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ANOTACE

U vybranych linii §lechtitelského programu DOMINANT CZ - Rhode Island Red (RIR),
New Hampshire (NH) a findlnich hybridd RIRxNH a NHxRIR, byl zkoumén gen kufeciho
rustového hormonu. Analyza PCR - RFLP odhalila tfi Mspl §t€pnd mista na intronu 1. Tato $tépna
mista poskytovala fragmenty o délce 540 bp, 390 bp, 270 bp, 240 bp, 150 bp a 120 bp. Na zéklad¢
restrikénich vzord byly ve sledovanych populacich popsany tfi alely genu riistového hormonu.
Z moznych Sesti genotypil byly nalezeny pouze Ctyfi. V linii RIR je nejvice zastoupena alela A4,
s frekvenci vyskytu 0,925, u NH prevazuje alela 43 s frekvenci vyskytu 0,550. U finélnich hybrida
RIRxNH a NHxRIR ptevazuji kiiZenci s alelou A4;.

Kli¢ova slova: Polymorfismus, Ristovy hormon, Mspl, PCR-RFLP, Rhode Island Red (RIR), New
Hampshire (NH).

ANNOTATION

Chicken growth hormone gene was examined in chosen strains from DOMINANT CZ
breeding program - Rhode Island Red (RIR), New Hampshire (NH) and the final hybrids RIRxXNH
and NHxRIR. Polymerase chain reaction - restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP)
analyses reveal three Mspl restriction sites of intron 1 region. These restriction sites give rise to six
RFLP fragments — 540 bp, 390 bp, 270 bp, 240 bp, 150 bp, 120 bp. Based on restriction patterns,
three alleles of growth hormone were determined. From a possible six genotypes, only four were
found in all populations. The allele 4, is the most abundant in RIR strain (0.925), allele 45 is
the most abundant in NH strain (0.550). The allele A; was present in the most of the hybrids.

Key words: Polymorphism, Growth hormone, Mspl, PCR-RFLP, Rhode Island Red (RIR), New
Hampshire (NH).



PODEKOVANI

Dékuji mému $koliteli bakalaiské prace doc. Ing. Jindfichu Citkovi, CSc. za odborné vedeni
a predevsim Ing. Lence Hanusové za cenné rady, vstiicnost a trpélivost pfi vypracovani této prace.
Déle bych chtéla podekovat Bc. Jakubu Karaskovi za pomoc pii zpracovani vyslednych dat

a psychickou podporu.

PROHLASENI
ProhlaSuji, ze jsem diplomovou praci na téma ,,Analyza vybranych polymorfizmi kura
domaciho* vypracovala samostatné¢ a pouzila jen prament, které cituji a uvadim v ptilozeném

seznamu literatury.

W

Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zakona €. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim
se zvetejnénim své bakalarské prace, a to v nezkracené podob¢, zemédé€lskou fakultou elektronickou
cestou ve vefejné piistupné ¢asti databaze STAG provozované JihoGeskou univerzitou v Ceskych

Bud¢jovicich na jejich internetovych strankach.

V Ceskych Budgjovicich, dne  ............... podpis diplomanta .......................



5

OBSAH .ttt et h ettt bt ettt h et b et e b ehe et et neenten -1-
I UVOD oottt -2-
1.1 Kur domaci (Gallus dOMESTICUS) ...veeveieiiieeiiieciieeieeeiie ettt aeeseaee e -2-
1.2 RUStOVY NOTINON.....ciiiiiiiiiciiiececce ettt et e e e abeeeraeeaeeas -2-
1.2.1 Rustovy hormon kura doméciho (Gallus domesticus)..........ccccveevveerieeriiieciie e -3-
1.3 Geneticky POLYMOTTISIIUS .........oieiiiiiicciic et e -3-
1.3.1 Geneticky polymorfismus rtistového hormonu kura doméciho (Gallus domesticus).. - 4 -
1.4.1 Polymerazova fetézova reakce (PCR) .....ccooooiieiiiiiiieciieeeeee e -5-
R B B o5 5 4013 2O PRSP SRRUPRRR -6-
1.4.2 Polymerdzova fetézova reakce a polymorfismus délky restrikénich fragmentii (PCR -
RE P ) e -6-
1.4.3  EIeKtrofOr€Za.....cc.cooviiiiiiiiiiicice et -7-

MATERIAL A METODIKA ......coiriimiiiriireeiseseesesisessssessssesesssesssesssssssssesssssessssssssnns -8-
2.1 Analyzované linie noSného typu SIEPIC .....cccueeeiiiiiiiieiii et -8-
2.1, 1 New HamPSHITE ..c..veiiiiiiiiiee ettt aae e an e e ae e -8-
2.1.2  Rhode ISIand Red.........ccooiriiiiiiiiiiiiiccceese e -8-
2.1.3 Hybridi RIR X NH a NH X RIR .....ccciiiiiiiiiieeceeee e s -9-
2.2 Laboratorni MELOAY ......c.eeeeieiiiieeeiieeie et ettt et st e et e e eeaeeene -9-
2.2.1 Odbér vzorkli @ 1z0lace DINA........cooiiiiiiieie et -9-
2.2.2  Polymerazova fet€¢zova reakce (PCR) .....cccooviiiiiiiiiie e -9-
2.2.3 Polymerazova fetézova reakce a polymorfismus délky restrikénich fragmentti (PCR -
RELP) ettt bt ettt b bbbttt bt ettt eb et beeaean - 10 -
2.2.4. StatiSticka analyZa.........oooiiiiiiiiiieeieeee et -11-

VYSLEDKY A DISKUZE ....cooviiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e -12-
3.1 Polymerazova tet€zova reakce (PCR) ..oo.ovviiiiiiiiiiieeeee e -12 -
3.2. Polymerazova fetézova reakce a polymorfismus délky restrikénich fragmentt (PCR -
RE P e -12-
3.2 ALY it b bttt s -12-
R I € 1<) 1101 1 ) 2 OSSPSR -13 -
33 Genotypove a alelove fTEKVENCE........eevieiieiieie et -16 -
331 ANOVA Lttt st h et b b ettt e - 18-

ZAVER ..ot -22-

SEZNAM LITERATURY ..ottt sttt st -23-



1 UvoD

Cilem této prace je metodologicky zvlddnout analyzu polymorfismu molekuldrné
analytickymi postupy. Déle studium polymorfismu genu ristového hormonu u vybranych linii
Slechtitelského programu DOMINANT CZ, a to linii Rhode Island Red (RIR), New Hampshire
(NH) a findlnich hybridd RIRXxNH a NHxRIR, vyhodnoceni cetnosti alel a genotypi s cilem

potencionalné stanovit jejich vztah k nékterym uzitkovym vlastnostem.

1.1 Kur domaci (Gallus domesticus)

Z mnoha chovanych druhti dritbeze je pravé kur domdci (Gallus domesticus) celosvétove
nejpopularnéj$im a nejpouzivanéjsim druhem. Jeho pfednosti je moznost chovu jak pro maso,
tak 1 pro vejce.

Za divokého ptedka kura domdciho (Gallus domesticus) je povazovan kur bankivsky
(Gallus gallus) zijici v Indomalajské oblasti. Domestikace probihala po dlouhé obdobi. Zprvu byl
kur Slechtén pro vizudlni zjev a kohouti zapasy, teprve pozdéji byla objevena moznost vyuzivat kura
jako zdroj potravy v podobé masa a vajec (Moreng and Avens, 1985; Crawford, 1990). Vysoké
uzitkovosti dnesnich plemen bylo dosazeno ptisnou selekci.

Kur bankivsky (Gallus gallus) byl rovnéz prvnim ptikem, kterému byl piecten genom

(Schmutz and Grimwood, 2004). Sekvence jeho genomu jsou vetejné¢ dostupné v fadé databazi.

1.2 Rustovy hormon

Rustovy hormon, polypeptidovy hormon syntetizovany a sekretovany hypofyzou, se podili
na Siroké skale fyziologickych parametri jako kontrola chuti, télesna stavba, starnuti, reprodukce,
rust télesnych tkani a ovlivituje v organismu ¢etné metabolické reakce (Byatt et al., 1993; Apa et al.,
1994; Vasilatos-Younken 1995), stejn¢ tak i imunitni odpoveéd” (Marsh 1992; Blalock 1994; Kelley
and Celtem 1995). Bylo prokazano, Zze za poruchy jako dwarfismus nebo akromegalie jsou
zodpoveédné genetické varianty téchto genii (Goddart et al., 1995), indikujici ptfitomnost mutaci
s velkym fenotypovym efektem.

Pouzitim techniky PCR-RFLP muze byt charakterizovana pfitomnost genetickych variant
ristového hormonu a mize byt studovan vztah takovéto alely s vlastnostmi ekonomického
vyznamu. Znalost polymorfismu miize byt dale uzitecna ve fylogenetické analyze, stejné jako

v designu $lechtitelskych programt (Thakur et al., 2006).



Genomicka struktura genu ristového hormonu byla studovana u rtiznych zvitat (krysa, skot,

ovce, prase, Clovek, koza, kur a mys).

1.2.1 Rastovy hormon kura domaciho (Gallus domesticus)

Gen kufeciho riistového hormonu se sestava z péti exonl a Ctyf intronil, podobné jako savci
gen ristového hormonu. Nicméné velikost genu kufeciho rlistového hormonu je priikkazné vétsi,
neZ analog sav¢iho genu, protoze jeho introny jsou mnohem rozsahlejsi, az 3,5 kbp (Tanaka,1992).

V novéjsi praci Moua (1994) byl v Mspl misté intronu 1 nalezen v pozici + 308 nukleotidu
fragment o délce 196 bp. Tento fragment nebyl obsazen v sekvenci publikované Tanakou (1992).
Tato absence mohla byt zptisobena deleci u kmene pouzitého k jeho studii. Nicméné tento fragment
je pfitomen u ostatnich komer¢nich kmenti (Mou, 1994).

Gen receptoru kufeciho rtstového hormonu je lokalizovan na Z chromosomu. Faktor 1
rustového hormonu je lokalizovéan ve Spi¢ce dlouhého ramena chromosomu 1 (Feng, 1997).

Samotny gen kufeciho ristového hormonu se nalézd na 27. chromosomu (Obr. 1) a je
pfiblizng 4 kb dlouhy, coz odpovida genetické vzdalenosti 102 ¢cM. Z tohoto divodu jsou

rekombinantni uddlosti vzacné (Kuhnlein et al., 1997).

[ 1481229 [ 1565210 b

RCIHED4_3<cT ROM1 CO79E
GH1 if— LOCT7129T

Obr. 1: Pozice genu riistového hormonu na chromosomu 27.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full report&list uids=378

781#refseq

1.3 Geneticky polymorfismus

Vétsina podrobné studovanych genti se v populacich vyskytuje v mnoha variantach, alelach,
lisicich se pfinejmenSim v pfitomnosti bodovych mutaci. Mluvime tedy o polymorfismu gent.
Existence polymorfismti je pro druh casto vyhodna a mnohé druhy maji dokonce vytvoreny

nejraznéj$i mechanizmy zabranujici jeho ztraté. Velka ¢ast polymorfismu je uréena geneticky, a je
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tedy v rizné mife dédicnd. Teprve metody molekularni genetiky umoznily detekovat a studovat
polymorfni geny. Bylo zjisténo, Ze vétSina alel se liSi pouze v jednom nukleotidu. V nékterych
ptipadech zména nukleotidu nemusi vyvolat zménu pfislusné aminokyseliny, a tim i zménu
bilkoviny. AvSak v nékterych piipadech dochazi na zakladé¢ bodové mutace ke zméné proteinti

(Flégr, 2005).

1.3.1 Geneticky polymorfismus rustového hormonu kura domaciho

(Gallus domesticus)

Studie na masnych typech kufat s pouzitim metody RFLP ukdzaly, Ze gen rlstového
hormonu je v oblasti intronti vysoce polymorfni. Jednotlivé alely jsou spojené se selekci na obsah
btisniho tuku. U kufat selektovanych pro tu¢nost byl pozorovan jednoduchy Mspl polymorfismus,
avSak u kuftat Slechténych na libové maso byl pozorovan polymorfismus mnohondsobny. Restrikéni
vzory poskytované t€émito polymorfismy se navzajem liSily, v prvnim ptipad€¢ dochédzelo ke vzniku
fragmentu o 2,0 kbp, v druhém piipade se vyskytovaly dva fragmenty o délkach 1,1 kbp a 0,9 kbp
(Fotouhi, 1993).

Dalsi prace analyzovala 12 neinbrednich kment bilych leghornek pomoci metody PCR-
RFLP ve tfech Mspl mistech (PM1, PM2 a PM3) a jednom Sacl misté¢ (PS1). Tato mista byla
lokalizovana v intronu 1 (PM3), intronu 3 (PM2) a intronu 4 (PM1, PS1). Na zaklad¢ analyzy
vazebné nerovnovahy bylo objeveno osm raznych alel (tj. kombinaci RFLP). Pét z nich
se objevovalo s frekvenci vyssi nez 5 % nejméné u jednoho z kment. Tyto alely, nachazejici
se uvnitt intrond, byly selektovany bud’ pro sadu vlastnosti vajecné produkce, rezistence k Markove
chorobé nebo avialni leukdze (Kuhnlein er al., 1997). Selekce na rezistenci k chorobam byla
nepiimo umérné korelovana s nartistem frekvence jedné alely. V jednom kmeni se nachéazely pouze
dve alely, které se lisily ve tfech RFLP. Analyza variance v tomto kmeni indikovala, ze alela
ristového hormonu selektovana s rezistenci byla spojena s oddalenim zacatku ovulace, ale i s delSim
trvanim ovulace s pokro¢enim véku, vyustujici v celkovy vzrist vajeéné produkce o 15 % (vek od
prvniho vejce do 497 dni). Alela ristového hormonu spojena s rezistenci byla dominantni pro
zacatek ovulace a recesivni pro vytrvalost vajecné produkce. Genotyp ristového hormonu nemé¢l
zadny signifikantni efekt na juvenilni télesnou hmotnost, vaje¢nou produkci nebo hmotnost vajec
(Kuhnlein et al., 1997).

V intronu 4 genu ristového hormonu u ¢inskych domorodych kuiat byla objevena alela,

kterd je charakterizovand deleci 50 bp z pozice 421-470. Tato alela zpiisobuje zmenSeni PCR
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produktu, ale soucasné¢ v 510 nt zformovala nové Mspl misto, davajici fragment o 460 bp
(Nie, 2002).

Polymorfismus genu rGstového hormonu byl také pozorovan u ostatnich druhi dribeze
a zivoCichl. Soucasna studie mléného skotu ukazala, ze polymorfismus Mspl intronu 3 bovinniho
rustového hormonu byl spojen s obsahem mlécného proteinu. Studie umélé inseminace u bykul
odhalila, ze polymorfismus genu riistového hormonu je také spojeny s reprodukéni vytrvalosti byk

(Ip, 2000).

1.4.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Nejpouzivanéjsi metoda pro amplifikaci studovanych geni je polymerazova fetézova reakce
(PCR), ktera byla poprvé pouzita koncem roku 1983 Kary Mullisem. Jedné se o citlivou metodu
slouzici k ziskani obrovského mnozstvi kopii vzorku DNA. Namnozena DNA pak slouzi
pro navazujici analyzy.

Typické slozeni reakéni smési pro PCR obsahuje DNA templat, smés Ctyi nukleotida
dNTP’s, dvojici primerd, 7Taq polymerazu, komer¢né¢ dodavany pufr, MgCl, a kvalitni
redestilovanou vodu.

PCR je zalozena na syntéze komplementdrniho vlakna s vyuzitim pfedem definovanych
primerd. Dochéazi ke geometrické amplifikaci molekul DNA za cyklického opakovani tii krokd,
liicich se pouze teplotnimi podminkami (Obr. 2).

Denaturace: Reakéni smés se zahfeje na teplotu 92-95°C, dochazi k disociaci fragmentl
dsDNA (double-strand DNA) na jednotlivé fetézce.

Annealing: Reakéni smés je ochlazena a dochdzi k navazani primeri. Tento krok je z celého
se zpravidla li§i v z&vislosti na délce a dalSich vlastnostech primeri. Obvykle se pohybuje mezi 45
a 60°C.

Extenze: Dochazi k vlastni syntéze novych fetézci, navazujicich na 3’- konce primert. Tato
reakce je katalyzovana Tag polymerazou pfii teploté¢ 72°C. Pii této teploté jsou volné nukleotidy
zaclenovany do vznikajiciho fetézce piiblizné rychlosti 35 bazi za sekundu. Délka trvani této faze

zavisi na délce syntetizovaného fragmentu (Zima et al., 2004).
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Obr. 2: Princip prab¢hu PCR.
http://www.otevrena-veda.cz/ov/users/Image/ default/C1Kurzy/Biolog/1kotrba.pdf

1.4.1.1 Primery

Primery jsou dva oligonukleotidy, z nichz kazdy je komplementarni k sekvenci jednoho
fetézce dvousroubovice na opacnych koncich useku DNA, ktery ma byt amplifikovan. Primery
slouzi k syntéze DNA pomoci enzymu DNA polymerazy a ohranicuji amplifikovany segment.

Spravna volba primert je jednim z nejdtlezitéjsich predpokladi tspésné PCR (Hartl, 2000).

1.4.2 Polymerazova retézova reakce a polymorfismus délky restrikénich
fragmentu (PCR - RFLP)

Restrikéni analyza DNA je metodou charakterizace DNA pomoci jejiho Stépeni restrikénimi
endonukleazami na fragmenty (Botstein et al., 1980). K DNA produktu ziskaného pomoci PCR
pfiddme vybrané restrikéni endonuklazy. Je znamo velké mnozstvi bakteridlnich restrik¢nich

endonukleaz, které se lisi od sebe tim, ze rozpoznavaji rizné kratké sekvence nukleotidit 4 — 8 bp.
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V rozpoznaném useku DNA dochazi ke Stépeni fetézce DNA. Vysledkem jsou rtzné dlouhé
fragmenty podle individudlniho potadi bazi zkoumané DNA. Identifikace a analyza produkth

Stépeni se provadi elektroforetickym délenim (Hartl, 2000).

1.4.3 Elektroforéza

Elektroforéza je separace nabitych molekul v elektrickém poli (Obr. 3). Velikostné rozdilné
fragmenty DNA se pohybuji v elektrickém poli riiznou rychlosti. Kazdy vzorek DNA je umistén
do malého slotu pobliz okraje obdélnikového agardézového gelu. Gelem se ponecha po dobu
ncékolika hodin prochdzet elektricky proud. Fragmenty DNA se pohybuji gelem v reakci
na elektrické pole. Kazdy fragment urazi celkovou vzdalenost rovnajici se logaritmu jeho velikosti.
Pokud vzorek obsahuje omezené¢ mnozstvi velikosti fragmentd DNA, pozorovanim gelu pod UV
(diky ptidani specidlniho barviva vazajiciho se na DNA a emitujiciho pfi osvétleni UV svétlem) lze
urcit pozici kazdého fragmentu dle jeho velikosti, kde koncentrace kazdého fragmentu produkuje

jasny fluorescentni prouzek gelu (Hartl, 2000).

Bands (visible after
Slots for suitable treatment)
samples

™~

L’?"] [4?“}
E@@éu\/

movement Power supply

Buffer
solution

Electrode

Obr. 3: Aparatura elektroforézy (Hartl, 2000).



2 MATERIAL A METODIKA

Zivy material pro tuto studii byl poskytnut spole¢nosti Lihefi Studenec s.r.o. se sidlem
ve Studenci v okrese Ttebi¢. Tato spole¢nost od roku 1998 realizuje Slechtitelsky program nosného

typu slepic DOMINANT CZ.

2.1 Analyzované linie nosného typu slepic

Linie nosného typu slepic se soucasnym oznacenim DOMINANT CZ je mozZné zaradit
do kategorie stfedné téZkych plemen driibeze. Na vytvofeni pievazné syntetickych linii se podilely
zejména komeréné uplatiiované linie Rhode Island Red, Barred Plymouth Rock, Sussex a Leghorn.

vvvvvv

z Polska.

2.1.1 New Hampshire

Jedna se o populaci New Hampshire, testovanou pro uplatnitelnost v novém hybridizaénim
programu s cilem zvySeni télesné hmotnosti findlnich nosnic pfi zachovani ostatnich parametri
uzitkovosti. Soucasné¢ bude tato populace vyuzita pro obohaceni genového fondu, navySeni
robustnosti a zivotnosti ptivodnich nosnych populaci programu DOMINANT CZ. Populace byla
ziskana z Polska, kde byla znama a vyuzivana od roku 1975 ptevazné pro extenzivni chov nosnych
programi a programii s kombinovanou uzitkovosti. Vyznamnou vlastnosti je geneticky
kontrolovana pfitomnost alely "s" (zlaty faktor) pro colorsexing. Cilem je zuSlechtit tuto populaci
a ovetit jeji vyuzitelnost v programech s vyssi hmotnosti téla a robustnéjSim ramcem. (Interni

material firmy, nepublikovano).

2.1.2 Rhode Island Red

Rhode Island Red je jednou ze zékladnich populaci slechtitelského programu DOMINANT
CZ, zuslechtovanou ve dvou zakladnich subpopulacich liSicich se rychlym (kk)k-) opefenim
(otcovska populace v programech D 102, D 192, D 109) a pomalym opetfenim (KK,K-) vyuZzivanou
v programech D 959 a D 843 v mateiské pozici. VétSina téchto programt D 102, D 192, D 109
a D 959 je zadana a exportovana do vice nez 20 zemi svéta, a to jak na urovni findlnich hybrida,
tak 1 rodicl a prarodict. Dalsi vyznamnou vlastnosti je geneticky kontrolovana pfitomnost alely "s"

(zlaty/stiibrny faktor) pro colorsexing. Hlavni vyznamnou vlastnosti populace RIR 523 je



adaptabilita do extenzivnich podminek ziskana selekci pii kazdorocné se ménicim slozeni krmné

smési a testovanim v riiznych podminkach prosttedi (Interni material firmy, nepublikovano).

2.1.3 Hybridi RIR x NH a NH x RIR
Hybridi (RIRGXxNHS) a (NHIXRIR?) jsou kiizenci prvni filidlni generace mezi dvéma

vychozimi rodi€ovskymi populacemi (RIR a NH). V naSem ptipad¢ jde o uplatnéni kiiZenctu
v tvorbé syntetické nové populace a testovani U€inkid kiiZeni na uZitkové parametry sledovanych

znakil.
2.2 Laboratorni metody

2.2.1 Odbér vzorku a izolace DNA

Z obou linii a jejich vzajemnych kiiZzenci byla od kaZdého pohlavi vybrana skupina
10 jedinch. Celkem bylo analyzovano 80 jedincl. Z kiidelni Zily byly do zkumavek obsahujici
roztok EDTA odebrany 2 ml krve. Izolace genomové DNA z krve probéhla pomoci kitu NucleoSpin
Blood (Macherey-Nagel), kdy se postupovalo podle instrukci vyrobce. Vysledek izolace byl
kontrolovan pomoci elektroforézy na agarézovém 1,5% gelu s pfimési barviva ethidium-bromid,

které se vaze na DNA a pod UV lampou sviti.

2.2.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Po ovéteni kvality izolace byla s pouZzitim primert pro gen rastového hormonu kutat CHG1-
R a CHGI-F provedena PCR na termocykleru firmy Biometra. Po piedehiati na 94°C po dobu
2 minut nasledovalo 30 cyklt skladajicich se z: 95°C 30s, 60°C 30 s a 72°C 30 s. Vzorek PCR byl
nasledné udrzovéan po dobu 5 minut pii 72°C. K vyhodnoceni byla provedeno elektroforéza na 2,5%

agar6zovém gelu, barveném ethidium-bromidem.



Tab. 1: Slozeni reak¢ni smési pro PCR

pro 1 reakci (v pl) | pro 10 reakci (v pl)

Pufr 2 20

dNTPs 2 20

MgCl, 1,2 12

CHG1-R primer 1 10

CHGI-F primer 1 10
Taq polymerasa 2 -
DNA 1,3 -

H,O 9,5 95
Celkem 20 -

Kufeci ristovy hormon - primery
Analyza pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) byla vyvinuta pro RFLPs v intronu 1
pro Mspl $tépné mista.
Primer 1 forward 5' ATC CCC AGG CAA ACATCCTC3'
Primer 2 reverse 5' CCT CGA CAT CCA GCT CAC AT 3'

2.2.3 Polymerazova retézova reakce a polymorfismus délky restrikénich
fragmentu (PCR - RFLP)

PCR-produkt (4 pl) byl sté€pen pies noc pii 37°C v reak¢éni smesi obsahujici 1 ul Mspl, 1,7 ul
reakéniho bufferu a vodu k ziskani kone¢ného objemu 14 pl. Fragmenty DNA byly poté
analyzovany v 2 % agar6zovém gelu, po dobu 2 hod. pfi 80V. Fragmenty DNA byly barveny

ethidium bromidem a fotografovany za pouziti UV transilluminatoru k vizualizaci produktu.

- restrikéni endonukleédza: Mspl
- rozpoznavacim mistem enzymu je: 5‘-CYCGG-3°
3-GGlCC-5

- izoschizomer: Hpall
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2.2.4. Statisticka analyza

Vypocet alelovych a genotypovych frekvenci byl proveden podle néasledujicich vzorct:

n,
fAn = ]v”

kde: f4n je frekvence Alely n; na, je pocet pozorovani alely A,; a N je celkovy pocet pozorovani

vSech alel

nGn

fGn:T

kde: fg, je frekvence genotypu n; ng, je po€et pozorovani genotypu Gp; a N je celkovy pocet

pozorovani v§ech genotypt.
U vSech linii bylo ovéfeno, zda se dané populace nachéazeji v Hardy-Weinbergoveé

rovnovaze.
Hardy-Weinbergova rovnice:  p>+2pq+ q* = 1
Zobecnéni Hardy-Weinbergova principu pro ptipady mnohondsobného alelismu:

- frekvence vyskytu alel: p+q+r=1
- frekvence vyskytu genotypu: p>+q> + 1> + 2pq + 2pr + 2qr = 1

Ke zjisténi vztahit mezi genotypy jednotlivych linii a produkénimi vlastnostmi, jako snéska,

hmotnost vajec, byla pouzita analyza variance (ANOVA).
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pomoci pouzitého paru primert byl ziskan vysledny produkt PCR o délce ptiblizné 780bp.
Tato délka je v souladu s vysledky praci Ip et al. (2000) a Thakur et al. (2006). Kuhnlein et al.
(1997) uvadi délku 756 bp. Rozdily v délkach vyslednych produktli mohou byt vysvétleny deleci

nebo inzerci ¢i duplikaci sekvence, coz miize byt potvrzeno pouze sekvenaci.

3.2. Polymerazova retézova reakce a polymorfismus délky restrikénich
fragmentd (PCR - RFLP)

3.2.1 Alely

Analyzou PCR - RFLP intronu 1 enzymem Mspl byly odhaleny fragmenty o nasledujicich
delkéach 540 bp, 390 bp, 270 bp, 240 bp, 150 bp a 120 bp. Nasledné kombinace délek fragmenth
pfedpoklada ptitomnost tii restrikénich mist v pozicich 1. 240 nt, II. 390 nt a III. 660 nt. Kombinaci
téchto Stépnych mist a jimi poskytovanych fragmenti byly ze vSech moznych kombinaci
pii srovnani s nalezenymi restrikénimi vzory stanoveny tfi alely genu riistového hormonu (Obr. 4).
Alela A4; je charakterizovana piitomnosti restrikéniho mista 1., poskytujiciho fragmenty o délkach
540 bp a 240 bp. Alela 4, je charakterizovana pfitomnosti restrik¢niho mista II., poskytujiciho dva
fragmenty o shodné délce 390 bp, a alela A3 je charakterizovana piitomnosti restrikénich mist

L, IL., IIL. poskytujicich fragmenty o délkach 270 bp, 240 bp, 150 bp a 120 bp.

A, 240 : 540
9 I 390
_“12 3 0 &
240 . 150 . 270 . 120
;43 - - -

Obr. 4: Tti alely intronu 1 genu rustového hormonu.

-12 -



Byly nalezeny dvé nové, dosud nepopsané alely A4, a A3 intronu 1 kufeciho rastového
hormonu. Zarovenn byla popsana dv€ nova restrikéni mista, a to v390 nt a 660 nt, avSak tuto
skute¢nost zbyva potvrdit osekvenovanim.

Alela 4; je shodna s vyslednou alelou Al prace Thakur et al. (2006) a s alelou III prace Ip
et al. (2000). Délky fragmenta alely A3 jsou shodné s vyslednymi délkami fragmentii u alely II
v praci Ip et al. (2000) avSak pozice jednotlivych §t€pnych mist se 1i8i. Je pravdépodobné, Ze doslo
k mutaci jez vyustila v posunuti St€épnych mist. Prvni mozZnosti jak tento posun vysvétlit je
translokace 30 bp Useku z koncové €asti intronu do pozice mezi 240 nt a 350 nt. Druhou, méné
pravdépodobnéjsi moznosti je inverze, vyustujici ve zménu potadi a pozice $tépnych mist (Obr. 5).

Tyto domnénky lze potvrdit nebo vyvratit pouze sekvenaci.

240, 150 270 . 120
“‘l 3 i i i
240 , 120 270 o 150
AIl . a 2
\[mnslokar/
240 . 1200 4 270 . 150
“‘l II i = =
Inverze

Obr. 5: Mozny posun restrikénich mist II. a III, vyuastujici ve vznik alely A4s.

3.2.2 Genotypy

Pii existenci tfi riznych alel je mozny vznik Sesti riznych restrikénich vzori, genotypt.
Jedna se o nasledujici genotypy:

1. Genotyp (vzor RFLP) - je tvofen homozygotné dvéma alelami 4;.

A, 240 : 540
240 1 540

Ay .
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2. Genotyp - je tvoten alelami 4, a A,.

. 240 1 540
f‘l 1 =
390 I 390
“‘l 2 &

3 Genotyp - je tvofen dvéma alelami 4.

240 . 150 . 270 . 120
;43 & & i

240 . 150 . 270 . 120
;43 & & i

4. Genotyp - je tvorfen alelami A4, a As3.

, 390 I 390
A, .
240 . 150 270 . 120
‘_l 3 i i &
5. Potenciondalni genotyp - tvofen alelami 4, a A4s.
A, 240 : 540
240 . 150 . 270 - 120
;43 & i &

6. Potencionalni genotyp - tvofen homozygotn¢ dvéma alelami A,.

39 390

A,

I
&

390

=

390

V této studii se podafilo nalézt pouze Ctyfi mozné genotypy: 4141, A1A2, A3As. A2A3 (Obr. 6).
Genotypy A143, A»A> nebyly nalezeny, diivodem muze byt jejich vyfazeni v disledku nepiimé
selekce, snizena Zivotaschopnost jedinct s t€émito genotypy nebo relativné maly pocet zkoumanych

vzorku.
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Nalezené genotypy (restrikéni vzory) 4141, A3As, A2A3 se shoduji se vzory popsanymi v praci
Ip et al. (2000). Avsak alela 43 neni pravdépodobné zcela totozna s definovanou alelou 43, ziejmée
v disledku probéhlé mutace. Tito autofi dale popisuji genotyp 4143, ktery u jedincii analyzovanych
v této praci nebyl nalezen, nicméné v citované praci byla jeho existence potvrzena.

Restrikéni vzor 4,4, neni v literatute popsan, presto nelze jeho existenci vyloucit.

1 2 34 5 6 7 8 9

540 — . . i
390

= e = 390
270 - — —_— 270
240 —_ - — =0
150 - — —_ 150
120 = i

Obr. 6: Fotografie a grafické zobrazeni gelu s jednotlivymi restrikénimi vzory (genotypy).

1 - Marker 100 bp.

3 — Genotyp (restrikcni vzor) A;A; je charakterizovana pritomnosti fragmentii o délkach 540 bp
a 240 bp.

5 - Genotyp A;A; je charakterizovana pritomnosti fragmentii o délkach 540 bp, 390 bp a 240 bp.

7 - Genotyp A3A; je charakterizovana pritomnosti fragmentu o délkach 270 bp, 240 bp, 150 bp,
120 bp.

9 - Genotyp A»A;3 je charakterizovana pritomnosti fragmentu o délkach 390 bp, 270 bp, 240 bp,
150 bp, 120 bp.

2,4,6,8—PCR.
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3.3 Genotypové a alelové frekvence

Ze ziskanych vysledktl byly pro vSechny linie vypocteny frekvence genotypové (Tab. 3-6)
aalelové (Tab. 2). Pozorovana genotypova frekvence byla vypoctena zpozorovanych hodnot,
genotypova frekvence ocCekdvand byla vypoctena pro idedlni populaci (nachazejici se v HW

rovnovaze) z vypoctenych frekvenci alel.

Tab. 2: Frekvence vyskytu alel u jednotlivych linii.

ALELA RIR NH |NHxRIR | RIRxNH
A, 0,925 0,125 0,550 0,575
A 0,025 0,325 0,350 0,225
As 0,050 0,550 0,100 0,200

Linie RIR je dlouhodobé cilen¢ selektovana pro uzitkové vlastnosti, jako je snaska, hmotnost
vajec, hmotnost téla, parametry reprodukce (lihnivost, oplozenost), Zivotaschopnost atd. Tento
dlouhodoby proces vyustil ve vysokou frekvenci vyskytu alely 4; (0,925) (Tab. 3). To poukazuje
na mozny vztah ristového hormonu k sledovanym selektovanym znakam.

Tato populace se nenachdzi v Hardy-Weinbegové rovnovaze (x> = 100,073) na hlading
vyznamnosti 0,01. To potvrzuje, zZe se jedna o linii, kde dochazi k cilené selekci, ktera se v dasledku

nepiimé selekce odrazi v genotypovych frekvencich.

Tab. 3: Genotypové frekvence u linie RIR.

GENOTYP n FREKVENCE | FREKVENCE

POZOROVANA | OCEKAVANA
A1 A 18 0,900 0,857
A 4, 1 0,050 0,046
A3 As 1 0,050 0,003
Ay A3 0 0 0,003
Ay 45 0 0 0,001
A14; 0 0 0,093
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Linie NH je v porovndni s RIR selektovana po vyrazné krat$i dobu. Selekce probéhla
v populaci pouze v poslednich dvou generacich, vychozi populace v Polsku byla pouze udrZzovana
bez individualni selekce. Pfevazuje zde alela 45 s frekvenci vyskytu 0,550 nasledovana alelou A4,
s frekvenci 0,325 (Tab. 4). Alela 4;, ktera je dominantni u linie RIR, se zde vyskytuje s frekvenci

pouze 0,125. Ani tato populace se nenachazi v Hardy-Weinbegové rovnovaze (x> = 43,374).

Tab. 4: Genotypové frekvence u linie NH.

GENOTYP n FREKVENCE | FREKVENCE

POZOROVANA [ OCEKAVANA
A1 A 1 0,050 0,015
A 4, 3 0,150 0,081
As A3 6 0,300 0,303
Ay A3 10 0,500 0,357
Ay Ay 0 0 0,106
A14; 0 0 0,137

U finédlnich hybridd RIRxNH a NHxRIR ptevazuji kiizenci s alelou A; (genotypy A4,
A1A4;,)(Tab. 5-6). Finalni hybridi RIRxNH a NHxRIR jsou Slechténi cilené zrodici s nejvyssimi
uzitkovymi vlastnostmi, Ize tedy ocekavat absenci nékterych genotypt. Ani jedna z linii hybrida
se nenachazi v Hardy-Weinbegové rovnovaze (x> RIRXNH = 115, p < 0,01; x> NHxRIR = 53,
p<0,01)

Tab. 5: Genotypové frekvence u RIR x NH hybridi.

SENOR n FREKVENCE FREKVENCE

POZOROVANA OCEKAVANA
4, 4 7 0,350 0,331
Ay A, 9 0,450 0,259
As A 4 0,200 0,040
Ay As 0 0 0,090
Ay 4> 0 0 0,051
A4 0 0 0,230
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Tab. 6: Genotypové frekvence u NH x RIR hybridi.

GENOTYP n FREKVENCE FREKVENCE

POZOROVANA OCEKAVANA
Ay A, 5 0,250 0,303
A 4> 12 0,600 0,385
Az A3 1 0,050 0,010
As A3 2 0,100 0,070
A> 4> 0 0 0,122
A4 0 0 0,110

Ptekvapive nebyl nalezen ani jeden jedinec s kombinaci alel 4,43, ktery by vznikl kombinaci
dvou dominujicich alel v rodiCovskych liniich. Analyzovany pocet jedinci neni dostatecny,
proto nedoslo k nalezeni vSech moznych kombinaci alel. Je pravdépodobné, Ze pti zvySeni poctu

analyzovanych jedinci by byly nalezeny v§echny genotypy.

3.3.1 ANOVA

Byl analyzovan vztah uzitkovych vlastnosti snaska a primérnd hmotnost vajec (Tab. 7)
a jednotlivych genotypt a alel u obou vychozich linii a kiizencti F1 generace. K vyhodnoceni byla
pouzita metoda dvoucestna ANOVA v programu STATISTIKA 6.0 (StatSoft). Mezi genotypy
a alelami nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil v uzitkovosti (F = 1,064, p = 0,386)(Obr. 7-8).
Veskerd zaznamenané variabilita byla vazéna na jednotlivé linie, mezi nimiz byl zjiStén statisticky
rozdil ve snasce (F = 3,244, p = 0,005), avsak tento vysledek neni piekvapivy. Jednotlivé linie
se mezi sebou lisi stavbou a hmotnosti téla, coz vede k rozdilim v poctu snesenych vajec. Tato
zjisténi jsou v souladu s vysledky prace Kuhnlein et al. (1997), kde také nebyl prokdzan vliv

jednotlivych alel riistového hormonu na dané vlastnosti uzitkovosti.
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Tab. 7: Uzitkové vlastnosti u jednotlivych jedinci.

VZOREK | GENOTYP | SNASKA | HMV | | VZOREK | GENOTYP | SNASKA* | HMV*
RIR? RIRJ
1 A4, 73 62,110 41 A14, 73,395 | 55,655
A4, 83 53,510 42 A14, 85,005 | 54,585
3 A4, 92 59,460 43 A4, 82,915 |55,595
4 A 1A 85 61,440 44 A4, 84,915 | 55,660
5 A 1A, 87 58,140 45 A4, 81,385 57,990
6 A4, 94 53,510 46 A4, 87,870 | 57,045
7 A4, 96 58,140 47 A4, 88,250 | 57,195
8 A4, 64 58,000 48 A4, 86,410 | 58,845
9 A34; 90 59,460 49 A4, 80,000 | 58,005
10 A 1A 84 68,050 50 A4, 85,000 | 56,500
NHQ NHJ
11 A4, 71 63,900 51 A5 78,820 | 57,195
12 A34; 88 61,880 52 A4, 79,050 | 59,92
13 A34; 78 59,200 53 A5 73,770 | 59,005
14 A4, 61 62,560 54 A3 73,100 [ 60,150
15 A4 90 60,540 55 A3 73,100 | 60,150
16 A, 68 63,570 56 A4, 73,910 | 55,775
17 A3A4; 74 59,860 57 A3 74,425 |56,370
18 A A5 84 58,140 58 A4 73,850 | 56,625
19 A4 75 54,510 59 A3 76,485 | 57,555
20 A34; 81 62,430 60 A5 80,000 | 28,625
NHxRIR Q NHxRIRJ
21 A4, 69 57,430 61 A4, 77,435 [57,350
22 A4, 72 57,710 62 A4, 78,000 | 55,500
23 A 1A, 85 53,840 63 A4, 77,395 | 56,380
24 A4, 77 59,150 64 A4, 77,000 [ 55,000
25 A5 75 56,100 65 A4, 78,260 [ 55,000
26 A4, 76 57,960 66 A4, 77,395 [56,380
27 A5 89 60,020 67 A4, 77,540 | 55,280
28 AyA4; 87 59,240 68 A4, 78,160 [ 54,900
29 A14, 65 56,540 69 A4, 77,250 [ 56,120
30 A4, 64 58,140 70 A4, 78,000 [ 55,550
RIRXNH? RIRXNHJ
31 A4, 103 [59,030 71 A4, 80,000 | 59,000
32 A1 A, 85 56,490 72 A4, 78,645 | 56,735
33 A14, 73 59,790 73 A4, 83,170 | 57,375
34 A4, 95 58,230 74 A3A; 79,070 | 56,675
35 A 14, 92 55,160 75 A4, 84,205 | 58,485
36 A4, 85 53,510 76 A4, 77,715 | 59,145
37 A34; 85 53,510 77 A345 75,520 | 55,680
38 A4, 76 56,730 78 A4, 82,705 | 56,985
39 A4, 73 58,270 79 A4, 83,550 | 57,385
40 A4, 74 57,770 80 A3A; 84,205 | 58,485
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* HMV — hmotnost vajec uprostted snaskového cyklu. Hodnoty pro samce vypocteny z Animal

modelu.
Zavislost snasky na genotypu u jednotlivych linii
F(7, 66)=,79397, p=,59500
Zobrazeny 95% konfiden¢ni indervaly

110 - T . :
105 . _
100 | 1

95| ]

QO F o T ]

Snaska

57 u] - } o

701 1

65 1
60 | - 17 © RIR 1
55 , , , , o NH 2
¢ NHxRIR 3

AA AA AZA ALA
1M 172 373 2/7\3 » RIRxNH 4
Genotyp

Obr. 7: Graf vlivu genotypu a linie na velikost snasky.
Konfiden¢ni intervaly pro jednotlivé genotypy u vsech linii se vyraznou c¢asti piekryvaji.
Priméry hodnot lezi prakticky ve stejné roviné. Genotypy nemaji mezi liniemi prikazny vliv

na pocet snesenych vajec.
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Hmotnost vajec

Zavislost hmotnosti vajec na genotypu u jednotlivych linii
F(7, 66)=,29716, p=,95263
Zobrazeny 95% konfidenéni intervaly
85

80 1 —
75
70 1

65 —

o ([TT |1
1 1]

50 1

45 |

40 t 4

35

A APy Aghg Ahg
Genotyp

Obr. 8: Graf vlivu genotypu a linie na hmotnost vajec.

Konfiden¢ni intervaly pro jednotlivé genotypy u vSech linii se vyraznou ¢asti piekryvaji.

Priméry hodnot lezi prakticky ve stejné rovin€. Genotypy nemaji mezi liniemi prikazny vliv

na hmotnost snesenych vajec.
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4  ZAVER

Analyza genu kufeciho riistového hormonu ve dvou liniich RIR a NH a jejich vzajemnych
ktizenct odhalila tii cilova mista pro restriktazu Mspl.

Na zaklad¢ restrikénich vzorti byly identifikovany tfi alely genu rhstového hormonu.
Z moznych Sesti genotypti byly nalezeny pouze Ctyfi. V linii RIR je nejvice zastoupena alela 4,
s frekvenci vyskytu 0,925, u NH pievazuje alela 43 s frekvenci vyskytu 0,550. U findlnich hybrida
RIRXxNH a NHxRIR pifevazuji kiizenci s alelou A;. Nenalezeni nékterych genotypti muize byt
vysledkem selekce ¢i malym poctem zkoumanych jedincti.

Ani jedna ze studovanych linii se nenachazi v Hardy-Weinbergové rovnovaze. VSechny linie
jsou cilené selektovany, a proto je uméle ménéno zastoupeni jednotlivych alel v populaci.

Nebyl nalezen zadny vztah mezi genotypy, alelami a vlastnostmi vajecné produkce.

V této praci lze dale pokracovat s rozsifenim poctu studovanych jedincti. Siln€jSich vysledkl
l1ze dosahnout sekvenaci studovaného intronu 1. Déle je mozné pouziti jinych restrikénich enzymi

k nalezeni dalSich polymorfismii.
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