
velikost fragment 39, 47 a 68, a alelvelikost fragment 39 a 115.
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4.2.2 Agardzové gelova elektroforéza

Pro owieni gitomnosti amplifikovaného segmentu po PCR a pratitieaci délky
frangment po S€peni restriktdzou byla pouZzita horizontalni agavézgelova elektroforéza.
Pouzivana koncentrace gelu byla 3%. Ripravu gelu byla pouzita agar6za Agarose
(SERVA, DE) a TBE pufr (Sigma Aldrich, USA). Jakzwaliza:ni barvivo byl pouzivan
ethidium bromid (Top Bio) (zasobni roztok 5 mg/kdneina koncentrace v gelu 0,5 pg/ml).
Pro nanaseni vzoilkbyla jako nanaSeci pufr pouzivana sacharddaanaseni PCR produktu
na gel se nanaseci pufr nepouzival, protoZze PPRMds< uZ obsahoval nanaseci aditiva
pro pfimou vizualizaci na gelu. K porovnani aséeni velikosti fragmerit PCR produki a
fragmenti po S&peni byly pouzity hmotnostni standarty 50 bp DNAItlar a 100 bp DNA
Ladder (viz obr.6)Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA)

100 bp

Obrazek 6: RozloZeni hmotnostnich stantarvelikosti 50 bp a 100 bp na gelu
(https:/lwww.lifetechnologies.com/cz/en/home/br&hdsmo-scientific/molecular-
biology/thermo-scientific-nucleic-acid-electroplesis-purification/dna-
electrophoresis-thermo-scientific/dna-ladders-therscientific/generuler-dna-
ladders.html).
Samotna elektroforéza probihala v TBE puffunapsti 4V/cm po dobu 20 — 40
minut. Vzorky byly po separaci vizualizovany pomé&téctronic UV Transilluminator, kdy

jako zaznamové #&zeni byl pouzit fotoaparat Canon Power Shot G6.
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4.2.3 Sekvenovani

Pro ogteni spravnosti @eni genotyp jedinai bylo provedenoifimé sekvenovani
PCR produki. PCR produkty byly fed vlastni fipravou sekverii reakni snesi
purifikovany pomoci MinElute PCR Purification KiQiagen GmbH, Hilden, &necko)
podle protokolu vyrobce. Jejich koncentrace byl mjis€na pomoci spektrofotometru
NanoDrop 2000. Sekved#ai reakini snts byla fipravovana pomoci BigDye Terminator
Cycle Sequencing Kit v3.1 (Life Technologies Cofparlsbad, USA) podle protokolu
vyrobce na konay objem 10ul. Koncentrace jsou uvedeny v tabulddriozstvi DNA
potrebné do sekveriai reakce bylo wovano na zaklagkoncentrace PCR produktu a jeho

velikosti uvedené v tabulce 6.

Tabulka 5: Slozeni sekven&i reakéni smesi

Slozka MnoZstvi
(]
Reakéni smés 2
Pufr 1
P¥imy primer 0,16
dH»0 do 10
DNA dle tabulky ...
Celkové mnozZstvi 10ul

Tabulka 6: Potirebné mnoZstvi PCR produktu pro 10 pl sekver@i reakéni smési

Velikost produktu PCR MnozZstvi potiebné pro sekvendni reakci

[bp] [ng]
100 — 200 1-3
200 — 500 3-10

500 — 1000 5-20
1000 — 2000 10 — 40
> 2000 40 - 100
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Amplifikace templatu probihala v termalnim cykl€éeéeneAmp®PCR System 9700
zobrazenych v tabulce 7, kdy faze denaturace, ingaa elongace byly opakovany v 25
cyklech.

Tabulka 7: F&ze amplifikace templéatu

Faze Teplota Cas
Uvodni denaturace 96°C 1 min
Denaturace 96°C 10 s
Annealing 50°C 5s
Elongace 60°C 4 min
Chlazeni 4°C o0

Hotova reakni simeés byla po proéhnuti amplifikace purifikovana pomoci BigDye®
XTerminatorTM Purification Kit (Life Technologiesdtp., Carlsbad, USA) podle
priloZzeného protokolu od vyrobce. Purifikace bylayadena pro odstrani
neinkorporovanych terminatiorVzorky byly posléze analyzovany kapilarni elekirézou,
které vyuziva geneticky analyzator ABI PRISN3500. Data byla vyhodnocena pomoci
progranmii Sequence Analysis Software v5.4. a Sequence Scahiie

4.2.4 Struény popis chemickych analyz

Nize popsané chemické analyzy byly provedeny riaudschovu a Slectii zvitat
Ing. EliSkou Dr&kovou, Ph.D.

4.2.4.1Stanoveni obsahu susiny v mase

SuSina byla stanovovana vysouSenim vzorku mas®(@)-€o konstantni hmotnosti.
Vzorek byl po smichani s vysuSenymisigym piskem fedkEzné vysousen v susS&mpii 60
°C, poté byl dosuSenipl05 °C do konstantni hmotnosti. Vzorek byl znavazen po

vychladnuti a stanovila se suSina.
4.2.4.2Stanoveni celkového obsahu bilkovin v mase

Obsah dusiku byl stanovovany metodou dle Kjeldadianoveny obsah dusiku se
piepaietl na obsah bilkovin dle vzorce N x 6,25. Dusikdiin se geved| mineralizaci na

amoniak, ktery se stanovil po destilaci ttn&
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4.2.4.3Stanoveni obsahu tuku v mase

Za tuk se povazuiji latky rozpustné v éteru, xylanatrachlérmetanu. Ziskana susSina z
piedchoziho kroku byla extrahovana etyléterem v &&itian nastavci Soxhletovdiptroje po
dobu 6 hodin. Po extrakci byl zbytek rozp@déa odpéen, baika s tukem se v suSdrn

vysusila a zvazila.
4.2.4.4Stanoveni obsahu popelovin

Popeloviny byly stanoveny spélenim vzorku v Muligeci i teplog 550 — 600 °C
po dobu piblizn¢ 8 hodin.

4.2.4.5Stanoveni pH masa

Zaporny logaritmus vodikovych ianpredstavuje hodnotu pH. Stanoveni se
provadtlo vpichovou kombinovanou pH elektrodou v nepomigtékalpelem ndznutém

vzorku. Hodnota pH se ¢tila po 7 dnech zrani v chladicim boxu.
4.2.4.6Stanoveni barvy masa

Pro nmefeni barvy masa vzoilkbyl pouzit spektrofotometr Konica Minolta — 2608d
vysledné hodnoty jsou udavany v jednotkach (L*)e ktedujeme s¥lost, podilcerveného
(a*) a Zlutého spektra (b*) — metoda CIELab.

4.2.4.7Stanoveni obsahu mastnych kyselin v mase

Vyextrahovany tuk se rozpustil v isooktanu a zhoemigoval v ultrazvuku. Po
pridani methanolatu sodného se¢smalttivala pod zptnym chladéem. V prvni fazi lipidy
reagovaly s methanolatem sodnym. V alkalickém pedsise dote a rychle &ipi esterové
vazby lipidickych slogenin a MK se z nich uvauiji ve forme methylestel. Po gidani BF3
se zneutralizoval nezreagovany CH30ONa a v kysel@sipdi se esterifikovalyifpadné
volné MK. K jeSt horké reagetni sntsi byl piidan isooktan, nasledmasyceny vodny
roztok NaCl a FAMEs (Fatty acid methyl ester) sé#¢e a intenzivvytiepal do isooktanu.
Po rozdleni organické a vodné faze se FAMESs analyzovaltpdwi kapilarni plynové
chromatografie. Analyza MK byla provedena na plygravwchromatografu HP4890 s kapilarni
kolonou DB-23 (60 m x 0,25 mm x 0,25 um). Pré&emi byl zvolen teplotni program od 100
°C *3 min * 10 °C/min * 170 °C * 0 min * 4 °C/min 230 °C * 8 min * 5 °C/min * 250 °C *
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15 min, teplota injektoru 270 °C, teplota detekta80 °C. Nastk 2ul. Nosnym plynem byl
dusik. K vystupu z kolony bylifpojen plameno-ionizai detektor (FID). Finalni
chromatogramy byly zpracovany programem CSW stdtierze 1.7, Data Apex).

Ve vyextrahovaném tuku byly stanoveny obsahy nagieidh mastnych kyselin:

* nasycené mastné kyseliny: C12:0 (kys. laurova),: OX&ys. myristova), C16:0 (kys.
palmitovd), C18:0 (kys. stearova), C20:0 (kys. hoa@);

* nenasycené mastné kyseliny monoénové: C14:1 (kysstoolejova), C16:1 (kys.
palmitoolejovd), C18:1, n-9 (kys. olejova), C20k{g. gadolejova);

* nenasycené mastné kyseliny dienové: C18:2, n-6t (kylelaidova); C18:2, n-6¢
(kys. linolovd), C18:2, n-9 (konjugovana kys. lioeh, CLA)

* nenasycené mastné kyseliny polyenové: C18:3, ry& fdinolenova), C18:3, n-3
(kys. a-linolenova), C20:4, n-6 (kys. arachidonova), C20:8 (kys. timnodova,
EPA), C22:4, n-6 (kys. adrenova), C22:5, n-6 (kygpanodonova), C22:5, n-3 (kys.
dokosapentaenova), C22:6, n-3 (kys. dokosahexaebDbva).

4.2.5 Matematicko — statistické zpracovani
4.2.5.1Vypacet frekvenci alel a genotyp

U vysledného polymorfismu byly ¢gny frekvence alel a genotypvedenych
v tabulkach 8 a 9.

Tabulka 8: Vypoc¢et frekvence genotyp (Hartl and Clark, 2006)

Genotyp Absolutni frekvence Relativni frekvence
CC D d = D/N
CT H h =H/N
TT R r = R/N
Y D+H+R=N d+h+r=1
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Tabulka 9: Vypoc¢et frekvence alel (Hartl and Clark, 2006)

Alela Absolutni frekvence Relativni frekvence
C P p=(2D +H)/2N=d + %
T Q q=(2R+H)2N=r+%
> P+Q=2N p+q=1
Kde plati, Ze:

D, H, R = absolutni frekvence genotyp

d, h, r = relativni frekvence genoiyp

P, Q = absolutni frekvence alel

p, q = relativni frekvence alel

N = absolutni frekvence vSech jedinc

4.2.5.2Hodnoceni genetické rovnovahy dle Hardy — Weinbergaakona

U zjisStnych genotyp byl zjistovan rovnovazny stav podle Hardy — Weinbergova

zakona kdy plati, ze:
1=p2+2pg+Q2

Pro vyhodnoceni byl pouZit test dobré shody ¢xv. chi kvadrat):

2 (P - 0)2
Xlh-p-1,0 = Z—O

Kde plati, Ze:
P pozorovanéetnost genotyp
O atekavan&etnost genotyip

2 suma
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a hladina vyznamnosti

n—p — 1 vypdet stupk volnosti
4.2.5.3Asocia’ni analyza

Asociani analyza byla vypfitdna pomoci smiSeného linearniho modelu REML
v programu SAS v8.2 (SAS Institute Inc.). Jako peefekty byly navrzeny: efekt genotypu,
efekt chovu a regrese nakvporazky. Jako ndhodny efekt byl navrzen efeke.otc

K vypogitani asociéni analyzy byla navrZzena tato rovnice:
fijkt = u+ SCD1; + chov; + véky + otecy + ey
Kde plati, Ze:
fis sledovany znak
u odhadovany @mér sledovaného znaku
SCDJ pevny efekt i-tého genotypu genu
choy pevny efekt chovu
véky regrese nadk porazky
ote nahodny efekt otce

ej nahodna chyba kazdého pozorovani
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 PCR

PolymorfismusC878T genuSCD1byl amplifikovdn pomoci metody PCR. G8ED1
se nachazi na 26 chromozomu a sklada s&zexoni. SubstituceC zaT v polymorfismu
zpasobuje zarnu aminokyseliny alaninu za valin a podiévdjSich poznati se nachazi
v exonu 5 (Taniguclet al, 2004), ale podle nejn®&ich informaci ma geSCD1pouze 4
exony a polymorfismus se nachazi v exonu 3 (NCBh&ID: 280924, 2015).
Amplifikovany fragment nil délku 144 bp. Pro a¥eni amplifikace PCR produktu jsem

pouzila horizontalni agar6zovou elektroforézu ajaizualiz&ni barvivo jsem pouzila

ethidium bromid. Obrazek 7 zobrazuje prosvicenysgahplifikovanymi fragmenty.

Obrazek 7: Agarézovy gel s amplifikovanymi fragmemgenu SCD1.

5.2 RFLP

Amplifikovany produkt PCR reakce bykgen restrikni endonukledzo8at. Po
St&peni touto endonukleazou vznikly ngggné fragmenty o délce 29 bp, 47 bp a 68 bp u
genotyupCC, fragmenty o délce 29 bp, 47 bp, 68 bp a 115 genotypuCT a fragmenty o

délce 29 bp a 115 bp u genotypll Teoretickou vizualizaci §eni zobrazuje obrazek 8.
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Velikost fragmentu TT cC CcT
20 S A E—
47 E— —
68 S— E—
115 T —

Obrazek 8: Teoreticka vizualizace#peni genu SCD1 restriéni endonukledzou Satl.

Fragment o délce 29 bp se nachazel u vSech gengqsgioze v mnou zkoumané
sekvenci se nachazelacdd&pna mista restridni endonukleazpal. Tyto dw S€pna mista
jsou vyzng&ena na obradzku 9. Mnou zkoumany polymorfizmus shdeel na 71 pozici, kdy
5...TG|YGG.....3, kdeY=C, T.

ATGTATGCATACCGCCCTTATGACAAGACCATCAACCCCCGAGAGAATATTCTGGTTTCCCTGGGAGCTGYGGGTA
AGTCAGCAGTCCACAGCAAGACCACGTCTAGTGGTCTGCTGCTTAGGGTATTAGGTTACGTGCCAGAA

Obrazek 9: Sekvence genu SCD1 s vyéargymi SEpnymi misty.

K vyhodnoceni vysledkbyla pouzita horizontélni gelova elektroforézaskégky

Stpeni jsou zobrazeny na obrazku 10.
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Obrézek 10: Sipeny PCR produkt genu SCD1 resteiki endonukleazou Satl. V3echnyit

genotypy jsou vyzrny.

5.3 Sekvenovani

Pro owieni spravnosti 8peni pomoci RFLP bylo vyuzito metody sekvenovani.

Polymorfni alela je na obrazcich 11, 12 a 13 zvyaa.

=)
38 39 a0 41 az B

Obrazek 11: Ukazka genotypu CC genu SCD1.
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Obrazek 13: Ukazka genotypu TT genu SCD1.
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5.4 Matematicko — statistické vyhodnoceni
5.4.1 Vypocet frekvenci alel a genotyj

Celkova populace zahrnovala 260 zkoumanych jédiidcohoto souboru bylo
genotypovano 248 jedifckdy u deviti jeding se nepodd urcit genotyp z dvodu Spatné
nenaamplifikovani PCR produktuiiTedinci byli vyfazeni z matematicko — statistickych
vypocta pro jejich vysoky ¥k, ktery koreluje s mnozstvim ukladani tuku. Vypb
absolutnich a relativnich frekvenci alel a genotygpl proveden podle tabulek v kapitole
4.2.5.

Tabulka 10: Vypodet absolutni a relativni frekvence alel gensCD1

Alela Absolutni frekvence Relativni frekvencets
C 247 0,4980+0,02
T 249 0,5020+0,02
)y 496 1

Tabulka 11: Vypocet absolutni a relativni frekvence genotyfi genuSCD1

Genotyp Absolutni frekvence Relativni frekvence
cC 49 0,19
CT 149 0,60
TT 50 0,20
y 248 1

Ve mnou zkoumané populaci 248 jedirxyl nejvice zastoupen genot@T u 149
jedinai. Druhym nejpéetngjSim genotypem byl genotypT u 50 jediné a nejmén
pocetnym byl genotyfCC s 49 jedinci. Frekvence genotyp populaci je ULCC 19%, uCT
60% a uTT 20%. V populaci byla nejvice zastoupena aletafrekvenci 50,2%. Alel& m¢la
v populaci frekvenci 49,8%.

Pokud je v sekvenci polymorfismu al€av primarni struktte bilkoviny se tvéd
aminokyselina alanirC=A. A pokud aleldl tak se tvéi valin, T=V. Bartai et al (2010)

zkoumali populaci plemene simentalského typu alynporfismu C878T zjistili frekvenci
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alely A 55,54% a alely 44,46%. Dale zjistili frekvenci genotypkdy nejvice byl zastoupen
genotypAV s 46,76%, poté genotyA s 32,16% a nejmizastoupen byl genotygV

s 21,08%. Melet al (2007) u populace Italského HolStynského skastilzjfrekvence alel,
kdy nejvice byla zastoupena alédl@ 57% a aleV m¢la frekvenci 43%. Frekvenci genotyp
tohoto plemene vygitali s nejhojrji zastoupenym genotypehAV s 60%, dale genotypem
AA's 27% a nejmérzastoupenym genotypewV s 13%. Taniguchét al (2004) zkoumali
populaci plemene Japonskélarného skotu, kdy frekvence alel u této populada by
nejvice se vyskytujici alelfx 59% a u alely 41%. Wuet al. (2012) zkoumali asocia8CD1
s intramuskularnim tukem@inského Simentalského skotu a distribuci polymartisu 8
ginskych plemen, kdy zjistili, Ze ale@vykazuje nizsi frekvenci Ginského Simentélského
skotu nez u dalSich osmi plemene, kde ma spiddréthodnotu. Dale zjistili, Ze alela
snizuje mnozstvi intramuskularniho tuk@inského Simentalského plemene. Schensink
al. (2008) také uvadi, Ze u danského Holstynskéhogiene u gen®CD1nejvice
zastoupena alela s frekvenci 73%. Moiolet al. (2007) zkoumali d¥ plemena Sleckha na
mlé&nou produkci — Jersey a Valdostana a jedno plemeafyoizitim jak na mi&ou produkci
tak na masnou Piedmontese. U plemen Jersey a Yahdogyla pevaha alelyA

s frekvencemi 94% a 65% oproti al&les frekvencemi 6% a 35%. U plemene Piedmontese
byla naopak fevaha alely s frekvenci 58% oproti aleke s frekvenci 42%. ii@vahu alely

V u byki z Slechtitelského programu v gjistil i Zhang (2005), kdy frekvence alelybyla
83% a frekvence alelf byla 17%.

S poznatky o frekvenci alel u mnou zkoumané paputse shoduji zji8hé frekvence
alel od Zhanga (2005) a Moiolitet al (2007). Tak mala shoda se zji§fmi poznatky je
ziejme dana tim, Ze alel@ zpasobujici tvorbu valinu v primarni strukienzymu steroyl —
CoA desaturazy Zisobuje inhibici jeji aktivity u &kterych mastnych kyselin a neni tedy
vyhodna pro Slechhi. Nicmér frekvence alely byla vySSi pouze o jedno procento.

5.4.2 Stanoveni genetické rovnovahy podle Hardy — Weinbgova zakona

Vypocty stanoveni genetické rovnovahy dle Hardy — Weigtnea zakona je uvedeno
v tabulce 12. V tabulce 13 je uvedeno porovnanovigpnych hodnot s tabulkovymi
hodnotami.
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Tabulka 12: Stanoveni genetické rovnovahy podle Haly - Weinbergova zakona

cC cT TT y
Pa 49 149 50 248
Or 0,25 0,50 0,25 1
O 61,50 123,99 62,50 249
¥ 2,54 5,04 2,50 10,08

Kde plati, Ze:

Pa Pozorované absolutni frekvence genétyp

Or  Ocekavane relativni frekvence genalyp

On  Ocekavané absolutni frekvence gendiyp
2

X chi kvadrat

Tabulka 13: Porovnani vypditanych hodnot s hodnotami tabulkovymi.

Hladina vyznamnosti Tabulkova hodnota pro Vypo¢itana hodnota X
stupei volnosti 1

0,05 3,841 10,08
0,01 6,635 10,08

Vzorec pro vypoet stup® volnosti (df) genu s&émi genotypy a dsma alelami je:
df = patet znak — paet kategorii — 1
df=n-p-1
df=3-1-1=1

Stupéi volnosti vypa@itany pro gerSCD1byl 1. Vypasitana hodnotabyla 10,08.
Tato hodnotaievySuje hodnotu tabulkovou v obotigadech a podle Hardy — Weinbergova
zakona pokud je vymitana hodnota vysSi nez tabulkova,dd zamita a je pkazny rozdil
mezi aekavanymi a pozorovanymi ¢ty genotyp. Z toho vyplyva, Ze mnou analyzovana
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populace neni v rovnovaze a to s&zmodrazet v selékim tlaku na jiné znaky kvality masa

jako je mramorovani masa.
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5.4.3 Asociani analyza

Tabulka 14: Popisna analyza vybranych hodnocenychmaki

Znak pocet prameér rozptyl stredni MIN MAX
kusi odchylka
Susina 255 25,23 1,31 1,15 21,84 29,93
Tuk 255 1,99 1,16 1,08 0,26 7,86
Bilkoviny 255 21,21 0,48 0,70 19,02 22,72
N 255 3,39 0,01 0,11 3,04 3,64
Popel 255 1,08 0,002 0,05 0,83 1,24
Vaznost 255 80,93 15,24 3,90 73,11 95,70
Barva 255 3,85 0,58 0,76 2,03 6,40
pH 255 5,65 0,07 0,27 541 6,84
C12:.0 175 0,07 0,0005 0,02 0,03 0,20
C14.0 175 2,68 0,21 0,46 1,41 4,04
Cl4:1 175 0,42 0,03 0,18 0,09 1,13
C16:0 175 28,00 3,63 1,91 21,09 32,03
Cl6:1 175 2,96 0,51 0,71 1,13 5,01
C18:0 175 19,47 9,09 3,02 12,94 27,90
C18:1 175 40,68 10,39 3,22 26,91 48,28
C18:2,n-6 175 3,68 2,74 1,66 1,81 16,37
C18:3, n-6 175 0,13 0,001 0,04 0,01 0,30
C18:3, n-3 175 0,43 0,01 0,12 0,19 1,35
C18:2, n-9 175 0,20 0,004 0,07 0,04 0,35
C20:0 175 0,15 0,002 0,05 0,08 0,50
C20:1 175 0,18 0,001 0,04 0,08 0,32
C20:4, n-6 175 0,52 0,35 0,59 0,05 5,38
C20:5, n-3 175 0,06 0,007 0,09 0,004 0,63
C22:4, n-6 175 0,10 0,01 0,11 0,01 0,95
C22:5, n-6 175 0,06 0,009 0,10 0,004 0,74
C22:5, n-3 175 0,16 0,03 0,17 0,01 1,28
C22:6, n-3 175 0,05 0,005 0,08 0,004 0,58
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Tabulka 15: Vliv genotypu genuSCD1na sledované znaky

Genotyp polymorfismu SCD1 Prukaznost
nak CcC CT TT
n=43 n=151 n =54 CC-CT CC-TT CT-TT
LSMzSE LSM+SE LSMzSE

SuSina  25,57+0,30 25,43+0,26 25,42+0,31 0,46 0,53 0,96
Tuk 2,29+0,28 2,25+0,25 2,23+0,29 0,83 0,79 0,90
Bilkoviny 21,19+0,29 21,22+0,26 21,08+0,29 0,84 0,47 0,24
N 3,39+0,03 3,39+0,03 3,38+0,03 0,94 0,56 0,51
Popel 1,08+0,01 1,08+0,01 1,07+0,01 0,89 0,59 0,59
Vaznost 81,18+0,98 80,30+0,88 79,99+1,02 0,14 0,11 0,60
Barva 4,03+0,17 3,83+0,15 3,82+0,18 0,07 0,12 0,92
pH 5,59+0,07 5,57+0,06 5,55+0,07 0,62 0,40 0,58
C12:.0 0,07+0,01 0,07+0,01 0,08+0,01 0,91 0,51 0,48
C14:0 2,78+0,18 2,75+0,17 2,74+0,19 0,73 0,68 0,87
Cl4:1 0,66+0,07 0,53+0,06 0,43+0,07 0,0002 <0,0001 0,003
C16:0 29,67+0,75 29,17+0,71 29,24+0,78 0,18 0,34 0,86
Cl6:1 3,03+0,28 3,01+0,26 3,07+0,29 0,86 0,85 0,68
C18.0 17,14+41,13 17,96+£1,06 18,24+1,17 0,15 0,11 0,62
C18:1  42,15+1,28 41,91+1,20 41,74+1,33 0,71 0,61 0,79
C18:2,n-6 2,88+0,67 2,94+0,62 2,90+0,70 0,85 0,97 0,88
C18:3,n-6 0,12+0,01 0,13+0,01 0,14+0,02 0,34 0,13 0,35
C18:3,n-3 0,39+0,05 0,40+0,04 0,39+0,05 0,83 0,93 0,91
C18:2,n-9 0,24+0,03 0,22+0,02 0,22+0,03 0,10 0,18 0,98
C20:0 0,13+0,02 0,14+0,02 0,15+0,02 0,48 0,31 0,59
C20:1 0,18+0,02 0,18+0,02 0,18+0,02 0,55 0,98 0,57
C20:4,n-6 0,35+0,24 0,39+0,22 0,37+0,25 0,74 0,89 0,87
C20:5,n-3 0,03+0,04 0,03+0,03 0,04+0,04 0,77 0,49 0,57
C22:4,n-6 0,06%£0,05 0,08+0,04 0,08+0,05 0,37 0,65 0,73
C22:5,n-6 0,04+0,04 0,05+0,04 0,06+0,04 0,59 0,35 0,53
C22:5,n-3 0,12+0,07 0,13+0,06 0,13+0,07 0,70 0,75 0,99
C22:6,n-3 0,02+0,03 0,03+0,03 0,04+0,03 0,47 0,27 0,53
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V tabulce 14 jsou uvedeny hodnoty popisné anatyminocenych znak kdy uvadim
pocet kusi, pramér, rozptyl, stedni odchylku a minimélni a maximalni hodnoty
pozorovanych znak V tabulce 15 jsou uvedenyiaky polymorfismuC878T genuSCD1na

znaky kvality masa a slozeni mastnych kyselin uwsko

Steroyl — CoA desaturaza katalyzuje vznik monosgcenych mastnych kyselin
z nasycenych mastnych kyselin vnesenim dvojné vdabyolekuly a tim zvySuje obsah
MUFA ve tké&ni (Ntambi and Miyazaki, 2004). Obsahstmgch kyselin m& vliv na vzhled
mramorovaného masa (Sméhal, 1998), jeho rkkost a chd (Meltonet al, 1982).
Zarovei je SCDklicovym enzymem v endogenni produkis — 9,trans— 11 isomek
konjugované kyseliny linoleové (CLA) (Baumanal, 2006). CLA se &n¢ nachazi v mléku
a tukové tkani pezvykava a povazuje se za pragme pro lidské zdravi wholika ohledech
(Bhattacharyat al, 2006). Bylo popsédno 8 SNP ge®GD] jednim z nich je i
polymorfismus substituc€878T, kdy tato substituce Agobuje zarnu aminokyseliny
valinu za alanin na 293 pozici v bilko¥isteroyl — CoA desaturazy (Tanigu&tial, 2004).

Tento polymorfismus byl zkouman u mnoha populaoiisk

Taniguchiet al. (2004) zkoumal viIN6CD1na obsah mastnych kyselin v mase
plemene Japonskélierného skotu, kdy zjistil o 1,7% vy3Si obsah MUFgemotypuAA nez
u genotypwV. Nicmérg prinosSCDgenotypu do variace obsahu MUFA nebyl tak vysoky a
Ze SCDgenotyp neni jedinatigina genetické variability na obsah mastnych kyseliohoto
plemene. ZaroveTaniguchiet al (2004) porovnaval mnozstvi MUFA v tukové tkanakv
longissimus dorsinezi Japonskyniernym plemenem a HolStynskym skotem. Zjistili, Ze u
Japonskéhoerného plemene bylo vyrazmyssi procento MUFA nez u HolStynského
plemene a zaroviehladinaSCDmMRNA byla vysSi u Japonskébierného nez u HolStynského
skotu. Toto niZe byt dano faktem, Ze HolStynsky skot je Sl&ahipredevSim na midgou
produkci, zatim co Japonskérné plemeno je znamo pro vysoky obsah intramuskilia
tuku. Barta et al. (2010) zjistili asociaci polymorfismG878T s obsahem kyseliny
myristoolejové (C14:1, cis — 9), olejové (C14) @asbvé (C18:0) AA genotypu u plemene
Strakatého skotu, ktery se vyuziva jak prodnt& tak masnou produkci. Jejich vysledky
nazn&uji, ZeSCD1polymorfismus ma vyznamny vliv na kompozici mastmgkyselin u
svalového a subkutdnniho tuku. Horecky (2013) wediplomové praci zkoumal vii8CD1
na kvalitu masa u plemen Galloway a Highland, kggwgil asociaci zkoumaného

polymorfismu s obsahem intramuskularniho tuku paleoroval piikaznou asociaci u obsahu
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kyseliny myristové (C14:0), linolové (C18:2 - 6),y-linolenové (C18:3n — 6),a-linolenové
(C18:3,n— 3), CLA a celkového obsahu omega-6 mastnychlikysezi genotypyCT-TT.
Moioli et al (2007) prokazali pozitivni vliv alel€ na obsah kyseliny myristoolejové (C14:1)
a kaproolejové (C10:1) v mléce u tragiich italskych plemen Jersey, Piedmontese a
Valdostana, ale neprokazali vliv na mastné kysediadjouhymiettzcem, pravépodobrE

kvili rozdilnému vzniku. Melet al. (2007) zkoumali vliv daného polymorfismu na obsah
mastnych kyselin v mléce u plemene Italsky HolSBrokazali vliv genotypdA na vyssi
obsah kyseliny elaidové (184~ 9), myristoolejove (C14:1) a celkovému mnozZdiiFA.
Schenninlet al. (2008) zkoumali obsah mastnych kyselin v mlé@a kr kometnich chow

v asociaci se zkoumanym polymorfismem. Zjistil aiglaV ma pozitivni vliv na obsah
kyselin kaprinovou (C10:0), laurovou (C12:0), mymigou(C14:0), palmitoolejovou(C16:1) a
CLA a negativni vliv na kyseliny kaproolejovou (C1J) myristoolejovou (C14:1), stearovou
(C18:0), lauroolejovou (12:1) a asklepovou (C18:%,11). Xinet al. (2013) zkoumali vliv
polymorfismu C878T na barvu, marbling a vaznostwogopulace skotu ze Svédska.
Zjistili, Ze pritomnost alelyA zpasobovala mensi intenzitiervené barvy masa. Baezial.
(2012) zkoumal vliv gen&CD1na slozeni mastnych kyselin u Branguskychibylt pasty.
Zjistili, Ze markery asociovanéXCD1ovliviovali pozitivre mnozstvi C14:1 a C18:1, kdy

nejvysSi hodnoty vykazovala aléla

V mé studii zkoumajici vliv polymorfismG878T u genuSCD1na kvalitu masa u
skotu byla pozorovana fkazna asociace mezi genotyp —CTaCC-TT a obsahem
kyseliny myristoolejové (C14:1). Pokud je hodnotalkaznosti mensi nez 0,05 tak rozdil
mezi sledovanymi genotypy jetkazny. U kyseliny myristoolejové je rozdil mezi géypy
CC aCT vysoce statisticky fikazny, protoZze hodnotaikaznosti je 0,0002, Zaroige
vysoce statisticky fiikazny i rozdil mezi genotype@C a genotypen T, kdy hodnota
prikaznosti je<0,0001. Rozdil mezi genotype@T a genotypenT T je také vysoce statisticky
prikazny s hodnotou 0,003. Metodou nejmenstelrai byly vypatitany hodnoty pro
kyselinu myristoolejovou LSM+SE 0,66+0,0AQ¢, 0,53+0,06 \CT a 0,43+0,07 UO'T, kdy
nejvyssi hodnota byla u genoty@€. U dalSiho hodnoceného znaku barvy byla hodnota
rozdilu mezi genotypZC aCT 0,07 a pouze se blizila statistickdélaznosti. Vliv na

mnoZstvi intramuskularniho tuku nebyl pozorovan.

U mnou zkoumané populace plemene s kombinovanitkoudsti vySla vysoce

prikazna asociace s variabilitou polymorfismu u va@abdenych genotyp ale nejvyssi
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odhadnutéa gedni hodnota byla u genoty@C. To naznauje vliv alelyC na vysSi obsah
kyseliny myristoolejové u zkoumané populace. VIelyaC na vysSi obsah kyseliny
myristoolejové potvrzuje i vyzkum Moioét al (2007), ktery také pozoroval vysSi obsah této
kyseliny u alelyC u ml&nych plemen. Dale Melet al. (2007) a Bartv et al. (2010)
pozorovali vliv genotyplAA na vysSi obsah kyseliny myristoolejové u plememnié&nou
nebo kombinovanou produkci. Baeztaal (2012) také potvrdili vliv alel na vy3Si obsah
kyseliny myristoolejové u plemene s masnou uZitlsdivd/ySe uvedené poznatky se tedy
shoduji s mym pozorovanim. Nicmese neprokazal vliv polymorfismu ge®CD1na jiné
mastné kyseliny jako to bylo u jinych auiofo mize byt disledkem @izné vyzivy, kdy
vznik mastnych kyselin a jejich desaturace je wekomplexni proces, ktery je krérmnoha
gen ovliviiovan gedevsim vyZzivou a je citlivy na zmy ve vyZiw a na hormonalni
nerovnovahu. Xiret al. (2013) pozorovali mensi intenzitervené barvy u alel. U dalSiho
sledovaného znaku kvality masa barvy se variabitiéai genotypyCC aCT blizZila statistické
prikaznosti, coZ je nejspiS igobeno velikosti zkoumané populace a kdyby bylivy&set
zkoumanych jedinctak by se asociace s variabilitou polymorfismuwg8&D1potvrdila.

Vliv zkoumaného polymorfismu ger&CD1na jiné znaky kvality masa jako je mnozstvi
intramuskularniho tuku, pH, vaznost a obsah bilkavabyl v této studii pozorovan,
pravdpodobré proto, Ze geisCD1ma vliv pouze na mnozstvi nenasycenych mastnych
kyselin.
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ZAV ER

Cilem této prace bylo zvladnuti zakladnich molekdd@enetickych metod, jejich
optimalizace k danému polymorfismu ativasociaci polymorfismu C878T gel8CD1
s vysSim obsahem mastnych kyselin v mase a dalfaifi kvality masa u vybrané skupiny
byka plemeneCeského strakatého skotu, kdy zjis poznatky mohou slouZit jako
doporweni pro chovatele praiinngjSi selekci.

Polymorfismus byl uten u 248 jedint z 260 z dvodu nezdgné amplifikace PCR
produktu u gkterych vzorki. Frekvence obou alel byla pémé vyrovnana, alela T i A gla
cca 50%. Byla zjigha vysoka pitkaznost mezi vSemi genotypy pro kyselinou
myristoolejovou. Nejvyssi odhadnutdestni hodnota pro obsah kyseliny v mase byla u
genotypuCC. Vliv genotypi na ostatni mastné kyseliny nebyl prokazan. Aseciac
polymorfismu s mnozstvim intramuskularniho tuku sudialSimi vybranymi znaky kvality

masa nebyla v této praci prokazana.

Tato diplomové prace prokazala vliv al€ypouze na vysSi obsah kyseliny
myristoolejové. Na zakladeéchto vysledk i vzhledem ke komplexnosti sledovanych zinak
nelze vyvodit obecny zév ohledrg vlivu alely C na vySSi obsah nenasycenych mastnych
kyselin u mnou zkoumané populace a tedy ani vyvjeditozn&né dopordeni Slechini pro
chovatele.
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7 SEZNAM ZKRATEK

BMS
CoA
CLA
DNA
HDL

KPH

LDH
MRNA
MUFA
ORF
PCR

PPAR

PUFA

RFLP

SCD
SFA
SFD
SNP
TBE

UTR

Standart haiziho marblovani (Beef marbling standarts)
Koenzym A

Konjugovana kyselina olejova

Deoxyribonukleova kyselina

Lipoprotein s vysokou hustotou (High — depsipoprotein)

Procento tuku v oblasti ledvin, panve a si@Rercent kidney, pelvic
and heart fat)

Lipoprotein s nizkou hustotou (Low — dendipoprotein)
Mediatorova ribonukleova kyselina

Mononenasycené mastneé kyseliny (Monounsétdréatty acids)
Otevenycteci ramec (Open reading frame)
Polymerazovieizova reakce (Polymerase chain reaction)

Receptory aktivované proliferatory peroxizoferoxisome
proliferator — activated receptors)

Polynenasycené mastné kyseliny (Polyunsidfatty acids)

Polymorfismus délky resttikich fragment (Restriction fragment
lenght polymorphism)

Stearoyl — CoA desaturaza

Nasycené mastné kyseliny (Saturated fatysci

VysSka podkozniho tuku (Subcutaneous fat depth
Jednonukleotidovy polymorfismus (Single natitee polymorphism)
Tris-Borate-EDTA

Negekladana oblast mMRNA (untranslated region)
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