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Abstrakt

Cilem prace byla analyza polymorfismu v pozici -371bp (vzhledem k ATG
start kodonu) genu MSTN, SNP v poloze 1948 bp genu MYF5 a vliv téchto
polymorfismG na krehkost, vaznost, hodnotu pH a barvu masa. K analyze bylo
vyuzito 241 vzork(l masa byku ¢eského strakatého skotu. Genotypizace genti MSTN
a MYF5 byla provedena metodou PCR-RFLP. Pro detekovani polymorfismu byly
pouzity restriktni endonukleazy Dral (pro gen MSTN) a Tagl (pro gen MYF5). Ze
stanovenych genotypu byly vypodéteny jejich frekvence a frekvence alel. U genu
MSTN byla frekvence genotypld AA=0,729, AB=0,258, BB=0,013 a frekvence alel
A=0,858, B=0,142, pro gen MYF5 pak byla AA=0,181, AB=0,542, BB=0,278 a
frekvence alel A=0,452 a B=0,548. Pomoci statistické analyzy byl zjistén vliv (ha
hladiné vyznamnosti P > 0,05) genotypl genu MYF5 na vaznost, hodnotu pH a

barvu masa.

KliCova slova: kandidatni gen, genotyp, geneticky polymorfismus, myostatin, MYF5

Abstract

The aim of this thesis was to analyze the polymorphism in position -371bp
(related to ATG start codone) of MSTN gene, SNP in position 1984bp of MYF5 gene
and influence of these polymorphisms on tenderness, water holding capacity, pH
and color of meat. Samples (241) of bull meat of Czech pied cattle were used for
analysis. PCR-RFLP method was applied to genotype MSTN and MYF5 genes. For
polymorphisms detection was used restriction endonucleases Dral (for MSTN gene)
and Taql (for MYF5 gene). From established genotypes were computed their
frequencies and alleles frequencies. The frequencies of genotypes in MSTN gene
were AA=0,729, AB=0,258, BB=0,013 and alleles frequencies were A=0,858,
B=0,142. The frequencies of genotypes in MYF5 gene were AA=0,181, AB=0,542,
BB=0,278 and alleles frequencies were A=0,452 a B=0,548. Using statistical
analysis, the influence of genotypes of MYF5 gene on the water holding capacity,

pH and the color of meat was determined.

Keywords: candidate gene, genotype, genetic polymorphism, myostatin, MYF5
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1. UVOD

Maso je velmi dllezitou a vyznamnou slozkou potravin lidi, a to pfedevSim
diky obsahu bilkovin. Produkce masa hraje v Evropé& velmi vyznamnou ulohu nejen
ve vyZivé, ale i v ekonomice.

Stanoveni kvality masa vyzaduje analyzy a klasifikace obsahu tuku, slozeni,
kiehkosti, zadrzovani vody, barvy, oxidativni stability. Kvalita masa je téZ ovlivnéna
nékolika faktory, jako jsou plemeno, genotyp, krmivo, manipulace pfed porazenim,

samotné porazeni, nasledné zchlazeni a podminky skladovani.

Objevovani genu zodpoveédnych za kvalitu masa bude mit velky pfinos pro
jeho producenty. V poslednich letech bylo na toto téma provedeno nékolik studii,
které objevily potencionalni geny, €i mista na chromozémech spojena s kvalitou

masa u rliznych hospodarskych zvifat (skot, ovce, prasata a kurata).

Detekce novych genetickych markerd, ve spojeni s kvantitativni genetikou,

povede ke zlepSeni kvality ZivogiSnych produktd.



2. LITERARNI PREHLED

2.1 Struktura sav€éiho genomu a genu

2.1.1 Struktura sav€iho genomu

Vse, co vime o genomu hospodafskych zvifat, vychazi z pfedeslych znalosti
struktury eukaryotnich genomu, predevSim genomu Cclovéka. Genom c¢lovéka,
prasete a i skotu tvofi pfiblizné 3-3,5 miliard bazi (v haploidni burice), které
predstavuji asi 100 000 gen( (Little, 2005). Transkribovano je pouze 5-10 %
genomu, z nichz jen 2-3 % tvofi exony (kodujici oblasti) (Pray, 2008). Genom je
segmentovany na jednotlivé chromozomy, jadro oddéleno od cytoplazmy,
v cytoplazmé se nachazi mitochondrialni DNA (kruznicova). Genomy jsou veétsi
s niz8i hustotou gent (Lynch, 2006). Nezname presny pocet gend, ale obecné se
uvadi rozmezi velikosti genomu ¢Elovéka 20 000-25 000 genu (International Human

Genome Sequencing Consortium, 2004).

DNA obsahuje jedinecné a repetitivni sekvence nukleotidll. Repetitivni
sekvence tvofi velkou ¢ast genomu, Ize je rozdélit do dvou kategorii na mobilni
genetické elementy a tandemové repetice, které se dale déli do dalSich skupin (lyer

a kol, 2011). Schéma struktury genomu je na obrazku ¢&. 1.

Geny, jez maji spolecného pfedka a zachovaly si urcitou sekvencéni a funkeni
podobnost, oznacujeme jako genovou rodinu. Existuje 2200 genovych rodin, z toho
pouze 76 je spole¢nych pro vS§echny organismy. Savci maji mnoho genu v genovych
rodinach. Pfikladem muze byt globinova genova rodina, kaseinova rodina mléénych
proteinl. Soucasti genomu jsou i nefunkéni kopie genli tzv. pseudogeny
(Friedman a Hughes, 2001).
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Obr. &. 1: Struktura eukaryotického genomu (http://user.mendelu.cz/urban/vsg2/dna2/geny.htm)

2.1.2 Struktura sav€iho genu

Savdi gen je rozdélen do nékolika funk&nich &asti. Prvni &asti je promotorova
oblast lokalizovana na 5°- konci. V této oblasti se nachazi tzv. TATA-box (-30
Goldberg-Hognesslv box), jez slouzi ke spravnému navazani RNA polymerazy Il a
tedy k iniciaci transkripce. DalSi ¢asti je iniciacni kodon ATG kddujici metionin.
Kodon ATG oznaduje zacatek translace vSech eukaryotickych genl, nachazi se
vétSinou v poloze +64. Mezi pocCatkem transkripce a start kodonem lezi tzv.
5°- UTR nepfekladana oblast. Za start kodonem nasleduji exony oddélené introny,
které zacCinaji donorovym a koncCi akceptorovym mistem sestfihu. V poslednim
exonu se nachazi stop kodon, za kterym lezi oblast 3°- UTR. V této oblasti je
polyadenylaéni signal predstavovany sekvenci AATAAA (Lawson a Spieth., 2006).
Obecna struktura genu je zobrazena na obr. €. 2.

Mimo tyto obecné Casti savCi gen obsahuje dalSi regulaéni oblasti, vazebna
mista transkripénich faktorl (v promotoru), enhacery a silencery transkripce
(Koolman a Klaus-Heinrich, 2012).
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Obr. €. 2: Struktura genu (https://www.youtube.com/watch?v=h5HI20q0OJAQ)

2.2 Lokusy kvantitativnich znaka QTL

VétSina hlavnich uZitkovych vlastnosti je podminéna kvantitativnimi znaky
vykazujicimi kontinualni proménlivost (Miles a Wayne, 2008). De Koning a kol.
(1999) pojmenovali QTL jako molekularné-geneticky marker, ktery se nachazi mimo
hlavni oblast genu pro urCitou uZitkovou vlastnost, se kterou ma ale prokazatelnou
spojitost. Jde tedy o oblast na chromozomu obsahujici geny ve vazbé ovliviujici
kvantitativni znak (Erickson a kol., 2004). Geny, lezici v QTL oblasti, jsou Casto
ovlivnény faktory vnéjSiho prostfedi, heritabilita se pohybuje od 5-50 %. Prozatim
nezname pfesny pocet, polohu a u€inek QTL (Da, 2007). Pokud odpovidaji za
ekonomicky dulezité uzitkové vlastnosti, nazyvaji se ekonomickymi vyznamnymi
lokusy (ETL) (Georges a Massey, 1991).

2.2.1 Kandidatni geny

Jde o geny nachazejici se v QTL oblastech, majici vyrazny vliv na urcitou
vlastnost, ovliviiuji vysledny fenotyp a podili se na fenotypové variabilité. Kandidatni
gen muze byt uren pomoci databazi pro modelova zvifata, u nichz byl jiz
prostudovan vyskyt podobného fenotypu. Zkouma se pomoci sekvenovani, pokud je

nalezena mutace, provede se asociacni analyza (Berg, 2006).

2.2.2 Asociacni analyza

Asociacni analyza testuje asociace mezi urcitou genetickou variantou, napf.

polymorfizmem genu a danym znakem. Jde tedy o vztah mezi konkrétni alelou,
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genotypem nebo haplotypem a danym znakem. Asociaéni analyzy jsou vétSinou
typu ,case-control“ (pfipadova studie), dochazi k porovnavani relativniho
zastoupeni daného polymorfismu mezi skupinu jedincd nemanifestujici znak
a skupinou, ktera ho projevuje. Nastup novych technologii (napf. pouziti Cipa)
umoznil souCasné testovani desitek az stovek tisic jednonukleotidovych
polymorfismu (SNP) (Bell a kol., 2005).

Dale se provadéji jesté vazebné studie, pfi kterych se sbiraji data od velkého
poctu pfibuznych jedincl, o nichz se predpoklada, Ze maiji odliSnost v uréitém genu
¢i jeho variantach. Tyto varianty ovliviuji vznik daného znaku a naslednou analyzu

pfenosu genetickych variant v pfibuzenskych liniich (Teplan, 2006).

2.2.3 Geneticky polymorfismus
Geneticky polymorfismus roku 1940 definoval E. B. Ford jako ,,vyskyt dvou

a vice forem ¢&i variant znaku v takové Cetnosti, kdy vzacnéjsi varianta nemUze byt
zpusobena samotnou nahodnou mutaci®. Mutace je v mnoha pfipadech neutralni,
v populaci se vyskytuje s minimalni frekvenci 1 %. Jina definice Fika, Zze
polymorfismus znamena soucasnou existenci dvou nebo vice mutantnich alel genu
v populaci. Dany polymorfismus mlze slouzit jako geneticky marker, ktery umozni

mapovani pozic genli v chromozému (Stejfa, 2007).

2.2.4 Genetické markery

Pojem geneticky marker oznacuje usek DNA o neznamé kédujici funkci, se
znamou fyzicky zmapovanou polohou na chromozému. Vyhodou molekularné-
genetickych marker( je jejich velké mnozstvi, snadna relativni identifikace, vysoka
informativnost a také to, ze mohou byt detekovany z nepatrného mnozstvi tkané
v jakémkoli véku jedince (od embrya az post mortem). DNA mUze byt dlouhodobé
uchovana a lze se tak opakované vracet k jeji analyze i za nékolik let (Davey a kol.,
2011).

3 zakladni typy genetickych markeru:

e Markery kédujici exprimované geny (i kandidatni geny pro QTL):

Jsou charakteristické obecné menSim vyskytem polymorfismd, malo
pouzitelné pro studie diverzity populaci a rodin. Vyuzivaji se pfedevSim pfi

komparativnim mapovanim.
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e \ysoce variabilni sekvence DNA:

Radi se sem mikro- a minisatelity. Mikrosatelity (STR) jsou tandemové
repetice kratkych sekvenci nukleotidi (vétSinou 2-5 nukleotidové repetice).
Minisatelity (VNTR) vytvafi naproti tomu podstatné delSi tandemové se
opakujici sekvence (9-80). Diky vysokému poctu polymorfismu (velky pocet

alel) se tyto markery vyuZivaji zejména pfi ovéfovani parentity.

e Jednonukleotidové polymorfismy (SNP):

SNP jsou bodové mutace (zaména jednoho nukleotidu), které se mohou
vyskytovat uvnitf kédujicich oblasti DNA. Cast&ji se vSak nachazi
v nekodujicich intronech &i intergenovych usecich. V genomu se SNP
nachazi pfiblizné kazdych 500 az 1000 bp. Ne vzdy vznik SNP uvnitf
kodujicich sekvenci vede ke zménam sekvenci aminokyselin produkovaného

proteinu, a to kvdli jejich nadmérnému poctu (Knoll a Vykoukalova, 2002).

2.2.5 Mapovani QTL

Mapovani QTL kombinuje hledani asociaci mezi alelami markerl a danou
uzitkovosti, z toho duvodu je potfeba populaci zvifat s dostateéné velkou genetickou
variabilitou ve sledovanych znacich. Pfi mapovani se v principu postupuje tak, ze
pomoci mikrosateliti se oznaci maly usek DNA, u kterého se zkouma, zda néjak
ovliviiuje uzitkovy znak. PFi pozitivnim vysledku analyzy se v této oblasti hleda gen
s potencialné velkym ucinkem na dany znak. Nalezeny gen je poté oznacen jako
kandidatni gen (Sa, 2009).

2.3 Vyvoj svalové tkané

Svalstvo se vytvafi z mezodermu (stfedni zarodecny list). Po vytvofeni
mezodermu nasleduje jeho diferenciace, ktera probihda v raném embryonalnim
stadiu spolecné s vyvojem télnich dutin a télni stény. Mezodermové burniky myotomu
zustavaji v pavodnim epitelovém uspofadani na stejném misté, kde se diferencuji
na zaklady kosternich svalt. Myotomové buriky rostou a vyvijeji se ve vietenovité
myoblasty.

Myogeneze je sloZity ontogeneticky vyvojovy proces. Nékteré embryonaini

svalové buriky zlstavaji nediferencovanymi a setrvavaji jako nediferencované
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myoblasty az do dospélosti. Z téchto myoblasti se poté vyvijeji satelitni buriky

podilejici se na vzniku svalové tkané.

Myoblasty, které diferencuji, jsou fazeny za sebe do fad a davaji tak vznik
utvarim nazyvanym myotuby. Myotuby se nasledné béhem vyvoje prodluzuji a fadi
v podélném sméru vedle sebe. Poté dochazi k dali diferenciaci, vznika jiz finalni

myofibrila (svalové vlakno) (Steinhauser a kol., 2000).

Pocet myofibril je pfedevSim stanoven genetickymi faktory a caste¢né vlivy
prostfedi, které mohou ovlivnit prenatalni myogenezi (Rehfeldt a kol., 2000). Cela
myogeneze je kontrolovana geny rodiny MYOD. Do této rodiny svalové specifickych
regulagnich faktord patfi MYOD1 (MYF3), MYOG (MYF4, myogenin), MYF5, MYF6
(MRF4), geny IGF rodiny, do které nalezi inzulin podobné rlstové faktory IGF2
a gen myostatin (MSTN, GDF8) (Davis a kol., 1987).

Geny rodiny MYOD kéduji vysoce konzervované proteiny bHLH (basic helix-
loop-helix), které reguluji a dohlizeji na embryologicky vyvoj svaloviny (Olson,
1990). Funkéni aktivita myogenich faktorl se Castokrat prekryva. Kazdy faktor ma
svou specifickou ulohu v kontrole svalového vyvoje. B&hem embryogeneze se

odlisné exprimuji (Naidu a kol., 1995).

Gen MYOD1 spousti diferenciaci fibroblastd na myoblasty a aktivuje gen
MYOG, ktery indukuju vznik myofibril fuzi myoblastid (Hasty a kol., 1993). Jediny
gen MYOG je exprimovan ve vSech svalovych burnkach (Wright a kol., 1989). Gen
MYF5 dohlizi na spravné mitotické déleni zarodenych bunék, kdezto MYF6
(MRF4) se ucastni diferenciace svalovych bunék v myotuby. S pocatkem exprese
myogeninu se shizuje exprese MYF5 a MYODL1. Poté ustava déleni a burky
zacinaji fuzovat v samotné myofibrily (Te Pas a kol., 1996). Schematické zobrazeni

vyvoje svalového vlakna je na obr. ¢. 3.
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Obr. €. 3: Vyvoj svalového vliakna (http://www.jbc.org/content/277/51/49831/F9.expansion)

2.4 Vybrané ukazatele jakosti masa

2.4.1 Barva

Barva je velmi dulezity ukazatel. Spotfebitel podle ného posuzuje kvalitu
masa a masnych vyrobk(. Barvu masa ovliviiuje kone¢na hodnota pH (pHu), obsah
myoglobinu a jeho derivatll (MacDougall, 1982, Seideman a kol., 1984). Hovézi
maso ma vubec nejvys$Si koncentraci myoglobinu, a proto je tmavs$i nez maso
ostatnich druh(i (Hernandez a kol., 2006). Zmény barvy souvisi s oxidaci centralniho
atomu ZzZeleza (myoglobinu) vzduSnym kyslikem, dochazi ke vniku kationtu
metmyoglobinu, a tim k Sedohnédému zbarveni masa. Barvu mizeme posoudit
pomoci systému CIE hodnotami L*, a* , b* . L* zde udava svétlost masa, soufadnice
a* vyjadfuje vztah mezi ¢ervenou a zelenou barvou, b* pak mezi zZlutou a modrou
(viz obr. €. 4) (Pipek a Jirotkova, 2001).
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Obr. €. 4: CIE L*a*b* systém hodnoceni barvy masa (http:/grafikpromedia.eu/technologie/cms)

2.4.2 Vaznost

Pojmem vaznost oznacuje schopnost masa vazat vodu vlastni a pfidanou. Je
ji mozné ovlivnit pfisadami a samotnym zachazenim s masem. Obecné mizeme
vodu z technologického hlediska rozdélit na volnou a vazanou (zda z masa volné
vytéka nebo ne) (Kadlec a kol., 2002). Vaznost je tedy stanovena jako podil vody
vazané k celkovému objemu v mase v %. Vaznost ovliviiuje nékolik faktord. Mezi ty
pribéh posmrtnych zmén, rozmélnéni masa (Pipek a Jirotkova, 2001). Minimalni
hodnota vaznosti nastava pfi hodnoté pH izoelektrického bodu (pfiblizné 5,0).
K nejvétsim zménam vaznosti v8ak dochazi v zavislosti na pribéhu posmrtnych
zmeén. Nejprve hodnota klesa v disledku okyseleni masa a tvorby pevné struktury
(rigor mortis), poté se zvysuje vlivem zrani (Kadlec a kol., 2002).

2.4.3 Sila stfihu (kFehkost)

Sila stfihu je velmi dulezitou vlastnosti pro senzorické hodnoceni masa
a jeho technologické zpracovani. Pro spotiebitele je jednim z nejdllezitéjSich znaki
kvality masa, za kterou jsou ochotni platit vy$Si ceny (viz hovézi maso patficné
kifehkosti) (Destefanis a kol., 2008, Feldkamp a kol., 2005). Problémem prodejcl
a siti marketu je nedostate¢né dlouhé skladovani masa v chladicich podminkach
pro ziskani konecné kiehkosti. Tyka se to pfedevSim hovéziho masa, které
vyZaduje alespon 14 dni. Vepfové maso naproti tomu zraje 5-7 dni a maso jehnéci

7-10 dni. Krehkost ovliviiuji rdzné predporazkové a poporazkoveé faktory.
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a uroven predporazkového stresu. Samotny proces zrani je zpusoben posmrtnym
zeslabenim  myofibril,  proteolytickymi enzymy, degradaci myofibrilarnich
a cytoskeletalnich proteini (Koohmaraie a Geesink, 2006).

2.4.4 Hodnota pH

Hodnota pH vyjadfuje miru kyselosti €i zasaditosti prostfedi. pH masa se
pohybuje vrozmezi 4-7. B&€hem posmrtné autolyzy svalové tkané (20 az 24h
po usmrceni) dochazi k rozkladu glykogenu, nahromadéni kyseliny mlé¢né a tim
ke snizeni pH svalové tkané. Autolyza vykazuje nejvétsi intenzitu hned po porazce
a dale jeji intenzita klesa. Posmortalni zmény v tkanich zvifat zavisi na mife
rozpadu ATP a glykogenu. Pfi rozpadu 2/3 ptivodniho mnozstvi ATP za teploty 4 °C
se pH ve svalech vyrazné snizuje (Kerry a kol., 2002). Snizenim hodnoty pH masa
se zmenSuje mnozstvi stale ubyvajicich skupin bilkovin, coZ se projevi sniZzenim
vaznosti vody a jemnosti masa. Hodnota pH ovliviiuje chut, meékkost, rychlost
procesu zrani, pevnost, vaznost a svétlost masa (Hector a kol., 1992). Cim blize je
hodnota pH k izoelektrickému bodu, tim je menSi rozpustnost bilkovin, které
nasledné vazou malo vody. Svétlo proto pronika do malé hloubky, odrazi se vice od
povrchovych vrstev a vytvari tak dojem svétlejSiho masa. To je viditelné u tzv. PSE
masa (bledé, mékké, vodnaté), u kterého je hodnota pH po 45 minutach po
usmrceni niz8i nez 5,8 (Pipek a Jirotkova, 2001). Pokud je hodnota pH vétsi nez 6,2

je maso klasifikovano jako DFD maso (tmavé, pevné, suché) (Hoffman a kol., 2007).

2.5 Vybrané lokusy

2.5.1 Myostatin
Jednim z nejdualezitéjSich kandidatnich genl hospodarskych zvifat je pravé

myostatin. Je znam jako kandidatni gen pro produkci masa.

Myostatin, nebo-li rastovy diferenciacni faktor €. 8 (GDF8 - growth
differentiation factor 8), je ¢lenem TGF-beta rodiny sav€ich rustovych gena, které
hraji velmi dulezitou roli v regulaci embryogenniho vyvoje a homeostazi tkani
v dospélosti. Myostatin se podili na zméné beta konformace skupiny rustovych

faktor, které hraji roli vredukci ristu u savct. Poskozeni tohoto genu (napf.
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mutaci) vede ke ztraté funkce proteinu, ktery MSTN koduje a dale ke vzniku svalové

hypertrofie (mh), jinak také nazyvané dvoji osvaleni (Dehnavi a kol., 2012).

Svalova hypertrofie je dédi€nym projevem u skotu, lidi, ovci, kufat, psu apod.
(viz obr. €. 5). Nazev vychazi z chybného pojmenovani, jelikoz nejde o ,.zdvojeni
pocCth svall“, ale je vysledkem spole¢né soucinnosti hyperplazie (zvySeni poctu

svalovych bunék) a hypertrofie (zvétSeni svalovych bunék).

Fenotyp dvojiho osvaleni je charakterizovan mensimi proporcemi kosti,
zvySenym objemem svalstva, redukci obsahu tuku, zvySenou kfehkosti masa, vysSi

porodni vahou (Crisa a kol., 2003).

Nedavné studie prokazaly, Zze myostatin plsobi jako negativni regulator
myogeneze a inhibuje proliferaci myoblastli béhem bunécného cyklu myogenni

diferenciace (Dehnavi a kol., 2012).

Myostatin, u dospélych mySi a mySich ve vyvoji, je specificky exprimovan
v kosternim svalstvu, kde negativné reguluje svalovou hmotu. Inaktivace myostatinu
u mysi vede kobrovskému nardstu kosterni svaloviny. MySi s neaktivnich
myostatinem vazi 2-3 krat vice nez divoci jedinci, pravé kvali zvySeni poctu
svalovych vilaken, bez narustu tukové tkané. Inaktivace myostatinu by tedy mohla

slouzit k zvySeni svalové hmoty.

Myostatin byl naklonovan a byla zkonstruovana cDNA knihovna z RNA
izolované z kosterni svalové tkané. Knihovna byla dale screeningovana sondou
(mySim myostatinem), jehoz C koncova oblast je aktivni ¢ast molekuly. Po
porovnani C koncovych oblasti rdznych druhu, byla zjisténa 100% shoda
u myostatinu mysiho, krysiho, lidského, praseciho, kufeciho a kratiho. U pavianu,
skotu a ovci se C-koncova sekvence liSila pouze tfemi aminokyselinami. Vysoky
stupen konzervace sekvence myostatinu napfi¢ druhy naznacuje, ze funkce

myostatinu je také vysoce konzervovana (McPherron a kol., 1997).

Déale komparativni analyzy, zaméfené na existujici protein myostatin,
poukazuji na vysoky stupen sekvenéni konzervace i mezi druhy ovci. Byl zjistén
jednonukleotidovy polymorfismus (SNP) v netranslatovatelném regionu 3 (3 -UTR).

Tento SNP je pfi¢inou svalové hypertrofie v evropskych chovech.

Jako obrovskou vyhodu povazZujeme to, ze pomoci technologie knock out
genu myostatin |ze dosahnout skvélych vynosu. V zemédélstvi by to znamenalo

zvyseni produkce masa (Jamshidi a kol., 2014).
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Obr. ¢. 5: Svalova hypertrofie riznych druht (http://www.skewsme.com/myostatin.html)

2.5.1.1 Bovinni myostatin

U skotu se myostatin naléza na 2. chromozomu (BTA2), byl objeven roku

1997 pomoci vazbové analyzy.

Svalova hypertrofie skotu byla jiz Siroce zdokumentovana. Vyskytuje se
s odliSnou frekvenci u mnoha evropskych plemen. Pro skot je charakteristicka
hlavné v hrudni oblasti a zadnich &tvrtich a to tak vyrazné, Ze jsou pod kizi viditelné
jednotlivé svalové partie. U extrémné osvalenych jedincl je vy$Si pravdépodobnost

vyskytu nevyvinuti zevnich genitalii (Zahradkova a kol., 2009).

U bovinniho myostatinu byl zjistén prekvapivé vysoky pocet polymorfisma.
Zmény na urovni nukleotidi vedou ke zkraceni proteinového produktu, coz vyusti
v nedostatek jeho exprese a ve vznik mh fenotypu. Plemena s mh fenotypem
selekénim tlakem. U nékterych jednotliveld rlznych plemen neodpovidaji jejich
fenotypy genotypim (Dunner a kol., 2003).

Dvoji osvaleni, které bylo pozorovano u mnoha plemen skotu za poslednich

190 roku, se zda byt dédéno jako jediny hlavni autozomalni lokus s nékolika

20



modifikacemi fenotypové exprese vedouci k neuplné penetraci znaku (McPherron
a kol., 1997).

Znak dvojiho osvaleni u plemene Belgického modrého segreguje jako jediny
lokus pro svalovou hypertrofii (mh). Caste¢né recesivni mh mutace méa za nasledek
primérné zvySeni svalové hmoty o 20-25 %, pokles hmotnosti vétSiny organd,
snizeni intramuskularniho tuku a pojivové tkané. Mh lokus je zde ve vazbé
s markerem na bovinnim druhém chromozomu. Existuje podobnost fenotypu mezi
myS8mi s inaktivovanym myostatinem, plemenem Belgického modrého a podobné
polohy myostatinu v genetické mapé. Kvuli této podobnosti byl ozna¢en bovinni
homolog myostatinu jako kandidatni gen pro mh lokus. U plemene Piedmontese se

vyskytuje také s velkou frekvenci (McPherron a kol., 1997).

U masnych plemen jsou pfitomné rizné mutace zpulsobujici vyskyt riznych
variant genu v populaci, které tak vytvafi znaény MSTN polymorfismus viz obr. €. 6.
Objev mutaci vedouci ke ztraté funkce myostatinu vyvratil pavodni hypotézu, Ze
dvoji odvaleni je geneticky homogenni vlastnost (Ménissier, 1982). Je pozoruhodné,
Ze byla identifikovana zvifata (zejména plemene Blonde d'Aquitaine), ktera
vykazovala fenotyp dvojiho osvaleni bez jakékoli zmény aminokyselin v sekvenci

a bez snizeni koncentrace mRNA myostatinu (Karim a kol., 2000).

Doposud popsané mutace v bovinnim myostatinu:

1. 11bp delece ( nt821(delll))
Zpusobuje deleci 11 bp ve 3. exonu, ¢ast kde vznika protein, ¢imz dojde ke
vzniku stop kodonu a ke skonceni transkripce. Nasledkem je tedy zkraceni
bioaktivhi C-koncové domény proteinu, myostatin tak ztrati svoji funkci
negativniho regulatora myogeneze a vznika mh fenotyp. Tato mutace se
vyskytuje u plemen Belgické modré, Blonde d'Aquitaine, Limousine,

Parthenaise, Asturiana a Rubea Gallega.
2. G—A tranzice v pozici 938 bp (C313Y)

Vysledkem je substituce vysoce konzervovaného cysteinu za tyrosin,

nalezena u plemen Gasconne a Piedmontese.
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3. Inzerce/delece v pozici 419 bp v 2. exonu (nt419(del7-ins10))
Dochazi k deleci 7bp a nahrazeni zdanlivé nesouvisejicimi 10bp
v N-koncové oblasti proteinu, ktera predCasné odhali stop kodon. Tato

mutace byla nalezena u plemene Maine-Anjou.

4. C—T tranzice v pozici 610 bp (Q204X)
Vznika pfed€asny stop kodon v N-koncové oblasti na pozici 204.

aminokyseliny, vyskytuje se u plemen Charolais a Limousine.

5. G—T transverze v pozici 676 bp (E226X)
Zpusobuje také vznik prfedéasného stop kodonu v N-koncové oblasti na

pozici 226. aminokyseliny, objeveno u plemene Maine-Anjou.

6. G—T transverze v pozici 874 bp (E291X)
Nasledkem je pfedCasné odhaleni stop kodonu v C-koncové bioaktivni

oblasti, zjiSténa pouze u italského plemena Marchigiana.

7. C—A transverze v pozici 282 bp v 1. exonu (F94L)
ZapfiCinuje substituci konzervativniho fenylalaninu za leucin. Touto mutaci
nevznika mh fenotyp, coz je zpusobeno malym ucCinkem mutace

v nedulezité ¢asti kddujici oblasti genu.

8. C—T tranzice v pozici 414 bp v 2. Exonu (n414(C-T))
Ma za nasledek vytvofeni pfed€asného stop kodonu u 138. aminokyseliny

bilkovinného retézce.

V roce 2002 popsal Miranda dalsi dvé mutace v kodujicich regionech,
nicméné doposud nebyl prokazan jakykoliv vliv na funkci proteinu. Mutace byly
oznaceny S105C a D128N (Zahradkova a kol., 2009). Pifehled mutaci u rdznych

plemen je zaznamenan v Tab. I.
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nt414(C-T)
nt747+7 (G-A)

nt747+11(A-G)

nt748-
78(del1)
3-2

nt374-50(G-A)
nt267(A-6) \ nt374-16(del 1)

\
| n324(CT) | | nt374-51(TC) | JIJ | nt387(G-A) |
7

1 2 4 5 nt419 7 8 3 9
§105C || FO4L | Q204X || D182N = (del7-ins10) | E226X | 313y || nt821 (del11) || E291X

Obr. & 6: Schéma genu myostatin se znamymi mutacemi. Tiché mutace jsou v zeleném
ramecku. Modry ramecek ohrani€uje missense mutace a ervené jsou oznaceny disruptivni
mutace zpUsobujici mh fenotyp (Dunner a kol., 2003).

Tab. I: Mutace v genu MSTN a jejich vyskyt u jednotlivych plemen

Xon.
Polymorfni misto [S/05C
Plemeno
Charolais - -
Belgické modré - -
HolStyn - -
Aberdeen angus — —
Plavé aquitdnské - —
Galloway — —
Gasonne - =
Limousine - +
Maine Anjou ~ —
Marchigiana — +
Salers - -
Masny simentél — —
Piemontese - -
South Devon - -
Austriana de Valles| - -
Parthenaise + -
Pirenaica - +

0204X|E226X| nt821 |C313Y

F |4+ ||+ |||+
|
+
|
+
!
|

1
+ |
|+
|+
+ [+ |+
|
|
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Pro zemédélské aplikace existuji vSak urCité nevyhody: snizeni plodnosti
dospélosti. Mnoho chovateld se snazilo omezit vyskyt mh fenotypu, protoZze s nim
Casto souvisi pfitomnost dystokie (stav, kdy neni mozno porodit raminka plynulym
tahem po porodu hlavi¢ky, ale je nutné pouziti specifické manévry na uvolnéni
raminek). Nicméné zvySeni svalové hmoty a zvySeni efektivity krmiva z velké Casti

kompenzuje tyto nevyhody (McPherron a kol., 1997).

2.5.2 Vliv mh fenotypu na jateéné maso

Zvifata s mh fenotypem jsou vice nachylna k onemocnéni dychacich cest,
stresu a dystokii. Vyzaduji zvlastni pozornost na ustajeni a dobré Zivotni podminky.
JateCné maso je velmi libové a obsahuje nizky obsah intramuskularniho tuku. Je
zde rozdil i v profilu mastnych kyselin. Dvojité osvalena zvifata obsahuji méné

nasycenych mastnych kyselin ve srovnani s normalnimi jedinci.

Obsah kolagenu v mase je také niz8i, takze maso zvifat s mh fenotypem byva

vétSinou krehdi.
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Obr. ¢&. 7: Vliv dvojiho osvaleni na nékteré dulezité viastnosti (Fiems, 2012)

Jate€né maso pochazejici ze zvifete s mh fenotypem je vétSinou
klasifikovano jako vybérové a excelentni podle jednotného evropského systému
klasifikace jate€né upravenych tél skotu. Dvojit€é osvalena zvifata téz maiji vice
rychlych glykolytickych svalovych vlaken, jejichz prifez se vyznaduje zvySenym
obsahem glykogenu a sniZzenym obsahem tuku, myoglobinu, kolagenu, poctu
mitochondrii a snizenou kapilari hustotou. Snizeny obsah myoglobinu ovliviuje
transport kysliku a barvu masa. Je dobfe znamo, ze zvifata s mh fenotypem maji
svétlejSi maso ve srovnani s normalnimi jedinci. Vétsi pocet svalovych vlaken muze
mit rovnéz vliv na rychlejsi pokles pH masa po porazeni. Dale nizSi zasoba glukozy
a rychlejsi glykolyza mohou urychlit vyCerpani glukdzy, zejména ve stresovych
situacich, coz muze vést k produkci DFD masa. ZvySena frekvence DFD masa
muze byt zpusobena vétsi nachylnosti dvojité osvalenych zvifat k tepelnému stresu.

Dalsi typickym jevem je velmi rychlé Sedé zbarveni v misté fezu masa kratce po
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ofiznuti. Vlivem vy38i miry postmortalni glykolyzy v kombinaci se zvySenou
svalovou hmotou ma maso po porazeni vyssi teplotu, v dusledku toho je zvySen
stupefl denaturace bilkovin. OCekava se tedy, Ze tento jev ma nepfiznivy vliv na
vaznost vody masa (Fiems, 2012).

2.5.2 MYF5

Gen MYF5 se nachazi na 5. chromozému, pfesnéji v oblasti 5g2.5
(Soumillion a kol., 1997), €ast jeho promotoru zasahuje do exonové &asti genu
MYF6 (Yoon a kol., 1997). Tento gen, spolu s dalSimi myogennimi regulacnimi
faktory, kontroluje mitotické déleni zarodeCnych svalovych bunék a zavisi na ném
jejich finalni diferenciace (Braoun a kol., 1989). Jako vlibec prvni svalové-specificky
faktor byl exprimovan in vivo. MYF5 je exprimovan nejen ve svalovych burkach, ale
i v tkanich bez svall, predipocytech a v neuronech. Nicméné u dospélych jedincu je
exprese omezena pouze na satelitni buné&né populace a svalové vieténka (Zammit
a kol., 2004).

Te Pas a kol. (1999) se zabyval polymorfismy MYF5 a objevil 3 mikrosatelity:
dva v promotoru a jeden v 3. intonu. Dale stanovil dva polymorfismy (Pvull, Hinfl)
v uzaviené kodujici sekvenci. Dalsi 3 mutace byly identifikovany v oblasti promotoru
(AB65C, C580T, C613T) (Urbanski a kol., 2006).

Exprese MYF5 je spojena s determinaci linie myoblasti. Spoleéné s genem
MYOD jsou exprimovany v proliferujicich myoblastech. MYF5 a MYOD maiji hodné
podobné funkce. U mysSi, pokud chybi jeden z gent (MYF5 ¢&i MYOD), probiha
normalni svalovy vyvoj. AvSak absence proteinu MYF5 ma za nasledek selhani
lateralni Casti sklerotomu a jeho nespravné formovani. Jedinci jsou sice normalné
osvaleni, ale jejich zebra jsou zdeformovana, coz jim znemoznuje dychat (Braun
a kol. 1989, Kisacova a kol., 2006). Mysi umiraji jiz v perinatalnim obdobi (Cast
fetalniho obdobi od 26. tydne vyvoje do 4. tydne po porodu) (Francetic a Li, 2011).
Firulli a Olson (1997) prokazali, ze MYF5 plsobi jiz od osmého dne véku mysiho

embrya.
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2.5.2.1 Bovinni MYF5

U masného skotu byly zjistény (detailnim mapovanim) ve tfech usecich

patého chromozému QTL pro rustové vlastnosti. Prvni region je 0-30 cM, druhy
v poloze 55-70cM a tfeti 70-80cM.

Gen MYF5 hraje dllezitou ulohu v rUstu, vyvoji savci a nachazi se v QTL
oblasti. Hmotnost pfi narozeni, primérny denni pfiristek po odstavu (PWADG)
a priumérna denni davka (ADGF) jsou tfi vlastnosti spojené se svalovou tkani

u masného skotu.

Pro MYF5 byla zjisténa u skotu mutace A/G na pozici 1948 bp v druhém
intronu (Drogemiller a Kempers, 2000). Pokusy knock outu genu MYF5 u mysi
potvrdily teorii o ovlivnéni svalového vyvoje. Vyznamna asociace mezi SNP a
ristovymi vlastnostmi naznacuje, ze MYF5 muze byt jednim z genu, které pfi¢inné
ovladaji rast skotu, nebo Ze gen je velmi blizko k ptvodci genu(d) (Li a kol., 2004).
Bylo zjisténo, Ze jeden ze SNP MYF5 ma vyznamny aditivni vliv na PWADG, MYF5

se proto dostal na pozici silného kandidatniho genu.
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3. CILE PRACE

Provést genotypizaci dvou kandidatnich lokust s potencialnim vztahem
k uzitkovym vlastnostem, resp. zdravi zvirat.

Vypracovat asociac¢ni analyzu vztahu genotypa, resp. alel k uzitkovosti.
Datové soubory vyhodnotit vhodnymi statistickymi metodami.

Provést interpretaci zjisténych vysledka.
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4. METODIKA

Analyza vzorku pro lokusy genti MSTN a MYF5 byla provedena dle Zhang
a kol. (2007) pomoci PCR/RFLP.

4.1 Zvirata

K analyze bylo pouzito 241 vzorki masa Ceského strakatého skotu,
pochazejiciho z Vyzkumného ustavu pro chov skotu s.r.o. Rapotin. Vzorky byly
odebirany v letech 2010-2013. Po odebrani byly uskladnény pfi -20 °C.

4.2 Vybér lokusu

Byly vybrany 2 lokusy MSTN a MYF5.

4.3 Laboratorni analyza

4.3.1 |zolace DNA

Izolace byla provedena izolatorem s vyuzitim komeréné dostupného kitu

(MagCore® Genomic DNA Tissue) pro izolaci DNA z masa.

4.3.2 Metoda PCR/RFLP
PCR:

Reakéni smés:

Tag Buffer with KCI (10x) 2,5ul
MgCl, (25 mM) 3,0l
dNTP’s (10 mM) 2,5yl
forward primer (5pmol) 1,0 ul
reverse primer (5pmol) 1,0 ul

Taq DNA polymeraza (1U/ ul) 2,0 ul

DNA 2,0
H.O 11,0 yl
)3 25,0 pl
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PCR program

94°C — 3 min

94°C — 30 sec

prislusna annealingova teplota — 40 sec 39x

72°C —1 min
72°C — 10 min
10°C - hold

Tab. Il: Sekvence primeru, pozice, velikost amplikon a annealingova teplota

pozice velikost annealingova
Gen sekvence primer( primeru amplikonu teplota
(Genbank) (bp)
F 5-CCCTACAGA GGCCACTTCAA -3°
9,142
MSTN 1,346 63 °C
R 5-CTCGCTGTTCTCATTCAGATC-3’
11,486
F 5-GATAGCTGGCTGTGAATGAT -3 966
MYF5 1,190 60 °C
R 5°"CTGGCAACTGGGGAGAGAGAAG-3’
2,155

RFLP:

Restrikéni smés:

Amplifikat 20,0 pl
Restrikéni endonukleaza 1,2 ul
10x Buffer Tango (with BSA) 1.7 ul
> 22,9 yl
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Tab. lll:Gen, typ restriktazi, $t€pné produkty, genotyp a podminky stépeni

Gen restriktdaza  Stépné produkty (bp) genotyp podminky Stépeni
505 + 427 + 321 + 93 AA

MSTN | 10U/pul 505 + 365 + 321 + 93 BB

Dral 505 + 427 + 365 + 321 AB Inkubace v termostatu

+93 + 62 minimalné 12 h
1,190 AA pfi teploté

MYF5 | 10U/l 938+ 207 BB 37 °C

Taq | 1,190 + 938 + 207 AB

4.3.3 Elektroforéza

Vizualizace $tépnych produktt (genotypl) byla nasledné provedena pomoci
elektroforézy na 3 % agar6zovém gelu s ethidium bromidem. Elektroforéza byla

nastavena na 150min/ 80V.

4.4 Stanoveni barvy masa

Barva masa byla stanovena pomoci spektrofotometru GretagMacbeth Color
Eye XTH v barevném systému CIE lab (L*, a*, b*). Kazdy vzorek byl Ctyfikrat

proméren, pfistroj poté urcil stfeni hodnotu, se kterou bylo dale pracovano.

4.5 Stanoveni vaznosti pfidané vody

Vaznost pfidané vody byla stanovena dle Ingra (Ingr, 1977). Pfiblizné 80 g
vzorku masa bylo zhomogenizovano se 120 ml destilované vody a 5g NaCl. Jako
homogenizator slouzil laboratorni noZzovy mlyn. Poté se homogenit viozZil do
saturaéni zkumavky (0 znamé hmotnosti) a zkumavka byla zvazena a uzaviena
hlinikovou folii. Nasledné se vlozila do vodni lazné o teploté 75 °C po dobu 30
minut. Po pual hodiné by sundana hlinikova félie ze zkumavky, ktera se v pfevracené
poloze nechala vychladnout a odkapat. Po dalSich 30 minutach se zkumavka

opétovné zvazila.
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Mnozstvi vazané vody x (%) bylo vypoc&teno ze vzorce:

250 (b—0,4-a)
a

X

a ... hmotnost homogenatu (g) pfed zahfivanim

b ... hmotnost homogenatu (g) po zahfati, vychladnuti a odkapani

4.6 Stanoveni sily stFihu

Sila stfihu masa byla uréena pomoci Warner-Bratzlerovy Cepele. Tato Cepel
je 2,94 mm Sirokda, na spodni hrané ma otvor ve tvaru pismene V (viz obr. 8).
Vzorek byl polozen na zakladni desku, ve které byl uprostfed otvor, kterym
prochazela sonda smérem doli. Sonda byla pfipevnéna k ramenu tenzometru.
Vzorky byly pfefezavany kolmo ke svalovym viaknim. Namérené hodnoty byly poté
automaticky zpracovany softwarem pfistroje. Kazdy vzorek byl proméfen desetkrat,

software vypocetl finaini hodnotu.

Obr. &. 8: Warner-Bratzlerova ¢epel (http://www.andreagaddini.it/wbs.jpg)
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4,7 Stanoveni hodnoty pH

Hodnota pH byla stanovena pomoci pH metru se sklenénou vpichovou

sondou s tvrzenou Spickou.

4.8 Vypocéty
Ze zjisténych genotypl byly vypocteny absolutni frekvence genotypu AA,
AB, BB genu MSTN a MYF5. Nasledné byly spocteny relativni frekvence

genotypd, absolutni a relativni frekvence alel (Tab. IV a V).

Tab. IV:Vypocet frekvenci genotypu:

genotyp absolutni frekvence relativni frekvence

AA D D
d=—

N

AB H H
d=—

N

BB R R
d=—

N

Soucet D+H+R=N d+h+r=1

Tab. V: Vypocet frekvenci alel:

Alela  absolutni frekvence relativni frekvence

A P=2D+H 2D+H_ P
PN T TN
B Q=2R+H ] 2R+H_ _Q
2N 2N

Soucet P+Q=2N p+g=1

4.9 Statistické vyhodnoceni

Zjisténa data byla vyhodnocena pomoci zakladnich charakteristik popisné
statistiky (aritmeticky primér, smérodatna odchylka, F-test), dale pomoci testu
hypotéz o primérech (ANOVA). Dale byla provedena analyza rozptylu, jez slouzi ke
zjisténi vlivu kategorialnich proménnych (napf. genotyp) na kvantitativni proménnou
(pH, vaznost, sila stfihu, barva). Testuje se nulova hypotéza, zda existuji i

neexistuji statistické rozdily mezi priméry nékolika skupin.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Genotypizace

5.1.1 MSTN

Restrikéni enzym Dral Stépi MSTN v polymorfnim misté, které je zplsobené
T/A transverzi v poloze -371bp (vzhledem k ATG start kodonu). Cilova sekvence
5 .. TTTAAA, . .3
restriktazi je: LA AATTT. .5 Restrikci poté vznikaji 3 genotypy AA
(505 + 427 + 321 + 93), AB (505 + 427 + 365 + 321 + 93 + 62), BB (505 + 365 +
321 + 93) viz obr. &. 9 (Crisa a kol., 2003). Jako marker byl pouzit GeneRuler 100bp
Plus DNA Ladder.

AB BB AB AA M

—— 1000 bp

—— 500 bp
—— 400 bp

300 bp

Obr. &. 9: Vizualizace genu MSTN (foto autorka)

5.1.2 MYF5
Pro gen MYF5 byla pouzita restriktaza Tagq|l, ktera specificky $tépi SNP (A/G)
vpoloze 1948 bp v2. intronu. Cilova sekvence restriktazi je:

5. .. TCGA...3
3...AGCT...5

Opét po Stépeni vzniknou genotypy AA (1190), AB (938+ 207), BB (1190 +
938 + 207) viz obr. €. 10 (Li a kol., 2004). Jako marker byl pouzit GeneRuler 100bp
Plus DNA Ladder.
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AA- AB AB BB AB AB M

1200 bp
1000 bp
Obr. &. 10 : Vizualizace genu MYF5 (foto Stépanka Cunatova)
5.2 Frekvence genotypu a alel
Tab. VI: Frekvence genotypUl a alel
MSTN AA AB BB
Abs.frekvence 167 58 3
Pozorované frekvence 0,729 0,258 0,013
Ocekavané frekvence 0,736 0,244 0,020
¥* = 0,332N°
Alely A =0,858 B =0,142
MYF5 AA AB BB
Abs.frekvence 41 123 63
Pozorované frekvence 0,181 0,542 0,278
Ocekavané frekvence 0,204 0,495 0,300
v? =0,866"°
Alely A =0,452 B =0,548

NS = rozdily nejsou statisticky vyznamné
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Procentualni zastoupeni genotypt a alel genu
MSTN

100
80
60
40

20

frekvence %

Obr. €. 9: Grafické znazornéni pozorovanych frekvenci (%) genotypu (AA, AB, BB) a alel (A, B) genu
MSTN

Procentualni zastoupeni jednotlivych genotypd a alel genu MSTN je
zobrazeno v grafu na obr. €. 9. Jak je na prvni pohled patrné, genotyp AA se
vyskytoval nejCastéji (72,9 %). Samotna alela A byla pfitomna u 85,8 %, kdezZto
alela B pouze u 14,2 % vzorku. Genotyp BB byl pozorovan pouze u 3 vzorkll a AB
u 25,8 %. Podobnych vysledkl genotypizace bylo dosazeno u 3 &inskych plemen
(Nayang, Qinchuan a Jiaxian). U Nayang a Qinchuan genotyp BB nebyl zjistén
ani u jednoho vzorku, u Jiaxian byla frekvence genotypu velmi mala (0,009).
Frekvence genotypu AA byla u &inskych plemen vétsi (v porovnani se zji$ténou

frekvenci). Pohybovala se v rozmezi od 0,910 — 0,946 (mnou zjisténa 0,729) (Zhang
a kol., 2007).
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Procentualni zastoupeni genotypu a alel genu
MYF5

frekvence %

Obr. €. 10: Grafické znazornéni pozorovanych frekvenci (%) genotypl (AA, AB, BB) a alel (A, B) genu
MYF5

Co se tyce genotypl (AA, AB, BB) a alel (A, B) genu MYF5, bylo
procentualni zastoupeni alel celkem vyvazené. Alela A byla zjisténa u 45,2 %
vzorki a B u 54,8 % (viz obr €. 10). Nejcastéji byl pozorovan genotyp AB a to
s frekvenci 0,542 (viz Tab. VIII), po ném nasledoval BB (0,300) a nejméné AA
s frekvenci 0,204. Genotypy AA, AB, BB genu MYF5 byly rovnéz genotypizovany u
plemen Nayang, Qinchuan a Jiaxian. Oproti MSTN se vSak vysledky vice odliSovaly.
U vSech tfech €inskych plemen se nej¢astéji vyskytovat genotyp BB a to s frekvenci
v rozmezi 0,541 — 0,695. Opak také byl samotny vyskyt alel. U vSech tfech jiz
zminénych &inskych plemen méla jasnou prevahu alela B oproti alele A. Podobnych
zavéru bylo dosazeno i u korejského plemene Hanwoo, kde frekvence alely A méla
hodnotu 0,330 a B 0,670 (Chung a Kim, 2005).

Vypoétem y? testu pro oba dva geny bylo zji§téno, Ze populace je v Hardy-
Weinberové rovnovaze. Vypoctené hodnoty byly porovnany s tabulkovou hodnotou
(5,99) pro 2 stupné volnosti na hladiné vyznamnosti P = 0,05. Tento vysledek
naznacuje, ze zatim neprobiha na genech MSTN a MYF5 selekce, nebo jiz byla

rovnovaha v populaci ustavena.
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5.3 Asociaéni analyza mezi studovanymi

Tab. VII: Primérné hodnoty, smérodatné odchylky, F-test

masa jednotlivych genotypd MSTN

polymorfismy a kvalitou masa

jakostnich vlastnosti

MSTN
AB BB F-test
X Sy X Sy X Sy

sila stfihu 1. den 5,366 1,418 5080 £ 1,593 6,907 + 0,836 1,217
sila stfihu 14. den 5503 + 1,329 5414 + 1,625 6,138 + 1,269 | 2,159
L barva 1. den 37,087 £ 3,482 37,068 £ 3,122 35,597+ 2,084 0,627
L barva 14. den 37,295 + 3,749 36,797 + 3,467 37,143+ 1,264 | 1,147
a barva 1. den 6,171 £ 1,747 6,051 * 1,786 8,497 = 1,035 0,690
a barva 14. den 7,784 t 2,245 7,608 £ 2,549 8,650 + 2,377 0,596
b barva 1. den 5,274 £ 1,624 5,269 £ 1,553 6,303 + 0,463 1,872
b barva 14. den 6,876 £ 2,102 6,713 £ 2,060 6,177 = 1,743 0,369
vaznost 1. den 45,047 = 36,551 48,998 + 41,043 25,488+ 3,903 3,236*
vaznost 14. den 56,794 + 38,344 63,333 £ 41,540 63,333+ 41,540 1,992
pH 1. den 5771 £ 0,424 5,826 * 0,467 5560 = 0,046 2.445
pH 14.den 5785 £ 0,436 5846 * 0,469 5,567 = 0,057 2508

* = vliv faktoru na hladiné vyznamnosti P<0,05

Kfehkost hovéziho masa je geneticky fizena tfemi geny (myostatin, calpain,

calpastatin), které mohou byt exprimovany premortalné ¢i postmortalné. Geneticky

efekt myostatinu je premortalni. Polymorfismy MSTN zodpovédné za dvoji osvaleni

jsou spojovany se zvySenou kiehkosti masa a to zejména u plemen Piedemontese

a Belgického modrého. Vétsi kifehkost je nejspiSe zplsobena snizenim pojivové

tkané ve svalech. Zkusili jsme tedy zjistit, zda i nedestruktivni mutace MSTN ma

néjaky vliv na kifehkost masa. Nicméné, nebyl zjisStén Zadny statisticky vyznamny

vliv viz Tab. VII.
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Myostatin téz ovliviiuje metabolismus glukézy a hromadéni tuku (Karst a kol.,
2013). Bylo také zjisténo, ze zvySeny obsah tuku v oblasti bficha se shoduje se
zvySenou expresi gend MSTN a CAST. Podkozni tuk ma vliv na kfehkost masa,
u kterého zplsobuje pomalejsSi pokles postmortalni teploty a pH (Bagatoli a kol.,
2013). U prasat bylo prokazano, ze nizka hodnota pH negativné ovliviiuje vaznost.
Nizka vaznost je poté pravdépodobné vysledkem kyselého prostfedi, které ma vliv
na proteolyzu buné¢nych proteint (Karst a kol., 2013). U hodnoty pH a i barvy vSak
nebyla prokdzana Zadna statisticka vyznamnost.

PfestoZze byl prokadzan vliv MSTN na vaznost na hladiné vyznamnosti
P<0,05, neni tento Udaj prikazny, jelikoz je velikost smérodatné odchylky obrovska
(viz Tab. VII). To je nejspiSe zplsobeno tim, Ze genotyp BB byl pozorovan pouze
u tfech vzorkd a pramér hodnoty pro vaznost byla polovi¢ni ve srovnani s genotypy
AA a AB.
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Tab. VIII: Primérné hodnoty, smérodatné odchylky, F-test

masa jednotlivych genotypt MYF5

jakostnich vlastnosti

MYF5

AA AB BB F-test

X + S, X +S, X +S, X + Sy
sila stfihu 1. den | 5607 + 1,287 5633 + 1,422 | 4770 + 1469 | 0,814
sila stfihu 14. den | 5,757 + 1,439 5628 + 1,336 | 5,198 * 1,455 | 0,880
L barva 1. den 37,041 + 3,231 36,900 + 3,512 | 37,123 + 3,050 | 0,072
L barva 14. den 36,483 + 3,275 37,560 + 4,065 | 36,949 + 2,877 | 3,148
a barva 1. den 6,495 + 1,887 6,411 + 1,719 | 5797 + 1,616 | 0,547
a barva 14. den 8,569% + 2,170 7811 + 2122 | 7219° + 2,634 6,190*
b barva 1. den 5405 + 1,677 5464 + 1,483 | 4,993 + 1,643 | 0,972
b barva 14. den 7,359 + 1,863 6,928 + 2,040 | 6,297 + 2,148 | 2,087
vaznost 1. den 34,970%+ 25,693 41,3097 + 34,284| 57,719°+ 43,621 | 11,733
vaznost 14. den 47,255 + 29,678 53,991 + 35915| 69,168 + 43,551 | 11,585
pH 1. den 5676 + 0,309 5728 + 0385 | 5913° + 0,492 | 10,209*
pH 14. den 5686 + 0,320 5743 + 0,392 | 5910 + 0510 | 11,321*

* = vliv faktoru na hladiné vyznamnosti P<0,05

a, b, ¢, = priméry oznacené rliznymi malymi pismeny se statisticky li§i (P<0,05)

MYF5 je povazovan za kandidatni gen pro produkci a kvalitu masa. Jeho

biologicka uloha spodiva v diferenciaci kosternich svall a ovladani tvorby myofibril.

Hmotnost libového masa skotu, prasat a jinych zvifat zavisi na mnozstvi myofibril
(Indriulyté a Miceikiené, 2010).

Polymorfismus MYF5 byl zkouman jiz v dfivéjSich vyzkumech, kde byly

zZjiStény asociace s rlstovymi vlastnostmi u kanadského skotu, rastem, primérnym

dennim pfirdstkem a s vyvojem kostry u korejského skotu (plemeno Hanwoo),

ristovymi vlastnostmi u C€inského plemene Qinchuan (Ujan a kol., 2011). Vliv
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polymorfismi MYF5 na ristové a kosterni vlastnosti byl zjistén i u prasat a kurat
(Yin a kol., 2011).

Nizka hladina exprese genu MYF5 (u skotu plemene Wagyu) v primarnich
bunécénych kulturach nejspiSe ovliviiuje vyvoj intramuskularnich adipocytt (tukovych
bunék). Vznika tak fenotyp vysokého mramorovani typicky pravé pro plemeno
Wagyu (Coles a kol., 2015).

Gen MYF5 oproti MSTN mél vliv na vice jateCnych vlastnosti masa. Bylo
zjiSténo pusobeni genu MYF5 na barvu L* syrového masa 14. den po porazeni, ale
tento vliv nebyl patrny mezi jednotlivymi genotypy. Nelze tedy fFici, Zze zvife
s genotypem AA by mélo maso svétlejSi nez AB zvife (viz Tab. VIII).

Dale byla prokazana statisticka vyznamnost na hladiné P<0,05 u barvy a*,
ktera byla rovnéz mezi genotypy AA a BB. Zvifata s genotypem AA by tak méla mit

podle vysledkl ¢ervenéjsi maso oproti jedincim s genotypem BB.

Dalsi vlastnosti, na niz mél gen MYF5 statisticky vliv, byla vaznost syrového
masa 1. a 14. den po porazeni. Vaznost syrového masa 1. den po poraZeni byla
dosti rozdilna mezi jednotlivymi genotypy, ale opét je zde stejny problém s velikosti
smérodatnych odchylek, kvuli kterym by byla ziskana data tézko dale

interpretovatelna.

Statisticka vyznamnost na hladiné P<0,05 se projevila rovnéz u pH syrového

masa 1. a 14. den po usmrceni.
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6. ZAVER
Cilem této prace bylo genotypizovat vybrany panel byka ¢eského strakatého
skotu pro polymorfismy ve 2 lokusech, MYF5 a MSTN. Byla pouZita metoda PCR-
RFLP. Stépeni PCR produktd bylo provedeno pomoci restrikénich endonukleaz Dral
a Tagl. Dalsim ukolem bylo u zkoumanych vzorkd urcit genotypy, jejich frekvence a
frekvence alel. U kandidatni gend MSTN, MYF5 byly dale sledovany asociace mezi

jednotlivymi genotypy a vybranymi jateCnymi vlastnostmi masa (barva, kfehkost,
vaznost, pH).

Byl zjistén statisticky vliv genu MSTN na vaznost masa. AvSak pocetné malé
zastoupeni genotypu BB a velké vykyvy mezi jednotlivymi priméry vedly v konecné
fazi k velkym standardnim chybam. U ostatni vlastnosti nebyla prokazana statisticka

vyznamnost ovlivnéna genem MSTN.

Jinak tomu bylo u genu MYF5, u kterého byl zjistén vliv na barvu L* (svétlost
masa) a a* (vztah mezi zelenou a &ervenou barvou) syrového masa 14. den po
porazeni, vaznost syrového masa 1. a 14. den po porazeni, hodnota pH syrového

masa 1. a 14. den po porazeni.

Kandidatni geny MSTN a MYF5 si zaslouzi dal$i pozornost. V budoucnu by

mohly byt pouzity ve Slechténi s cilem zlepSeni kvality masa.
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7. SEZNAM ZKRATEK

ADGF - average daily gain on feed
ATP - adenosine triphosphate
bHLH - basic helix-loop-helix

cDNA - complementary DNA

DFD - dark, firm, dry

DNA - deoxyribonucleic acid

ETL - economic trait loci

GDF - growth differentiation factor
IGF - insulin-like growth factor
MRNA - messenger ribonucleic acid

MSTN - myostatin

MYF4 - myogenin (myogenic factor 4), MYOG
MYF5 - myogenic factor 5

MYF6 - myogenic factor 6

MYOD - myogenic differentiation

PCR - polymerase Chain Reaction

PSE - pale, soft, exudative

PWADG - pre-weaning average daily gain

QTL - quantitative trait loci

RFLP - restriction fragment length polymorphism
RNA - ribonucleic acid

SNP - single nucleotid polymorphism

STR - short tandem repeat

TGF - transforming growth factor

UTR - untranslated region

VNTR - variable number of tandem repeat
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