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ABSTRAKT

Soucasnym trendem v produkci hovézitho masa je zlepsovani kvality. Kvalita masa je
ovlivnéna mnoha faktory, napt. genetickym pozadim, vékem, vyzivou, pohlavim, plemenem,
okolnim prostfedim, typem ustajeni, atd. Jednim ze sledovanych faktort kvality hovéziho
masa je 1 ukladani intramuskularniho tuku a mramorovani. Mramorovan{ ma vliv na $t’avna-
tost, kfehkost a chut’ masa. Tato prace se zabyva vlivem polymorfismu UASMS2 v genu
leptin na kvalitu hovéziho masa, na ukladani intramuskularniho tuku a na mramorovani. Stu-
die byla provedena na 174 bycich plemene Cesky strakaty skot. Pro uréeni genotypt byla
pouzita metoda sekvenovani. Na zaklad¢ asocia¢ni analyzy nebyl zjiStén prikazny vliv na
kvalitu masa ¢i ukladani intramuskularniho tuku. Vysledky asociacni analyzy byly porovnany
s dffve publikovanymi odbornymi ¢lanky jinych autort. Soucasti prace je literarni reserse k
tématu kandidatnich gent, soucasny stav problematiky, vyznam a metody studia a geny ukla-

dajici tuk u skotu.

Klicova slova: mramorovani, sekvenovani, leptin, UASMS2, LEP-2470, skot

ABSTRACT

The current trend in beef production is quality improvement. Meat quality is influenced
by many factors, eg. genetic background, age, nutrition, sex, breed, environment, housing
type, etc. One of these factors is the quality of beef and storage of intramuscular fat and
marbling. Marbling has an effect on juiciness, tenderness and flavor of the meat. This paper
describes the influence of UASMS2 polymorphism in the gene leptin to the quality of beef
meat, storage of intramuscular fat and marbling. The study was conducted on 174 bulls of
Czech pied cattle breed. For the determination of genotypes were used sequencing method.
Based on the association analysis was detected significant effect on the quality of the meat
and intramuscular fat deposition. The results of association analysis were compared with
previously published scientific articles by other authors. The work includes a literature review
for topic of candidate genes, the current state of the problem, significance and methods for

studying genes and storing fat in cattle.

Keywords: Marbling, sequencing, leptin, UASMS2, LEP-2470, cattle
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1 Uvob

Skot patif k jednomu z nejvice vyuzivanych druht zvifat pro hospodafské ucely. V mi-
nulosti byla chovana plemena s kombinovanou uzitkovosti, zvifata se chovala na produkci
mléka 1 masa. Dospélo se k poznani, ze jsou plemena, ktera jsou vice vhodna na produkci
mléka a jina zase na produkci masa. Kvuli rostoucim pozadavkium na vyssi uzitkovost a pro-
dukct doslo k rozdéleni na plemena masna, kombinovana a mlééna. Postupné se plemena
skotu zacala slechtit a vytvafeji se mlé¢na plemena s vys$si mléénou uzitkovosti, masna ple-

mena s dvojim osvalenim, ¢i s vétsim mnozstvim intramuskularniho tuku.

Poslednich n¢kolik let klesa spotfeba hovéziho masa u nas 1 ve svété. Proto se slechténi
zaméfuje vice na kvalitu. Zvysenim kvality masa se snazi producenti obratit trend snizujici se

spotfeby masa.

Hovézi maso nabizi mnoho zivin nezbytnych a nenahraditelnych pro vyvazenou stravu.
Tyka se to hlavné vysoké hodnoty bilkovin, mineralnich latek a mastnych kyselin. Spotfebi-
telé krom¢ nutricnich hodnot vyhledavaji i vlastnosti jako je mékkost, st’avnatost, chut’ a
vané. Trendem posledni doby je zvysit kvalitu vysledného produktu, aby se zvysila kon-

zumace masa.

Na kvalitu masa ma vliv geneticky zaklad, prostfedi i vyziva. Z genetického hlediska je
kvalita masa polygenni znak, coz znamend, ze se na finalnim produktu podili expresi mnoho

gent.

V soucasné dobé¢ se ke zjist’'ovani potencialu kvality masa vyuzivaji markery. Zlepseni
kvality muzeme dosahnout za pomoci markery asistované selekce (MAS), ktera ma velky
potencial. Tato selekce pomaha zkratit generacni interval a odhalit vhodné geny uz v nizkém

véku zvifete oproti tradicnimu fenotypovému vybéru, kde bychom museli ¢ekat nékolik let.

Vétsina ekonomicky dualezitych vlastnosti u hospodatskych zvifat jsou znaky, které jsou
polygenni a rozptyleny po celém genomu zvifete. Pro urychleni genetického intervalu bylo
nezbytné pochopit geneticky kod a zjistit, které polymorfismy jsou provazany se sledovanymi
vlastnosti. V soucasné dobé¢, u vyzkumu zaméfeného na mramorovani u skotu, se zkoumaji
geny DGAT1, LEP, TG, SCD a FABP 4. Tyto geny ovliviuji ukladani intramuskularniho

tuku (IMT) v mase, nékteré maji i pozitivni vliv na obsah tuku.
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2 CILPRACE

Cilem prace je provedeni asociacni analyzy UASMS2 polymorfismu v genu LEP (leptinu)
s parametry kvality hovéziho masa a ukladani intramuskularnfho tuku. Analyza je provedena
na souboru 174 vzorkt od studovanych byku. Je provedeno urceni sekvence genotypu poly-
morfismu UASMS2. Nasledn¢ je provedeno statistické zhodnoceni mezi zjisténym genoty-
pem a ukazateli kvality masa. Statistické vyhodnoceni je provedeno pomoci analytického

softwaru SAS.

Soucasti prace je literarni zpracovani pfehledu kandidatnich gent, gent ovliviiujicich

kfehkost, vaznost, mramorovani a ukladani intramuskularniho tuku u skotu.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Kyvalita hovéziho masa

Terminem ,,;maso* byva nejcastéji oznacovana kosterni pficné pruhovana svalovina
véetné pojivové a tukové tkané. V soucasnosti byva nejcastéji konzumovana libova svalovina
s nizkym podilem podkozniho a intramuskularniho tuku (Zahradkova ez al., 2009). Zdrojem
masa u nas jsou hospodafska zvifata, jako napiiklad kravy, ovce, kozy, prasata a drabez. U

drubeze se pak definuje, ze se droby nezafazuji pod termin ,,;maso* (Adegoke ¢z al., 2005).

Na kvalitu masa ma velky vliv stres pfed porazkou. Stres pfed porazkou muze zpusobit
napf. nej¢astéjsi vady masa jako je PSE (pale, soft, and exudative - mékké, bledé a vodnaté
maso) ¢i DFD (dark, firm and dry - pevné, suché, tmavé). Jsou to nevratné vady masa, které
snizuji kvalitu a trznf hodnotu konecného produktu. Podminky prostfedi, které mohou zpu-
sobit stres u zvifat, jsou extrémni teploty, vlhkost, svétlo, zvuk, omezeni pohybu, tnava,
bolest, hlad a zizen ¢i stres z nového a neznamého prostfedi. Po porazeni a vykrveni zvifete
se hromadi kyselina mlé¢na v jatecné upraveném téle. Hromadéni kyseliny mlééné zptusobuje
pokles pH, které ovliviiuje vyslednou kvalitu masa. Maso by se mélo uchovavat pii teploté
15°C - 16 °C. Spravné uchovavani a skladovani jate¢né upraveného téla ma vliv na mek-

kost a chut’ masa (Adegoke ez. a/, 2005).

Vliv ma i genetické zalozeni zvifete. Geneticka faktory ovliviuji zivé vyvojové rysy, které
definuji slozeni téla. Genetické predpoklady maji vliv hlavné na vahu, vysku, obvod hrudnfho
kose, svaly a mnozstvi tuku. Pfi spravné volbé genetického vybavy rodicu zvifete mize dojit
ke zlepseni jate¢né hodnoty zalozené na rustu a stavbé téla a muze se rychle zvysit mira
genetického zisku u jatecné upraveného téla. Piesna predpovéd hodnoty nebo kvality jatecné
upravencho téla na zakladé slozeni téla by umoznila brzky vybér vhodnych zvitat pro pro-

ducenty hovéziho masa, stejné jako pro inseminaéni techniky (Afolayan ez a/, 2007).

V moderni dobé¢ byvaji pozadavky na kvalitni maso zalozené na vysokém procentu libo-
vého masa, nizkém procentu obsahu tuku a zachovani senzorickych vlastnosti béhem skla-
dovani v chladu (Alberti ef @/, 2005). Kvalita masa je charakterizovana souborem hodnot
tyzikalni, chemické a v posledni dob¢ i senzorické analyzy. Mezi méfené fyzikalni charakte-
rizace masa patfi napf. pH, barva, samovolna ztrata masové $t’avy nebo vaznost. Chemické

slozeni masa byva udavano obsahem susiny, bilkovin, tuku, vazivové tkané, cholesterolu,

-12 -



jednotlivych mastnych kyselin a aminokyselin. Senzorickou analyzou jsou nejcastéji hodno-
ceny vuné, chut’, kiehkost a $t’avnatost masa pochazejiciho z anatomicky raznych ¢asti ja-

tecného téla (Zahradkova et al., 2009).

3.1.1 Jate¢né upravené télo (JUT)

Jatecné upravené télo skotu je celé télo, poptipadée dve poloviny téhoz zvifete, po stazeni
z kuze, bez hlavy, kterd je oddélena od trupu pfed prvnim krénim obratlem, bez nohou od-
délenych v kloubu zanartnim a zapéstnim, bez michy, bez podkozniho loje, bez ledvin, bez
organt dutiny hrudni, bfisni a panevni vynatych 1 s pfirostlym lojem. U jalovic bez vemen-
nfho loje, u krav bez vemene a pfirostlého loje, u samct bez sourkového loje, bez blanité a

svalnaté casti branice, bez ohanky.

3.1.2 Hodnoceni jate¢né upraveného téla

Jate¢né upravena téla jsou v soucasné dobé hodnoceny podle systému SEUROP, ktery je
vyuzivan v Evropé. Tento systém je nastaven tak, aby bral v uvahu faktory kvality jate¢né
upraveného téla. Hodnoceni provadi pracovnici jatek, kteff byli proskoleni v tfidéni JUT
hovéziho masa za pomoci fotografickych vzort JUT v systému SEUROP (Oliver ez al., 2010).
Hodnoceni podle SEUROP systému je vyhradné subjektivni podle hodnocent klasifikatora.

Klasifikace je zalozena na tfech znacich: hmotnosti JUT, skére zmasilosti JUT a skore
tloust’ky JUT. Zmasilost jatecné upravenych t¢l je hodnocena podle méfitek 6 tfid (S, E, U,
R, O, P). Ttida s nejlepsim hodnocenim je tiida oznacena S. Tiida s nejhorsi zmasilosti a
velkym mnozstvim tuku je tfida P. Pfi vypoctu tfidéni jsou pismena zaménovana za cislice

od 1 (pro P) az 6 (pro S) (Vesela e al, 2011).
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3.1.3 Intramuskularni tuk (IMT)

Ukladani intramuskularniho tuku je do znacné miry ovlivnéno genetickou informaci ulo-
zenou v genetickém kodu daného zvifete, avsak ¢astecné je také ovlivnéno jeho vékem, vy-

zivou a prostfedim (Wang e# al., 2008)

Obvykle se udava, ze se prvné uklada tuk do oblasti bfisni, pak intermuskularni, nasledné
podkozni a nakonec intramuskularni. Nicméné, tuk je ukladan ve vétsi mife nez libova sva-

lovina, v pozdé¢jsim vcku zvifete se nevyhnutelné zvysuje mnozstvi intramuskularntho tuku

(Pethick ez al.,, 2004)

Intramuskularni tuk se obvykle stava viditelnym v 11. mésici véku a procento IMT se

zvysuje od 15. do 24. mésice véku zvifete (Hocquette ef a/., 2010).
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3.2 Charakteristika mramorovani

Marbling, neboli mramorovani, je definovan jako intramuskularni tuk (IMT), nebo téz
adipozni tkan, ktera je vlozena mezi perimysilum okolnich svalovych svazkt a je viditelna lid-

skym okem (Warner ez a/., 2010). Mramorovani se objevuje v cerstvém mase jako bilé skvrny

¢i zilky (Albrecht ez al., 2000).

Mramorovan{ je termin pouzivany v odvétvi hovéziho pramyslu. Odkazuje na vzhled
bilych skvrn nebo pruht IMT mezi svazky svalovych vlaken. Pod mikroskopem se jevi mra-
morovani jako specifické tukové , skladisté” s adipocyty vlozenych do pojivové tkané v bliz-
kosti krevnich kapilar. Mezi plemeny skotu jsou rozdily nejen v mramorovani, ale také ve

struktufe, mnozstvi a rozdéleni tukovych ,,skvrn® ve svalech (Albrecht ez al., 2000).

Obsah tuku v mramorovan{ je v negativni korelaci ve vztahu k mnozstvi proteint v ho-
vezim mase (Brackebush ez 4/, 1991). Mramorovani ma vliv na st’avnatost, kichkost, mekkost
a chut’ masa. Selekce skotu na vyssi mramorovani s sebou pfinasi zvysenou kiehkost masa.
Ta je ovlivnéna celou fadou faktoru, naptiklad genetickym pozadim, vékem, vyzivou, pohla-
vim a plemennou pfislusnosti zvifete. V dnesni dob¢ ma nejvétsi mnozstvim intramuskular-

nfho tuku japonské plemeno Wagyu (Wang ez a/, 2008).

3.2.1 Makroskopické zhodnoceni mramorovani a klasifikace

Jako mramorované maso neoznacujeme vzorky s intermuskularnim tukem, ¢i tukem pod-
koznim, ale pouze s intramuskularnim tukem. Tuk, ktery je uloZen ve svalech, se jevi jako
jemny vzor vlnovek v mase — odtud pojem mramorovani. Subjektivni hodnoceni mramoro-
vani tuku je velmi dalezitda v obchodnim hodnoceni hovéziho masa. Zakladnim problémem
je, ze spotiebitel hodnoti maso podle vzhledu a ne podle chuti. Proto vétsina spotfebitelt
radéjt kupuje libové maso (Wang ez al, 2008). Optimalni rozmezi intramuskularnfho tuku je
2,5 % az 4,5 % tuku. V tomto rozmez{ ma tuk pozitivai vliv na kvalitu zdkladnich faktora
masa. VIiv na senzorické vlastnosti ma samozfejme i rozlozeni intramuskularniho tuku
v tkani. Subjektivnim hodnoceni mramorovani v urcitych bodech pfedevsim bere v Gvahu
mnozstvi viditelného tuku, tzn. akumulace vice nez 100 tukovych bunck (Albrecht ez af,

1996).
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Vizualni hodnoceni mramorovani se muze lisit od nuly, coz je velmi libové maso, az
k 50 % intramuskuldrniho tuku z celkové plochy, coz je maso vysoce mramorované. Systémy
hodnoceni masa (zejména v Japonsku, USA a Australii) rozlisuji tfidénf az do 12 tid (viz:
Obrazek 1). Cim ma maso vy$§i mnozstvi vizudlniho tuku, tim mé vys§i hodnotu (Harper a

Pethick, 2001).

BEEF MARBLE STANDARD IN JAPAN I oNAL

BMS No3 BMS No4 BMS No5 BMS Noé6 BMS No7

|

IMF +20% IMF +44%

BMS No8 BMS Nol2

I

IMF +47% IMF £53% IMF £55% IMF £57%

Obrazek 1: Standard mramorovani u skotu v Japonsku
dle % intramuskularniho tuku (IMT).
Zdroj: Wagyu International, 2014

Mramorovana tkan je hodnocena vizualné za pomoci systému jednotkového stupné ¢i za
pomoci pouziti obrazkovych sablon. Kazdy stupent mramorovani je rozdélen na 100 podjed-
notek. Obecné jsou vysledky mramorovani popsany v desetinach v kazdém stupni hodnotici

sablony (Hale e al.,, 2013).

Systém sablon je zalozen na barvé tkané a rozdilnosti v poméru tuc¢nosti a libovosti masa.
Maso s vys$sim obsahem intramuskularniho tuku je povazovano za kvalitnéjsi a je 1épe ohod-

noceno (Hale ez al., 2013).

V Japonsku se klasifikacni normy nezménily od roku 1988. Stupen vytéznosti se stano-
vuje odhadnutim procentualnitho podilu vynosu libového masa na jate¢né upraveném téle,
ktery se stanovuje pomoci rovnice, ktera zahrnuje ctyfi méfeni jate¢né upraveného téla. Me¢-
feni se ziskavaji rozfezanim JUT mezi $estym a sedmym zebrem. Dle vypoctu se stanovuji 3

stupné vytéznosti (viz: Tabulka 1): A, B a C (Jones' Black Gold Farms, 2005).
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Tabulka 1: Procentualni vyhodnoceni jednotlivych stupmia vytéZnosti

Oznaceni stupné: Procentualni zastoupeni IMT
stupenn A 72 % IMT a vyse

stupen B 69 % IMT a vyse

stupent C pod 69 % IMT

Zdroj: Jones' Black Gold Farms, 2005

Jakostni stupné se urcuji na zakladé mramorovani, barvy, jasu, pevnosti, struktury masa,
textury masa, lesku a kvality tuku, barvy tuku a kvality masa. Jakostni stupné¢ se stanovuji v
ramci péti stupnt jakosti masa (viz: Tabulka 2): 1,2, 3,4, 5 (Jones' Black Gold Farms, 2005).
Stupné jakosti 1ze také délit pomoci slovniho hodnoceni na vyborny, dobry, pramérny, pod-

prumeérny a Spatny (viz: Tabulka 2) (Jones' Black Gold Farms, 2005).

V Australii a USA se jate¢né upravené télo hodnosti podle 12 stupnu indexu mramoro-
van{ u skotu — B.M.S. (Beef Marble Standard index). Pokud bychom porovnali toto hodno-
ceni s hodnocenim v Japonsku, budou se jednotlivé tfidy lisit. Porovnani hodnoceni kvality

masa v Japonsku a v Australii a USA je zobrazeno v tabulce 2.

Tabulka 2: Porovnani stupfii hodnoceni kvality masa v Japonsku a v USA ¢i Australii

Stupné kvality (Japonsko): Stuperi B.M.S. (USA a Australie)
No. 5: vjborny No.8 — No.12

No. 4: dobty No.5 — No.7

No. 3: pramérny No.3 — No.4

No. 2: podprameérny No.2

No. 1: $patny No.1

Zdroj: Jones' Black Gold Farms, 2005

-17 -



Pouze barva masa se hodnot{ podle sedmi norem. Barevna §kala je od ¢isla 1 az do cisla
7. Pro jate¢né upravené télo jsou pak preferovany stupné 1 az 3 (Jones' Black Gold Farms,

2005).
Barva, lesk a kvalita tuku je hodnocena objektivné podle pfipravenych norem. Déli se na
7 stupnia a nejzadangjsi je stupen ¢islo 1 (Jones' Black Gold Farms, 2005). Systém $ablon, 7

tfid barvy masa a 7 tfid barvy tuku, jsou znazornény na obrazku 2.

MARBLING

No.l Nol MNod MNod NoeS MNobé  MNod Mo.b

Fat Colour Meat Colour

Obrazek 2: Systém hodnoceni a) mramorovani masa, b) hodnoceni barvy masa
a ¢) hodnoceni barvy tuku
Zdroj: Jones' Black Gold Farms, 2005

Graficky je srovnani jednotlivych skal hodnoceni kvality masa zobrazeno na obrazku 3.
Toto srovnani nam porovnava kvalifika¢ni normu indexu mramorovani u skotu (B.M.S.) se
stupni vytéznosti (pozn.: ve tfech stupnich vytéznosti od A po C) a hodnocenim kvality masa
(pozn.: dle stupné mramorovani a dalsich faktord od 1 po 5). Snimky masa na obrazku 3
nebyly pofizeny dle B.M.S., proto nejsou zobrazeny na obrazku snimky pro B.M.S. No.1 a
B.M.S. No. 2 (Kobe Beef Marketing & Distribution Promotion Association, 2005)
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ading is determined by yield and meat quality sco

e Yield scor : This is classified into three grades depending on the amount or percentage of
edible cuts that can be gained from a single head of cattle.

e Meat quality score (1to 5): This is the overall score based on the degree of marbling, firmness and tex-
ture, color, quality, and other factors.

.( ................... Tallma beef ....................................................................................................... )

A 4 A

No.1 No.2 No.3 No .4 No.5 No.6 7 No.8 No.9 No.10

Photographic standards have not been made for BMS grad
No.1, and BMS Mo.2 does not satisfy BMS No.3 grade require

Obrazek 3 Srovnani hodnoceni kvality masa dle stupné vytéZnosti (A, B, C),
stupné kvality masa (1, 2, 3, 4, 5) a indexu mramorovani u skotu (B.M.S.)
Zdroj: Kobe Beef Marketing & Distribution Promotion Association, 2005

3.2.2 Mikroskopické zhodnoceni intramuskularniho tuku a

mramorovani

Mramorovani v mase tvoif tukova tkan, ktera je tvofena tukovymi bunkami (adipocyty).
Adipocyty jsou zakotveny v matrixu pojivové tkan¢ a vyskytuji se v blizkosti kapilarni site.
Od jinych druht tuka (intramuskularni, podkozni) odlisime tuk mramorované tkané mezi-
svazkovym (interfascikularnim) tukem ulozeném ve svalu. Tukové bloky mramorovani jsou
kulovité bunky s pramérem piiblizn¢ 40 um az 90 um. Tyto adipocyty mramorovaného
masa jsou vyrazn¢ mensi nez bunky jinych tukovych tkani. V této dobé neni znamo, zda
rozdil velikosti tukovych bunék ma vliv na funkci svalu. Adipocyty mramorovani se vyskytuji
ve shlucich ¢i ostravcich. Ostravky jsou rozlisitelné makroskopicky v momenté, kdy se skla-

daji alesponi z 10 — 15 bunck. Ostravky adipocytd, tvofené stovkami bunék, se ¢asto seskupuyji

kolem dobfe vyvinutych kapilar (Harper a Pethick, 2001).
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3.2.3 Fyziologické zhodnoceni mramorovani

V dnesni dob¢ neni jesté prilis znamo, jaké ziska zvife fyziologické vyhody, pokud ma
mramorovanou tkan ve svalech. Vyvoj adipocytd uvniti svalové tkané neni béznym jevem
vyskytujicim se u vyssich savca. Adipocyty mramorované tkané nijak mechanicky nesouvisi
s ukladanim tukovych zasob, které pomahaji napitklad medvédam piezit hibernaci, nebo
tukovymi zasobami vyskytujicimi se u migrujicich ptaka. Neexistuji ani zadné duikazy, které
by podporovaly hypotézu, Ze by mramorovana tkan u zvifete méla lepsi tepelné ucinky. Roz-
voj intramuskularnfho tuku u vys$sich savcu se vyskytuje pfi obnové poranéni tkané, kdy se
tkan pfi poskozeni svalu nahrazuje tkani tukovou. Také to plati v piipadech vyskytu nadora
a onemocnéni zpusobujicich rust tukové tkané ve svalech. Tyto tukové tkané se z histologic-

kého hlediska 1isi od tuku mramorované tkan¢ (Harper a Pethick, 2001).

S vyuzitim teorie Occamovi bfitvy mizeme dojit k jednodussimu vysvétleni vzniku mra-
morovani. Mramorovani se vyviji ve svalu bez specifické funkce a ve svalu zadnym zpuso-
bem neznevyhodnuje urcitého jedince, proto se proti tomuto jevu neobjevil zadny silny evo-
lu¢ni tlak, ktery by jej potlacoval. Pokud by jedinec byl pfitomnosti mramorovani jakkoliv
znevyhodnén, evolucni tlak na jeho odstranéni by zesilil. Mramorovani se tedy pravdépo-
dobn¢ nahodné vyvinulo diky genetické predispozici u jednotlivych linif skotu a jeho pro-

cento v soucasném chovu skotu se zvysuje diky selekci zvifat (Harper a Pethick, 2001).
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3.3 Genetické markery a jejich vyuZiti

Myslenka vyuzit{ genetickych informaci v ramci selekce by nemohla vzniknout bez roz-
voje molekularni genetiky, jejiz metody dnes mimo jiné umoznuji identifikaci a mapovani
gent, genetickych polymorfismua a naslednou detekei lokust kvantitativnich znaka (QTL).
Tyto metody jsou zasadni pro ziskavani a aplikaci genetickych informaci v prabéhu markery

asistované selekce (MAS).

Samotna MAS vznikla za tcelem zlepseni a urychlen{ selekéni odpovédi v populaci, a to

pfidanim genetické informace k jiz znamym fenotypovym datim jedince (Bobrova, 2003).

Tendence vyuzit genetické markery pro selekci hospodafsky zvifat se objevila jiz na konci
20. stoleti. Velkym milnfkem pokroku v selekci za pomoci markera byl rok 2001, kdy se

postoupilo v mapovani genomu (Jezkova, 2011).

Odhaleni genomu velmi napomaha této metodé pfi urcovani daného markeru pro urcity
gen, ¢i skupinu gent, které jsou vice ¢i méné zodpoveédné za projev urcité vlastnosti. Pomoci
zmapovaného genomu, mizeme urcit lokus, kde se dany gen nebo geny nachazi a zjistit, jaky

marker ndm je muze oznacovat a pomoci detekovat.

3.3.1 Genetické markery

Geneticky marker je gen nebo tsek na chromozomu, jehoz umistén{ je znamé a muze
byt snadno identifikovan. Marker musi byt polymorfni, rozpoznatelny a identifikace musi byt
mozna bez ohledu na pohlavi, vék, ¢i vyvojové stadium. Dale musi byt znam zpusob dédic-

nosti.

Markery by méli byt spolehlivé a méli by byt spojené s cilovymi lokusy méné nez 5 cM.
Pii pouziti doprovodnych markert se vyrazné zvysuje spolehlivost urceni fenotypu. Dale
bychom méli mit dostatecné mnozstvi kvalitnich markera. Nékteré markerové techniky vy-
zaduji velké mnozstvi markert o vysoké kvalité. Dulezita je 1 uroven polymorfismu. V ideal-
nim piifpadé by mél byt marker vyrazné polymorfni. A v neposledni fadé by nemély byt me-

tody pfili§ drahé, aby se nam tyto postupy vyplatily (Collard a Mackill, 2008).

Pouziti geneticky markerti ma svtj vyznam hlavné ve §lechténi zvifat, napf. pfi markery

asistované selekci (MAS).
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MAS je proces, pfi kterém vyuzivame vysledkt testovani DNA k selekci jedinct, které
chceme nasledné vyuzit v plemenitbé. MAS poskytuje slechtitelim vyrazné vyhody. Umoz-
nuje zvysit selekéni pokrok u znaka, u kterych je tézké dosahnout lepsich pokroka fenoty-
povou analyzou. Tedy napfiklad znaky s nizkou hodnotou heritability, nebo znaky, které je
mozné zkoumat az po usmrceni jedince (napf. kvalita masa, ukladan{ intramuskularniho tuku,
mramorovani, atd.). Pfipadn¢ znak, ktery se projevuje jen u jednoho pohlavi (napt. mlécna
produkee, aj.) Vyhodou pouziti genetickych markert je, Ze mizeme pozadované znaky dete-
kovat uz u rodicu ¢i v nizkém véku jedince, popiipadé uz v embryu. Tato detekce umoznuje
vyrazné zkraceni generac¢niho intervalu, coz zpusobi rychlejsi geneticky pokrok. Dalsi ne-
spornou vyhodou je zlepseni pfesnosti genetické selekce. Na zakladé identifikace gent mu-
zeme rozpoznat, které zvife bude vhodnéjsi do daného chovu a na zakladé analyzy DNA

rozhodnout, zda je zvife v chovu vhodné ¢i ne.

Pomoci genetickych markera také pozname, zda je jedinec homozygot ¢i heterozygot.

Heterozygot se nam pii fenotypovém pozorovani vétsinou neprojevi.

3.3.2 Rozdéleni markerd pfi mapovani genomu:

Markery I. typu — koduji exprimované geny, které nevykazuji vysoky polymorfismus.
Mohou byt kandidatnimi geny pro QTL. Tyto markery se vyuzivaji pfi komparativnim (srov-

navaci) mapovani.

Markery II. typu — vysoce variabilni sekvence DNA — pfedev§im mini a mikrosatelity.
Jsou to tandemové repetice, které Ize snadno detekovat. Diky velkému poctu alel jsou mi-
krosatelity velmi informativni a napomahaji pfi urcovani rodicovstvi a v populacnich studi-
ich. Tyto markery nemaji pfimy vliv na sledovany znak, ale mohou byt ve vazbé s QTL, proto

jsou zakladem pro vazbové mapovani{ gent.

Markery III. typu — oznacuji se jako jednonukleotidové polymorfismy — SNP (single
nukleotide polymorphism). Tyto SNP mohou lezet v kédujicich oblastech genti. Castéji je
ale nalezneme v nekoddujicich intronech ¢i ve vmezefenych oblastech. Jednonukleotidové
mutace jsou velmi casté, vyskytuji se v genomu piiblizné kazdych 500 bp az 1 000 bp, a
proto je vyuzivame jako markery pro kandidatni geny u hospodafskych zvifat (Dvofak a

Vrtkova, 2001).
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3.3.3 Markery pouZivané pro asistovanou selekci:

Markery bychom mohly rozdélit i podle vhodnosti pro markery asistovanou selekci. Roz-

délujeme je podle vyznamnosti informace o pficinné mutaci, pfimé a nepfimé markery.

Pfimé markery — Piimé markery mohou byt rozdélovany podle 2 typa polymorfismu
na funkéni a pfimé markery. Funkéni marker je pfimo pficinna mutace, pfimy marker je

polymorfismus pfimo v kodujici sekvenci pozorovaného genu.

Nepfimé markery - Druhym typem jsou polymorfismy, které nemaji ptimy vliv na pro-
jev znaku, ale jsou ve vazbé s QTL. Muzeme je oznacit za nepfimé markery. Tyto markery
podle praktického vyuziti rozdélujeme na dva typy: LD markery (linkage disequilibrium —
nerovnovazna vazba) a LE markery (linkage equilibrium — rovnovazna vazba). LD markery
se vyznacuji vazbovou nerovnovahou k mutaci ¢i QTL. Vyskytuji se v blizkosti mutace v roz-
mezi 1 ¢cM az 5 cM, proto pravdépodobnost rekombinace je téméf nulova. LE markery jsou
ve vazbové rovnovaze ke QTL. Avsak od mutace jsou vice vzadleny nez LD markery. Proto
muze dojit k rekombinaci. Tyto markery maji vyznam pfedevsim v populaci, kde byly obje-

veny. Pro markery asistovanou selekci je nejvhodnéjsi vyuzit markery pfimé.

Rozdilné typy markerd muzeme vyuzit i v rozdilnych metodach slechténi ¢i selekce.
Piimé markery se pouzivaji u genu asistované selekce (GAS), LD markery se pouzivaji pfi
metodé LD-MAS, ktera se moc nelisi od geny asistované selekce. LE markery se vyuzivaji na

LE-MAS, v populaci, ve které byly markery zjistény (Dekkers, 2004; Urban, 2015).

3.3.4 Genomova selekce

Podstata genomové selekce spociva ve vyuziti genetickych markert oznacovanych
jako SNP. V ramci velké populace se vyberou nejlepsi, pramérna a nejhorsi zvifata. Nasledné
se vytvoii jejich DNA profily pomoci stanoven{ jejich SNP. Statisticky viznamné korelované
SNP s uzitkovosti se vytipuji a syntetizuji se pro né¢ oligonukleotidové ¢ipy. Nakonec se spe-
cifickou vizualizaci vazby SNP cipu potvrdi, nebo vyvrati pfitomnost pozadovaného SNP
v DNA profilu konkrétniho testovaného zvifete.

Byci se do slechtitelského programu genomové selekce vybiraji podle testu prameér-
nych plemennych hodnot rodi¢t. Mlady bycek ziska polovinu genetické vybavy od matky a

polovinu od otce. Ale dva potomci po stejnych rodicich nezdédi zcela stejnou genetickou
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informaci. Pomoci genomové plemenné hodnoty vsak muzeme zjistit, zda bycek dostal
vhodné geny pro urcitou uzitkovou vlastnost ¢i ne.

Genomova plemenna hodnota nam velmi usnadniuje vybér ,,spravnych® bycka do
plemenitby. Neni tfeba fadit je to tff typu: testant, cekatel a provéfeny plemenik. Metoda
plemenné hodnoty nam dava velmi dobré informace o plemenikovi. Jeji nevyhodou je vsak
doba téméft péti let, kdy cekame na vysledky a moznost zaclenit byka do plemenitby. Pii
pouziti genomové selekce je mozné vybrat jiz v rané fazi ta nejvhodnéjsi zvifata z velké sku-
piny potomku Spickového plemenika, a to pouze za pomoct ,,pfecteni SNP v genotypu
zvifete.

Technologie genomové selekce byla poprvé predstavena na konci 90. let 20. stoletd.
V té dob¢ byla tato myslenka jesté zcela nerealna, protoze naklady na analyzu SNP byly
znaéné vysoké. Od roku 2006 ovsem spolecnost CRV zacala jako prvni na svété vyuzivat
genomovou selekci ve Slechtitelském programu. Nejprve pracovala s referencni popu-
laci 1 500 provéfenych bycka a téméf 3 000 SNP. V roce 2008 jiz zacala pracovat s téméf

60 000 SNP, coz nam ukazuje, ze se odvétvi genomové selekce pomérné rychle rozviji (Mar-

kova, 2009).
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3.4 Geny asociované s ukladanim intramuskularniho

tuku

Postupny vyvoj molekularni biologie, genetiky, statistiky a metod vyhodnocovani umoz-
nil odhalit geny, které jsou dualezitym ukazatelem a zlepSovatelem masné uzitkovosti, napf.
mramorovan{ masa. Mramorovani masa je znak, ktery vyjadfuje mnozstvi intramuskularntho
tuku. Tento tuk lze makroskopicky pozorovat mezi svalovymi vlaky ve svalovych snopcich

(Wheeler ez al., 1987)

Ukladan{ intramuskularniho tuku je dtlezita vlastnost pro kvalitu masa, protoze ovliviiuje
$t’avnatost, chut’ a jemnost masa. Mramorovani je kvantitativni vlastnost, které je ovliviio-
vana nékolika geny a okolnim prostfedim. Uz v minulosti se védci snazili odhalit kandidatni
geny, které ovliviuji ukladani intramuskularniho tuku. V soucasné dobé se ve spojitosti
s touto tématikou studuji diacylglycerol O-acyltransferaza (DGAT 1), leptin (LEP), Fatty acid
binding protein 4 (FABP4) a thyroglobulin (TG) geny, jejichz polymorfismy byly spojeny
s ukladanim intramuskularntho tuku (Ripoli e# a, 2013).

Za pomoci asocia¢ni analyzy byly identifikovany dalsi kandidatni geny s vlivem na kvalitu
masa hospodafskych zvifat. Jsou to geny melanocortin 4 receptor (M C4R), myogenin, myosta-
tine, homogentisate 1,2-dioxygenase (HGD), calcium channel voltage-dependent alpha 2/delta
subunit 1 (CACNA2D1), calpastatin (CAST), stearoyl-CoA desaturase (SCD1) a fat mass and
obesity associated genes (FTO)(Yuan ez al., 2013).

Jednim z hlavnich regulatorti postnatalniho vyvoje je rastovy hormon GH (growth hormone).
Tento hormon ovliviuje télesnou skladbu jedince, produkci mléka a zdravotni stav. Gen risto-
vého hormonu byl navrhnut jako jeden z kandidatnich gent pro vlastnosti souvisejici s kvalitou
masa. Gen GH kéduje rastovy hormon, ktery spolecné s GHR (growth hormone receptor -

receptor rustového hormonu) ptisobi na vyvoj myoblasta a osteoblasti (Jammes a Djiane, 1996).

3.4.1 Diacylglycerol O-acyltransferaza (DGAT1)

Gen DGAT je kandidatni gen, ktery ovliviiuje mramorovani masa, obsah tuku v mase a
v mléce. Bylo prokazano, ze je spojena s obsahem mlécného tuku u riznych plemen skotu,

napf. Holstynsky skot, Jersey, aj. (Winter ez @/, 2002), zaroven bylo zjisténo, ze ma také
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pozitivni vliv na obsah intramuskularniho tuku napf. u plemene Holstyn a Charolais (Thaller

et al., 2003)

Gen DGAT kéduje mikrosomalni enzym Diacylglycerol O-acyltransferazu, ktery se ve
velké mife podili na metabolismu triacylglyceridu. Jeho produkty se pfimo podili na syntéze
triglycerida. Diacylglycerol O-avyltransferaza ma vliv pfedevsim na ukladani lipoproteint a
tvorbu tukové tkané. Hlavni uc¢inek ma na sval musculus semitendimosus, kde napomaha zvyso-
van{ obsahu intramuskularniho tuku ve tkani (Smith e a/., 2000). Triacylglyceroly (TAG) jsou
hlavnim zasobnikem pro skladovani energie u eukaryot. Rovnéz slouzi jako zasobarna mast-
nych kyselin pro syntézu biomembran a mize vést k obezité v dusledku nadmérného hro-
madéni tukové tkané. Rodina diacylglycerol acyltransferazy jsou nedilnou soucasti membra-
novych proteind, které katalyzuji posledni krok a rychlost biosyntézy triacylgylcerola v euka-

zyotickych organismech (Cao, 2011).

DGAT geny se nachazi u mnoha druht organismu. Znamé jsou u savet (Cases ef al., 2001)
i rostlin (Shockey e al, 2000). Zvifata se snizenou aktivitou DGAT jsou odolnéjsi vici obe-
zité, ale majf snizenou mlécnou produkei (Cao, 2011). Snizena mlécna produkce byla proka-
zana u mysi s nefunkénim genem DGAT1. Tyto mysi nebyly schopné syntetizovat mléko a

méli nizsf schopnost vytvatet svalovy tuk (Smith ez @/, 2000).

Gen DGAT se u skotu nachdzi na chromozomu 14 (Ripoli, 2000), je velky 8,6 kb a ob-
sahuje 17 exonu a 16 intronu (viz.: Obrazek 4 a Obrazek 5). Exony jsou o délce v rozmez{
od 42 bp az po 436 bp. DGAT piepisované do mRNA (medidtorovd RNA) obsahuje 275
bazi v oblasti 5’'UTR, 1 470 bp kédujicich bilkoviny, 489 aminokyselin, 275 bp v 3'UTR
oblasti, véetné polyadenyla¢niho signalu AATAAA. Kédujici oblast genu DGAT je u lidi a
skotu shodna z 89,5 %, pofadi aminokyselin v proteinu je shodné z 92,5 %. Vsechny in-
trony, které se shoduji s pravidlem GT — AG a jsou striktné zachovany v genetickém fetézci

u cloveka i skotu (Grisart ef al., 2002).

Tabulka 3: Lokace bovinniho genu DGAT1 na chromozomu 14

Nazev genu: Genomova sestava: Chromozom:  Umisténi:
DSGAT1 Bos_tauus_UMD_3.1.1 14 AC_000171.1
(GCE _000003055.6) (1795425..1804838)

Zdroj: GenBank, Gene ID: 282609
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Polymorfismus K2324 se nachaz{ v genu DGAT v 8. exonu, v rozdilnosti na pozici
10 433 bp a 10 434 bp. Jedna se o dinukleotidovou zaménu v genu, A4 za GC. V dusledku
této dinukleotidové zamény dochazi ke zméné 232. aminokyseliny, kdy dochazi k zaméné
aminokyseliny lysin za alanin. U této zamény byl prokazan velky vliv na obsah mlééného tuku
a dalsich vlastnosti mléka. Lysin je asociovan s vyssim obsahem tuku v mléce nez alanin
(Winter ez al., 2004). U studie zkoumajici polymorfismus K232A4, ktera byla provadéna na 28
kusech holstynského skotu a 27 kusech Charolais. Vysledkem studie bylo zjisténi pozitivniho
vlivu lysinu na pozici 232 na ukladani intramuskularntho tuku ve svalech musculus longissmus
dorsi a musculus semitendinosus. Prakazny statisticky rozdil byl zjistén pouze mezi homozygoty
lysin/lysin (Thaller e a, 2003). Pti porazce bylo zjisténo vyssi procento intramuskularniho

tuku u varianty lysin/lysin v genu DGAT1 (Sotrensen ¢ al., 2000).

3.4.2 Thyroglobulin (T G)

Gen thyreoglobulinu (T'G) kéduje glykoproteinovy hormon thyreoglobulin, ktery je syn-
tetizovan ve folikularnich bunkach stitné zlazy. TG je molekularni prekurzor pro hormony
$titné zlazy, thyroidni hormony, tzn. triodothyronin (T 3) a tetraiodothyronin (T'4) (Barendse,
1999; Hou ef al, 2011). Hormony T3 a T4 hraji vyznamnou roli v regulaci a metabolismu
tuku. Ovliviuji také rist a diferenciaci tukovych bunck. TG byl mapovan na oblasti QTL a
je povazovan za kandidatni gen. Genetickd variabilita v promotorové oblasti genu TG se
siroce vyuziva pfi markery asistované selekci. Zde se pouzivaji k pfedvidani arovné mramo-

rovani a kvality hovéziho masa (Hou ez a/, 2011).

Bovinn{ gen thyroblobulin je lokalizovan na dlouhém raménku 14. chromozomu, presné

lokace 14q12 — q15 (GenBank, Gene ID: 280706, 2015).

Tabulka 4: Lokace bovinniho genu TG na chromozomu 14

Nazev genu: Genomova sestava: Chromozom: Umisténi:
TG Bos_taurus_UMD_3.1.1 14 AC_000171.1 (9278156..9281192) ,
(GCE _000003055.6) (9296197..9508938, complement)

Zdroj: GenBank, Gene ID: 280706, 2015
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U polymotfismu v 5’"UTR oblasti v genu TG byla identifikovana korelace s mramorovi-
nim. Tento polymorfismus muze byt vyuzit pro selekci zvifat na mramorovani nebo chov-
nych zvifat urcenych pro vykrm. Ocekavany je i vliv na tloust’ku tuku na JUT, podil tuku
v tkanich i mléce (Folley a Malpress, 1948; Barendse, 1999). V roce 2011 Hou (Hou ¢f 4/,
2011) déle publikoval praci, ve které identifikoval 6 novych SNP v 3'UTR oblasti genu TG
(viz: Obrazek 8). Asocia¢ni analyza objevila polymorfismy T354, G3924, A430G a T433G.
Tyto 4 jednonukleotidové polymorfismi jsou asociovany se zvySenym mramorovanim

v mase. (Hou ez al., 2011)

Normal ACATGACT TGAGCGACT AGACGCCAA
Variant ACACGACT TGAGTGACT AGACACCAA
Polymorphism T354C C362T G392A
Normal AACTATGTC CCCAGGTG CAGGTGCT
Variant AACTGTGTC CCCGGGTG CAGGGGCT
Polymorphism A400G A430G T433G

Obrazek 8: Chromatogramy SNP v 3"UTR oblasti bovinniho genu TG
Zdroj: Hou et. al,, 2011

3.4.3 Stearoyl — CoA desaturaza (SCD)

Stearoyl — CoA desaturaza (SCD) je kédovana genem SCD. SCD je enzym odpovedny
za konverzi nasycenych mastnych kyselin na mononenasycené mastné kyselin (MUFAs -
monounsaturated fatty acids) (Smith ez al, 1998). SCD se nachazi v endoplazmatickém reti-
kulu a katalyzuje oxidaci spektra acyl-CoA vlozenim dvojné vazby mezi uhliky 9 a 10 (Gabor
et al., 2009). Potlaceni aktivity desaturazy vede k akumulaci kyseliny stearové v hovezi tukové
tkani, coz muze zpusobit podstatné zvysen{ tvrdosti tuku. Slozeni mastnych kyselin v hové-

zim tuku ma vliv na vzhled mramorovani, m¢kkost tuku a chut’ masa (Smith ez a/, 1998).
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Proto muzeme gen SCD povazovat za jeden z genti odpovédnych za slozeni mastnych kyse-

lin (Taniguchi e al, 2004).

Bovinni gen SCD se nachazi na 26. chromozomu, pfesn¢ji 26q21. Jeho velikost se po-
hybuje okolo 15 kb, obsahuje 6 intrond, v rozmezi velikosti 131 bp az 4 047 bp, a 5 in-

trond, o velikosti v rozmezi od 600 bp az po 3 700 bp. Tato struktura genu je stejna u lidi

1 hlodavca (Ntambi, 2013).

Tabulka 5: Lokace bovinniho genu SCD na chromozomu 26

Nazev genu: Genomova sestava: Chromozom: Umisténi:
SCD Bos_taurus_UMD_3.1.1 26 AC_000183.1
(GCE _000003055.6) (21137945..21148317, complement)

Zdroj: GenBank, Gene 1D: 280924, 2015

V roce 2004 Taniguchi (Taniguchi e# al, 2004) popsal 8 SNP v genu SCD u japonského
cerného skotu. Jednalo se o substituce G7024, C762T a T878C v ORF oblasti (open rea-
ding frame — otevfeny cteci ramec), T1905C, C3143T, A3351G, A3537G a A4736G
v 3’UTR oblasti. SNP T878C zpusobuje nahrazeni aminokyseliny valin za alanin v proteinu
SCD. Tato zaména ovliviuje slozeni mastnych kyselin a teplotu tani IMT (Taniguchi ¢ al,
2002). Rozdily v enzymové aktivit¢ SCD u savct mohou mit vliv na celou fadu fyziologic-
kych klicovych zmén, vcéetné bunécné diferenciace, citlivosti na inzulin, mize ovliviiovat

rychlost metabolismu, adipocity, rakovinu a obezitu (Oh ez a/, 2013).
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3.4.4 Fatty acid binding protein 4 (FABP 4)

Gen FABP 4 se nachazi na 14. chromozomu. Lokace genu FABP 4 je zobrazena na

obrazku 11.

Tabulka 6: Lokace bovinniho genu FABP 4 na chromozomu 14

Nazev genu: Genomova sestava: Chromozom: Umisténi:
FABP 4 Bos_taurus_UMD_3.1.1 14 AC_000171.1
(GCEF _000003055.6) (468336065..46838053, complement)

Zdroj: GenBank, Gene ID: 281759, 2015

Fatty acid binding protein 4 (Ctvrty protein vazajici mastné kyseliny) patfi do malé skupiny
vysoce konzervovanych cytoplazmatickych proteint, které se vazi dlouhym fetézcem na
mastné kyseliny a jiné hydrofobni ligandy (Kaikaus ez a/, 1990). Mezi hlavni funkce cyto-
plasmatickych proteint patfi pifjem mastnych kyselin, jejich transport a metabolismus.
FABP 4 hraje dtlezitou roli v regulaci homeostazy lipidt a glukézy (Damcott e al., 2004).
Washingtonska univerzita, ve spolupraci s nékolika spolec¢nostmi, zjistila souvislost bovin-
niho genu FABP 4 s mramorovanim a obsahem podkozniho tuku u F2 populace kiizenct

plemen Wagyu a Limousin (Michal ez a/, 2000).

Protein FABP 4 ma nezbytnou funkci v regulaci lipida a udrzeni glukézové homeostazy
za pomoci receptoru peroxizému aktivovanych proliferazou (PPARs — peroxisome prolife-
ractivated receptors). Tyto receptory jsou lokalizovany v bunééném jadru (Damcott ez al,

2004). FABP 4 a FABP 5 byly uréeny jako kandidatni geny pro obezitu (Michal ¢# a/., 2000).
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3.4.5 Leptin (LEP)

Leptin (LEP) je peptidovy hormon syntetizovany a vylu¢ovany bilymi adipocity. Podili
se na regulaci pffjmu krmiva, vydeje energie, plodnosti, rozmnozovani a reprodukci, produkct
mléka, imunitni funkci, konverzi krmiva a na regulaci energetické rovnovahy. Ma také vliv
na télesny tuk a télesnou hmotnost. (Hauseknecht ez a/, 1998; Pannier e/ al., 2009; Kaygisiz ez
al., 2011). Byl také prokazan vliv na kfehkost masa. Kfehkost je pfitom nepfimo ovlivnéna
obsahem tuku v mase (Glaum e a/, 1996). Exprese genu leptin je regulovana hmotnosti
tukové tkané, vyzivou a hormony, jako jsou napifklad inzulin a rastovy hormon (GH —
growth hormone). Receptory pro leptin jsou lokalizovany mimo jiné v oblasti hypotalamu,
kde jsou produkovany somatostatin a rastovy hormon ovlivnujici faktor, pfesnéji 2 primarni
regulatory rastového faktoru. Vliv leptinu na regulaci pfijmu potravy a vydeje energie ma
svoji roli v rastovych procesech. Leptin je silny regulator, ktery ptisobi centralnimi i perifer-

nimi cestami. Mohl by mit vliv i na télesnou hmotnost (Kulig a Kmie¢, 2009).

Gen kodujici leptin je lokalizovan na bovinnim chromozomu 4 (Trakovicka ez al., 2013),
je velky 16 735 bp, kéduje 167 aminokyselin (Taniguchi ¢7 a/., 2002). Sklada se ze 3 exonti a

2 intronu. Pouze 2 exony jsou pfeneseny do proteint. Koédujici tsek genu leptin (501 nukle-

otidu) je obsazen v exonu 2 a 3 (Trakovicka e al, 2013).

Tabulka 7: Lokace bovinniho genu LEP na chromozomu 14

Nazev genu: Genomova sestava: Chromozom: Umisténi:
LEP Bos_taurus_UMD_3.1.1 4 AC_000161.1
(GCE _000003055.6) (93249792..93266624)

Zdroj: GenBank, Gene ID: 280836, 2015

Obezita neni sama o sob¢ velky problém pro zdravi zvifat v zemédélstvi. Problémem je
zména slozeni téla. Pro chovatele a védce je hlavnim cilem upfednostnit zvysovani efektivity
produkce a nardstani libového masa. Kromé toho je potfeba, organismus zvifete udrzet
v rovnovaze, pfi pfijmu krmiva a energie. To muze zlepsit rist zvifete, rozmnozovani, laktaci,

celkovy zdravotni stav a pohodu jedince (Hauseknecht e @/, 1998).
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Vyzkum obezity a jeji Iécba ma rozsahlé pouziti na modelovych zvifatech. Gen leptin byl
poprvé objeven a popsan u mysi vyzkumnym tymem Jeffreyho Friedmanna na Rockefelle-
rové univerzit¢ v New Yorku v roce 1994 (Gura, 1997). Nejstarsi modely oznacené ob/ob
mysi se pouzivali v roce 1950 (Ingalls e al, 1996). Ob/ob mysi jsou recesivai homozygoti
(tzn.: neprodukuji zadny leptin), ktefi maji za nasledek u sterilnich mys{ obsah tuku pfevysu-
jici 50 % (Hauseknecht ez al, 1998). Vada v genu leptin u pokusnych jedinci i u divoké formy
mysi zpusobovala, ze kdyz mysi hladovély, tak ukladaly az trojnasobek télesného tuku oproti
mysim s funkénim genem (Tessanne, 1999). Pozdéji se zjistilo, ze tyto mysi byly také hy-
perglykemické (Hauseknecht ez al, 1998). Absence leptinu muze vést k morbidni obezité.
Tukové bunky sekretuji leptin do krevniho séra (Hauseknecht e a/, 1998). Leptin cirkuluje
v krevnim séru ve volné i ve vazané formé. Volna forma leptinu je biologicky aktivni. Vazana
forma leptinu ma funkci proteinového nosice. Leptin je uvolnovan do krve a krevnim fecis-
tém transportovan do mozku, kde ma vyraznou roli v syntéze glykogenu a glukézy. V mozku
ovliviiuje centrum, které se podili na regulaci pfijmu potravy (Barash, 1996). Stimuluje ¢i
inhibuje uvolnéni neurotransmiteru, napifklad neuropeptidu Y (NPY), jenz pusobi na snizo-
vani pffjmu krmiva, stimulaci tvorby tepla ¢i povzbuzeni télesné aktivity. Timto procesem
dojde k redukci tukové tkané nebo bude ovliviiovat jiny endokrinni proces, ktery povede se

snizeni syntézy a sekrece leptinu adipocyty (Hauseknecht ez 4/, 1998).

Polymorfismy v kédujici oblasti genu leptin u skotu jsou spojovany s koncentraci séra
leptinu, pfijmu potravy, dojivosti a télesnou kondici (Nkrumah ez 4/, 2005). V genu leptin
bylo také odhaleno nékolik SNP (Buchanan e a/., 2002; Nkrumah e7 /., 2005). Polymorfismy
byly nalezeny v exonu 2 (Buchanan ez 4/, 2002) a v promotoru genu leptin (Nkrumah e7 a/,
2005).

V genu leptin bylo popsano pét SNP: E2FB, E2JW, UASMS1, UASMS2 a UASMS3
(Schenkel e al, 2005). V exonu 2 byly popsany 2 SNP: E2ZFB a E2JW (Buchanan e/ al,
2002). V promotoru genu leptin byly objeveny 3 SNP: UASMS1, UASMS2, UASMS3
(Nkrumabh ez a/, 2005). Analyzou smiSeného modelu bylo zjisténo, ze SNP v genu leptin jsou
spojeny s pocatkem kosterntho ristu (vyska: A1457G; délka: AS9V), plodnosti (UASMS1,
UASMS2; A1457G; AS9V) a mléénou produkei (A59V) (Clempson ef al, 2011). Nazev a

lokace jednotlivych SNP je znazornéno v tabulce 8.
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Tabulka 8: Shrnuti nazvia a lokaci SNPs v genu leptin

Gen BTA Pojmenovani Identifikator Umisténi zdroj
SNP SNP SNP
Leptin 4 UASMS1 rs 110058647 Promoter  Nkrumah ez 4/ (2005)

UASMS?2 rs 109406937  Promoter Nkrumah ez a/. (2005)
A1457G ts 319607411 Promoter Liefers ez al. (2005)
C963T rs 109956567 Promoter Liefers ez al. (2005)

A252T ts 29004487 Exon 2 Lagonigro ez al. (2003)

E2FB rs 29004488  Exon 2 Buchanan ez /. (2002)

A59V rs 29004508  Exon 3 Liefers ef al. (2003)
Leptin receptor 3 T945M ss 319607410 Exon 2 Liefers et al. (2004)
Neuropeptide Y 4 NPY1 ss 319607412 Intron 2 Sherman ez al. (2008)

Zdroj: Clempson ez al. (2011)

V promotoru genu leptin se nachazi UASMS1 na pozici C207T, UASMS?2 na pozici
C528T a UASMS3 na pozici C1759G (Nkrumabh ef al.,, 2005) — viz obrazek 15.

5'- flanking region

Exonl Exon2

promoter region

untraslated region “Eoe ve cocaaa “ree @ eee @@ @o0
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Obrazek 15: Mapa SNP v promotorové Casti genu leptin u skotu na chromozomu 4
Zdroj: Chung ez al. (2008)
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3.4.5.1 Polymorfismus UASMS?2 v genu leptin

Polymorfismus UASMS2, ktery je také oznacovan jako polymorfismus LEP — 2470, je
lokalizovan v promotorové ¢asti na pozici 528 v bovinnim genu leptin (GenBank Accession
No. AB070368). V polymorfismu UASMS2 dochazi k mononukleotidové substituci C za T
(Nkrumah ez al, 2004; Nkrumah ez al., 2005).

Varianty polymorfismu maji vyznamny vliv na pifjem krmiva, rychlost rastu, zivou hmot-
nost pfi porazce, porodni hmotnost, chovani, tloust’ku hibetniho tuku, mramorovani a kon-

centraci leptinového séra (Nkrumah ez a/, 2005).

Genotyp TT je velmi vzacny, v populaci se vyskytuji pouze 2 % (Clempson ¢ al., 2011).
Genotyp TT v polymorfismu UASMS2 ma vliv na nejvyssi rychlost telesného ristu, zaroven
ma i prokazatelné vyznamny vliv na zvysenou koncentraci leptinového séra (Nkrumah ez a/,
2005). Bylo ovsem zjisténo, ze genotyp TT ma negativni vliv na zabfezavani jalovic (Clem-

pson ¢t al., 2011)

Zaroven T alela leptinu SNP, UASMS?2, byla vjznamné spojena se zvysenim celkové
chuti, s odhadovanym rozdilem mezi homozygotnich genotypa TT (Gill ez al, 2009).

Gill (Gill ez al., 2009) zjistila, ze jedinci s genotypem CC maji méné tuku obklopujici svic-
kovou nez jedinci s genotypy CT a TT. Toto zjisténi je v souladu s predchozim textem, kde
bylo zjisténo, ze SNP UASMS?2 je vyznamné spojen s vyskou hibetnfho tuku a mramorova-
cim skoére. Zvifata s genotypem TT maji vyssi hodnoty pro oba znaky. Proto je pravdépo-

dobné, ze zvitata s genotypem TT maji chutnéjsi masa, protoze tuk ovliviiuje chut’ masa (Gill

et al., 2009).
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4 METODIKA A MATERIALY

Metodika a postup prace byl proveden dle postupu Nkrumaha (Nkrumah ez @/, 2005).

4.1 Analyzované vzorky

Pouzité analyzované vzorky DNA, byly ziskany na Ustavu morfologie, fyziologie a gene-
tiky zvifat, Agronomické fakulty Mendelovy Univerzity v Brné. Soubor vzorku se skladal
ze 174 vzorkt DNA izolovanych z krve, které pochazely od byku plemene cesky strakaty

skot.

4.2 PouZité pfistroje

e Automaticky termalni cykler GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystenzs)
e Centrifuga Mikro 120 (Hettich Zentrifugen)

e CentriVap Concentrator (ILABCONCO)

e Electronic UV Transilluminator (Ultra-Lum, Inc.)

e TFotoaparat Powershot G6 (Canon)

e UltraCam - Digital Imaging (Ultra-Lum, Inc.)

e Votrex Bio Vortex V1 (Biosan)

e Sckvenator 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
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4.3 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

4.3.1 Roztoky PCR reakc¢ni smési

Tabulka 9: SloZeni reak¢ni smési pro PCR reakci

SloZka
H,0
PPP mix bez Mg?*
Mg?*
Ptimy primer 1A
Zpétny primer 1B

Celkové mnozstvi

4.3.2 Pracovni postup

MnozZstvi
2,000 ul
3,125 ul
0,375 ul
0,125 ul
0,125 ul
5,750 ul

1. PCR reakéni smés byla pfipravena na ledu podle tabulky 9 a fadné promichana.

Reakeni smés (MasterMix) byla rozpipetovana do mikrozkumavek po 5,75 ul.

3. Do mikrozkumavek bylo pfidano 0,5 ul testované DNA, obsah zkumavek byl du-

kladné zvortexovan.

4. PCR probéhlo v automatickém termalnim cykleru GeneAmp PCR System 9700.

4.3.3 Amplifikace probihala za nasledujicich podminek

95 °C /2 min; 30 cykla (95 °C/20 s, 62 °C/30 s, 72 °C/20 s); 72 °C/7 min, 4 °C /0.,

Vzorek PCR produktu byl nanesen na 4% agarézovy gel (viz: kapitola 4.4 Agarozova

gelova elektroforéza) pro ovéfeni prub¢hu PCR. Zbytek produktu byl uchovan v chladu

pii teplote 4 °C.

4.3.4 Navrh primerta (dle Nkrumah et a/, 2005)

e Pfimy primer (5"AGGTGC CCAGGG ACT CA3)
e /pétny primer (5" CAACAAAGG CCG TGT GAC A 3)
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4.4

Agarozova gelova elektroforéza

4.4.1 Pracovni postup:

1.

Navazeno 1,8 g agarézy a rozvafeno pomoci mikrovinné trouby v 60 ml TBE
pufru.

Za obcasného promichani byl roztok nechan v odvétravané digestofi do zchladnuti.
Do roztoku bylo pfidino 12 ul Ethidium bromidu.

Vysledny roztok byl nalit do pfedem pfipravené vanicky s hfebinky. Gel se nechal
20 min az 25 min ztuhnout.

Vanicka s gelem byla pfesunuta do elektroforetické aparatury, ktera byla naplnéna
TBE pufrem. Do prvni jamky byl nanesen DNA M50 hmotnostn{ marker, pro urceni
PCR fragmentt.

Do zbylych jamek bylo naneseno idealni mnozstvi vzorkit DNA.

Elektroforéza probihala pfi napéti 4 Vem po dobu 20 min az 25 min.

Po skonceni elektroforézy byly vzorky vizualizovany pomoci Electronic UV

Transilluminator (Ultra-Lum, Inc.). A pofizen zaznam pomoci fotoaparatu Canon

Power ShotG6.

4.4.2 Ptiprava sekvenacni smési

Tabulka 10: SloZeni sekvenacni smési

slozka mnozZstvi
voda 6,04 ul
RR 1,00 pul
pufr 1,50 ul
Zpétny primer 0,16 ul
Celkové mnoZstvi 8,70 ul
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4.4.3 Pracovni postup:

4.5

Reakéni smés byla piipravena podle tabulky 10.
Smeés byla rozpipetovana do zkumavek po 8,7 ul a ptidano 0,5 ul PCR produktu.
Smeés byla zvortexovana a nasledné pfecisténa pomoci SigmaSpin™ Post Reaction

Clean-up Columns (pozn.: rozepsano v nasledujici kapitole)

4 r

PreciSténi sekvenacni smési pomoci SigmaSpin™

Post Reaction Clean-up Columns

4.5.1 Pracovni postup:

4.6

Kolonka byla vloZena do ¢isté 2 ml zkumavky a centrifugovana 2 min/2 800 rpm.
Odcentrifugovand kolonka byla vlozena do ¢isté 2 ml zkumavky a do kolonky bylo
napipetovano 15 ul sekvenaéni smési.

Kolonka byla opétovné vlozena do centrifugy a centrifugovana 4 min/2 800 rpm.
Po centrifugaci byla kolonka odstranéna a obsah zkumavky pfepipetovan do 0,5 ml
zkumavky.

Na zavér byla ve vakuu odpafena voda (pomoci piistroje CentriVap Concentrator
(LABCONCO)) a ptidano 10 ul pormamidu. Smés byla zvortexovana.

Zkumavka byla vlozena na termobath inkubdtor a zahtata na 95 °C po dobu 2 min.

Sekvenovani

4.6.1 Pracovni postup:

1.

Vzorky byly analyzovany pomoci automatického sekvenatoru 3 100 - Avant Genetic
Analyzer
Pro vyhodnoceni vyslednych sekvenci byl pouzit program Sequence Scanner Soft-

ware v.1.0.
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4.7 Metodika chemickych analyz

Chemické analyzy a zpracovani vzorka provedla v biotechnologické laboratofi Ing. Eliska

Drackova.

4.7.1 Stanoveni obsahu su$iny v mase (%)

Obsah susiny byl stanoven vysousenim homogenizovaného vzorku masa do konstantni
hmotnosti. Pivodni hmotnost vzorku byla 5 g.Vzorek byl smichin s mofskym piskem a
vysusen pfi 1 051 °C po dobu 2 hodin. Nasledné byl vzorek susen pii 60 °C po dobu
4 hodin a poté byl susen pfi 105 °C po dobu 6 hodin do konstantni hmotnosti. Po vy-
chladnuti byl vzorek zvazen. Obsah susiny byl vypocitan z rozdili hmotnosti vzorku pavodni

navazky a po vysuseni.

4.7.2 Stanoveni celkového obsahu proteinti v mase (%)

Obsah dusiku byl stanoven metodou dle Kjeldahla. Tato metoda se sklada ze ti navazu-
jicich c¢asti, mineralizace, destilace a titrace. Pfi mineralizaci je dusik pfeveden na siran
amonny. Destilace umozn{ pfeménu soli amoniaku na amoniak a titrace je provedena slabou
kyselinou sirovou. Zjisténi obsah dusiku je pfepocten na obsah bilkovin pomoci koeficientu

N X 6,25.

4.7.3 Stanoveni obsahu popelovin (%)

Stanoveni obsahu popelovin probiha se vzorku 1 g az 2 g masa. Vzorek se postupné
spaloval v peci pii teplot¢ 550 °C az 600 °C po dobu 8 hodin. Po vychladnuti byl vzorek

zvazen a zjistén obsah popelovin.

4.7.4 Stanoveni obsahu intramuskularniho tuku v mase (%)

Na zjisténi obsahu tuku byla pouzita extrakéni metoda dle Soxhleta. Metoda spociva v ex-
trakci rozemletého nebo vysuseného vzorku. Na tuto metodu byl pouzit vzorek z pfedcho-
ziho stanovovani susiny. Tento vzorek byl extrahovan s deithyletherem po dobu 6 hodin.

Po extrakei byl v odvétravané digestofi odpaten zbytek ethedu a nasledné byl pii 105 °C
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susen po dobu 1 hodiny. Obsah vzorku byl stanoven odectenim rozdila vahy vzorku pted

analyzou a po provedeni analyzy.

4.7.5 Stanoveni svalovych pigmenti masa (mg/g)

Pro stanoveni svalovych pigmentt byla pouzita metoda dle Homseye. Tato metoda vyu-
ziva skutecnosti, ze v okyseleném acetonu se rozpoustéji vSechna hemova barviva, zatimco
v neutralnim acetonu se z hemovych barviv rozpousti pouze nitroxyhemochrom. Na tuto
metodu byl pouzit homogenizovany vzorek masa o hmotnosti 10 g. Do vzorku byl pfidan
okyseleny roztok acetonu a nasledné byla provedena filtrace. Poté byla na spektrofotometru
provedena absorbance. Standart byl zméfen na okyseleném roztoku acetonu. Vysledek byl

pfepocten na miligramy myoglobinu v 1 g svaloviny.

4.7.6 Stanoveni pH 48

Hodnota pH 48 byla zjist'ovana 48 hodin po porazce zvifete na jatkich. Tato hodnota

byla zjisténa pomoci pH metru WTW se dvéma elektrodami. Jedna elektroda méif teplotu a

druha pH.

4.7.7 Stanoveni obsahu vaznosti vody masa (%)

Homogenizovany vzorek masa o hmotnosti 2 g byl na filtracnim papife Whatman ¢. 2
vlozen mezi dvé sklenéné desticky. Tyto desticky byly zatizeny zavazim o hmotnosti 500 g
po dobu 5 minut. Nasledné byl vzorek zvazen. Ubytek hmotnosti vzorku masa po vyliso-

vani vyjadfoval procentualni vaznost vody.

4.7.8 Stanoveni remise masa (%)

Remise masa vyjadfuje podil odrazeného svétla dopadajictho na povrch masa. Cim je
maso svétlejsi, tim vétsi podil svétla se odrazi, u tmavého masa dochazi k pohlcovani svétla.
U vzorku byl proveden rovny fez tésné pfed méfenim. Méfeni bylo provedeno ve stfedu

vzorku za pouziti ptistroje Spekol 11 pfi vlnové délce 522 nm.
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5 MATEMATICKO-STATISTICKE ZPRACOVANI DAT

5.1 Vypocet frekvenci alel a genotypu

Tabulka 11: Vypocet frekvenci genotypti

Genotypy Absolutni frekvence Relativni frekvence
AA D d= D
N
Aa H h = A
N
aa R = R
TN

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

7Zdroj: Urban (2008)

Tabulka 12: Vypocet frekvenci alel

Alely Absolutni frekvence Relativni frekvence
2D+H P
A P=2D+H p= =—
2N 2N
2R+ H
a Q =2R +H q= = i
2N 2N
Soucet P+Q=2N p+tq=1

7Zdroj: Urban (2008)

Kde plati, ze:

e D HR absolutni frekvence genotypu

e d,hr relativni frekvence genotypua

e PQ absolutni frekvence alel

e D,.q relativn{ frekvence alel

e N absolutni frekvence vSech jedinca
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5.2 Geneticka rovnovaha dle Hardy-Weinbergova

zakona

Dle Hardy-Weinbergova zakona plati, ze zjiStény stav frekvenci genotypu vyjadiuje na-

sledujici rovnice:
1=p*+2pq+ q° @)

Na vyhodnoceni byl pouzit statisticky test dobré shody - x? (chi kvadrat) test:

(P—0)?
Xan-p-1) = 0 @)

Kde plati, ze:

e P pozorovana cetnost genotypu
e O o¢ekavana Cetnost genotypu

o X suma

e «a hladina vyznamnosti

e n-p-1 vypocetstupné volnosti
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5.3 Asociacni analyza

Asocia¢n{ analyza byla provedena za pomoci programu SAS 8.2 (SAS Institute Inc.)

Pevny efekt byl: genotyp polymorfismu UASMS2, rok, efekt chovu. K vyhodnoceni vysledka

byla navrzena nasledujici rovnice:

Kde plati, ze:

Yijkim
U
Lep;
Tok;
chovy,

otec;

€ijkim

Yijkim = W+ Lep; + rok; + chovy + otec; + e;jyim 3)

sledovany znak

odhadovany pramér sledovaného znaku
pevny efekt i-tého genotypu genu
pevny efekt j-tého roku

pevny efekt k-tého chovu

nahodny efekt [-tého otce

nahodna chyba kazdého pozorovani
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6 VYSLEDKY

6.1 PCR

Polymorfismus UASMS?2 v genu Leptin amplifikovin pomoci polymerazové fetézové
reakce. Gen leptin se nachazi u skotu na 4. chromozomu, na lokusu 4q32. Amplifikovany
polymorfismus UASMS?2 se nachazi v promotoru genu leptinu na pozici 528 bp. Vysledny
mnozeny fragment byl o délce 79 bp. Pro ovéfeni amplifikovaného PCR produktu byla vy-
uzita horizontalni agarézova elektroforéza. K vizualizaci byl pouzit ethydiumbromid. Na ob-

razku 16 jsou viditelné namnozené fragmenty vzorka.

Obrazek 16: Ovéfeni amplifikovaného vzorku DNA, gen leptin. Fragmenty jsou na-
neseny na 4 % agar6ézovém gelu a vizualizovany pomoci barviva ethydiumbromid
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6.2 Sekvenovani

Pro zjisténi genotypu sledovaného polymorfismu UASMS2 byla pouzita metoda sekve-
novani PCR produktt. Pro vyhodnoceni sekvenovanych fragmenta byl pouzit Seq scanner 2.

Obrazek 17, obrazek 18 a obrazek 19 zobrazuji vystupy ze sekvenatoru.

0 o & 80 100 20 W0 i )| d0 om0 20 0 2
I I | 1 I I L 1 I 1

Ea

T T T T T
I I I I I 1. [ ] | I [
cC G C TG AGTCACTG G cC A CJ

n ]
I !

I
G
£
I

Obrazek 17: Ukazka homozygota CC v polymorfismu UASMS2 v genu leptin
pfi pouZiti zpétného primeru
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3 T T T A R A
lc TAG AG C T G6GT G T GT T GCAA C C G C T G AG T CCCT G G G CAC C)ﬂ
20 25 = 45
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Obrazek 18: Ukazka homozygota CT v polymorfismu UASMS2 v genu leptin
pfi pouZzité zpétného primeru

-50 -



rm—:
sm—i
ma{
am{
:m_:

s00-|

Obrazek 19: Ukazka homozygota TT v polymorfismu UASMS2 v genu leptin
pfi pouZité zpétného primeru

Na prfilozenych obrazcich ze softwaru Seq scanner 2 je znatelny vyrazny Sum na pozadi

vzorka.
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6.3 Matematicko — statistické zpracovani dat

6.3.1 Vypocet frekvenci genotypu a alel

Zkoumana populace obsahovala 174 jedinct. U vSech jedincu byl stanoven genotyp. Pro
urceni absolutnich a relativnich frekvenci genotypu a alel byly pouzity rovnice z tabulek v ka-

pitole 5.1 Vypocet frekvenci alel a genotypu.

Tabulka 13: Frekvence genotypti v polymorfismu UASMS2

Genotypy absolutni frekvence relativni frekvence
cc 113 0,649
CcT 59 0,339
TT 2 0,012
Celkem: 174 1,000

Tabulka 14: Frekvence alel v polymorfismu UASMS2

Alely absolutni frekvence relativni frekvence
c 285 0,819
T 63 0,181
Celkem: 348 1,000

V pozorované populaci byl nejvice zastoupen genotyp CC s 113 jedinci. Heterozygot CT
byl zastoupen ¢etnosti 59 jedinct a homozygot TT byl zastoupen nejméng, pouze 2 jedinci.
Frekvence genotypu je CC 64,9 %, CT 33,9 % aTT 1,2 %. V populaci byla vice zastoupena

alela C s cetnosti 81,9 %, alela T ma cetnost pouze 18,1 %.
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6.3.2 Test genetické rovnovahy populace dle Hardy-Weinber-

gova zakona

Tabulka 15: Stanoveni genetické rovnovahy dle Hardy-Weinbergova zakona

Hardy-Weinbergova rovnovaha

cc cT TT soucet
pozorované absolutni frekvence 113 59 2 174
Ocekavané relativni frekvence 0,671 0,297 0,033 1,000
Ocekavané absolutni frekvence 67,1 29,7 3,3 100,0
¥2 31,4 28,9 0,5 60,8

Tabulka 16: Porovnani vypo&itanych hodnot x? testu s tabulkovymi hodnotami

Stupné volnosti

Hladina Vysledna
1 2 3 4 5
vyznamnosti hodnota x?
0,05 3,84 5,99 7,81 9,48 11,07 60,8
0,01 6,35 9,21 11,34 13,27 15,08 60,8

7Zdroj: Urban (2008)

Vypocet stupné volnosti (df) pro gen se tfemi genotypy a dvéma alelami je:

o df pocet znakl - poclet kategorii- 1
o df n-p-1
o f 3-1-1=1

Porovnanim vypocitané hodnoty y? s tabulkovymi hodnotami se dospélo k zavéru, Ze
vypocitana hodnota je vys$si nez 5. stupen volnosti pro obé hodnoty (0,01 a 0,05), coz zna-
mena, ze je prukazny rozdil mezi pozorovanymi a oc¢ekavanymi cetnostmi, a proto se nulova

hypotéza zamita. Populace pro dany lokus neni v genetické rovnovaze.
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6.3.3 Asociacni analyza

P1i asocia¢ni analyze nebylo pracovano se souborem vzorku 174 kusu, ale pouze 170
kusti. Cty#i vzorky byly odstranény, protoze v celkovém souboru se vyskytovali u daného

chovu pouze po dvou jedincich. Tito jedinci negativné ovliviiovali vysledky.

V nasledujici tabulce 17 jsou souhrnné uvedeny pocty kusu pii analyze, pramérné hod-
noty, smérodatné odchylky, stfedni kvadratické odchylky (rozptyl), minimalni a maximalni

hodnoty analyzovanych znak.

Tabulka 17: Popisna asocia¢ni analyza hodnocenych znaka

Znak pocet kusit  pramér c 62 MIN MAX
Susina 170 25,29 1,62 1,27 21,84 31,15
IMT 170 2,04 1,83 1,35 0,26 10,71
Bilkoviny 170 21,18 0,54 0,74 18,25 2272
N-latky 170 3,39 0,01 0,12 2,92 3,64
Popeloviny 170 1,08 0,00 0,05 0,89 1,21
Vaznost 170 81,02 14,35 3,79 73,11 95,70
Barva 170 3,89 0,60 0,78 2,25 6,40
pH 170 5,64 0,07 0,26 541 6,84
Remise 170 4,34 2,13 1,46 1,40 9,70

Pozn.: IMT — intramuskularni tuk

kde:
e o smérodatna odchylka
e o2 rozptyl
e MIN minimalni hodnota
e MAX maximalni hodnota

V nasledujici tabulce jsou zobrazeny vysledky, jak polymorfismus UASMS2 v genu leptin

ovliviiuje sledované znaky kvality masa.
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Tabulka 18: Vliv genotypu UASMS2 na sledované znaky

Znak

Susina (%)
IMT (%)
N-latky (%)
Popeloviny (%0)
Vaznost (%)
Barva (%)

pH (%)

Remise (%)

kde:

P1i statistickém porovnani vlivu genotypu na intramuskularni tuk, byla zjisténa hodnota
p mezi genotypy CC — CT: p = 0,5841, mezi genotypy CC — TT: p = 0,5337 a mezi ge-
notypy CT — TT: p = 0,6186. Z techto vysledkt vyplyva, ze nelze na studované populaci

statisticky prokazat vysokou prukaznost nebo prukaznost vlivu genotypu UASMS2 v genu

cc
(n =111)

LSM + SE
25,49+0,15

2,10%0,16
3,400,013
1,08840,004
81,1940,45
4,053+0,084

5,6240,03

4,1840,20

LSM + SE

CT
(n =57)

LSM + SE
25,24+0,19

1,99+0,19
3,400,017
1,090£0,005
80,0540,53

4,0540,10
5,5840,037

4224024

Pozn.: IMT — intramuskularni tuk

pocet kust

Genotyp polymotrfismu UASMS2 genu LEP

TT
(n=2)

LSM + SE
25,83+0,83

1,57+0,83
3,4620,08

1,117£0,025
80,0942,22
4334045
5,4940,16

4,49+0,90

Priukaznost

CC—-CT

0,2155
0,5841
0,9558
0,7891
0,0525
0,9832
0,4175

0,8446

metoda nejmensich ¢tverca t standartni chyba

(Least squares means * standard error)

leptin na ukladani intramuskularniho tuku a mramorovani.

Metodou nejmensich ¢tverct byly vypocteny hodnoty LSM + SE pro genotyp CC:
2,10 £ 0,16, pro genotyp CT: 1,99 * 0,19 a pro genotyp TT: 1,57 £ 0,83. Tyto vysledky
by upfesnily vliv genotypu UASMS2 na ukladani intramuskularniho tuku, pokud by byla

prokazana statisticka prakaznost.

CC—-TT

0,6816
0,5337
0,4576
0,26

0,6254
0,5419

0,4377

0,7279

CT—-TT

0,4845
0,6186
0,4673
0,2879
0,986
0,5371
0,5639

0,7627
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7 DISKUZE

Gen leptin je u skotu umistén na 4. chromozomu (Trakovicka ez a/, 2013), je velky
16 735 bp, kéduje 167 aminokyselin (Taniguchi ez a/,, 2002). Sklada se ze 3 exont a 2 intrond
(Trakovicka et al, 2013). Kromé polymorfismu UASMS2 se v promotorové ¢asti nachazi
polymorfismy UASMS1 a UASMS3 (Nkrumah e# al,, 2005). Schenkel (Schenkel ez af., 2005)
mimo vyse zminéné popsal dale v exonu 2 v genu leptin dva polymorfismy: E2FB a E2JW.
Témito polymorfismy se zabyval i Buchanan (Buchanan e a/, 2002). Dalsimi polymorfismy
v bovinnim genu leptin se zabyval Liefers. V promotorové casti zkoumal polymorfismy
A1457G a C963T (Liefers e al., 2005), v exonu 2 polymotfismus T945M (Liefers ¢ al.,
2003) a v exonu 3 polymorfismus A59V (Liefers e al, 2004). S exonem 2 dale pracoval
Lagonigro (Lagonigro ¢f al., 2003), ktery popsal polymorfismus A252T . Analyzou smiSeného
modelu bylo zji§téno, ze s pocatkem kosterntho rastu jsou spojeny polymorfismy A1457G;
ktery ovliviiuje vysku, polymorfismus A59V, ktery ovliviiuje délku. Polymorfismy UASMS1,
UASMS2; A1457G; AS9V ovliviuji plodnost a polymotfismus A59V ovliviiuje mléénou
produkci (Clempson ef al., 2011).

Uéelem studie bylo prokazat prikaznou asociaci mezi genotypy v polymorfismu
UASMS?2 v promotorové casti genu leptin na ukladani intramuskularniho tuku a mramoro-

vani u plemene Cesky strakaty skot.

Pii vypoctu frekvenci genotypt a alel byla studovéna populace 174 byki Ceského straka-
tého skotu. V této populaci se nejcastéji vyskytoval homozygot s genotypem CC s celkovym
poc¢tem 113 jedincua. Dale byl zastoupen heterozygot CT s cetnosti 59 jedincti a homozygot
TT s cetnosti pouze 2 jedinci. Relativni frekvence genotypt byla stanovena pro genotyp CC:
64,9 %, pro genotyp CT: 33,9 % a pro genotyp TT: 1,2 %. Relativni frekvence alely C ve

sledované populaci byla zastoupena s cetnosti 81,9 % a alela T s cetnosti 18,1 %.

Giblin (Giblin e al., 2010) kvantifikovala vztah mezi 10 novymi a znamymi SNP v genech
koédujicich leptin a leptinové receptory s vykonnostnimi rysy. Pozorovana populace obsaho-
vala 848 plemeniku holstynského plemene. Jednim z pozorovanych SNP byl i polymorfismus
UASMS?2. Dil¢im vystupem prace byla genotypova frekvence. Giblin (Giblin e a/, 2010)
uvadi, ze genotyp CC se v populaci vyskytuje 77 %, CT: 24 % a TT: 1 %.

Gill (Gill ¢ al, 2009) ve své praci pracovala s populaci 443 kusu skotu. U této populace
dosla k vysledkam cetnosti genotypt CC: 38 %, CT: 50 % a TT: 12 %. Frekvence alely C
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byla vypocitina na 63 % a frekvence alely T na 37 %. Ve své praci dale publikovala, ze
nebylo mozné uspesne zjistit genotyp u vsech zvifat. Zejména u polymorfismu UASMS1
nebylo mozné zjistit 17 genotypu.

Schenkel (Schenkel ez a/., 2005) ve své praci pracoval s populaci slozenou z plemen Abr-
deen angus, Limousin, Charolais, Simmental a jinych plemen. U plemene Aberdeen angus,
s velikosti populace 43 kust, stanovil frekvenci alely C: 73,3 % a alely T: 26,7 %. U plemene
Limousin, s velikost{ populace 30 kust, stanovil frekvenci alely C: 65,5 % a alely T: 34,5 %.
U plemene Charolais, s velikosti populace 11 kusu, stanovil frekvenci alely C: 77,3 % a alely
T: 22,7 %. U plemene Simmental, s velikosti populace 68 kusu, stanovil frekvenci alely C:
69,8 % a alely T: 30,2 %. U ostatnich plemen, s velikost{ populace 959 kusu, stanovil frek-
venci alely C: 74,4 % a alely T: 25,6 %. Pro vSech 1 111 kusu tedy vyplyva prameérna frek-
vence alely C: 73,8 % a alely T: 26,1 % (Schenkel ez al., 2005).

Relativni genotypové frekvence zjisténé v predkladané praci je mozné srovnat s vysledky
prace Giblin (Giblin ez al., 2010). Relativni fenotypovou frekvenci lze srovnat s vysledky prace
Schenkel (Schenkel ez al., 2005) pro plemeno Charolais.

V piedkladané praci se v populaci Ceského strakatého skotu vyskytovali pouze 3 jedinci
s genotypem TT. Absolutni frekvence pro genotyp TT byla stanovena na 1,2 %. Clampson
(Clempson ez al., 2011) pro tento genotyp uvadi, ze je cetnost vyskytu v populaci pouze 2 %.
Tento genotyp je v populaci vzacny, coz odpovida i zjisténi této prace.

Asociacn{ analyza byla provedena na populaci 170 kusu, 4 jedinci byli ze statistiky vylou-
ceni, protoze se ve dvou chovech vyskytovali pouze 2 jedinci. Tito jedinci negativné ovliv-
fovali analyzu. Vliv genotyptt UASMS?2 v genu leptin, na ukladan{ intramuskularniho tuku a
mramorovani, byl vyhodnocen v programu SAS 8.2. Statisticky vysoka prukaznost by byla
ovéfena, pokud by hodnota p < 0,01, prukaznost by byla ovéfena, pokud by hodnota
p < 0,05. Pii statistickém porovnani vlivu genotypu na intramuskularni tuk, byla zjisténa
hodnota p mezi genotypy CC — CT: p = 0,5841, mezi genotypy CC —TT: p = 0,5337 a
mezi genotypy CT — TT: p = 0,6186. Z téchto vysledkt vyplyva, ze nelze na studované
populaci statisticky prokdzat vysokou prukaznost nebo prukaznost vlivu genotypu UASMS2

v genu leptin na ukladani intramuskularniho tuku a mramorovani.

Metodou nejmensich ¢tverca byly vypocteny hodnoty LSM + SE pro genotyp CC:
2,10 £ 0,16, pro genotyp CT: 1,99 + 0,19 a pro genotyp TT: 1,57 + 0,83. Z téchto vy-
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sledkt, pokud by se kladné¢ projevila statisticka prikaznost mezi genotypy na ukladani intra-
muskularniho tuku, by bylo vyvozeno, Ze alela C zvysuje ukladan{ intramuskularniho tuku.

To ovsem nelze fict, nebot’ nebyla zjisténa zadna statisticka prakaznost.

Oproti zjisténym vysledkim v této praci Geary (Geary ez al, 2003) prokazal, ze hladina
leptinového séra je vyznamné spojena s vlastnostmi jako je mramorovani, vyska hibetniho
tuku, ledvinového tuku, panevniho tuku a srde¢nfho tuku. Spojitost mezi hladinou leptino-
vého séra a polymorfismem UASMS?2 potvrdil ve své praci Nkrumah (Nkrumah ez 4/, 2005),
kde také prokazal, ze alela T je vjznamné spojena s koncentraci leptinového séra. Pro kon-
centraci leptinového séra uvadi, Ze vyssi byla u zvifat s genotypem TT oproti zvifatim s
genotypem CC, zvifata s genotypem CT méla také vyssi koncentraci leptinového séra nez
jedinci s genotypem CC. Dale také prokazal, ze v prab¢hu testovactho obdobi méla zvifata
s genotypem TT vys$si metabolickou stfedovou hodnotu nez zvifata s genotypem CC. Pra-

meérny dennf pfirastek byl vyssi u zvifat s genotypem TT a CT nez s genotypem CC.

Nkrumah (Nkrumabh ef @/, 2005) studoval polymorfismus UASMS?2 u skupin zvifat pfe-
vazné slozenych z plemen Angus, Charolais, Galloway, Hereford, Holstynsky skot, Brown
Swiss a Simmental. Ve svém clanku prokazal, ze alela T je spojena s vyskou hibetniho tuku
- zvifata s alelou T v polymorfismu UASMS2, méla vyssi hibetni tuk nez zvifata s alelou C.
Zaroven Nkumah (Nkumabh ez 2/, 2005) uvadi, ze alela T je spojena s vyssim mramorovacim
skore ve srovnani s alelou C. Vyrazné zvyseni télesné hmotnosti u zvifat s alelou T je spojeno
s mirnym poklesem libového sama, 1 kdyz tyto rozdily nebyly statisticky vyznamné. Konverze
krmiva se u jednotlivych skupin genotypu nelisila.

Gill (Gill e al., 2009) dale zjistila, Ze zvifata s genotypem CC méla podstatne méné tuku
okolo panenky ve srovnani se zvifaty s genotypem CT a TT. To potvrzuje zjisténi Nkrumaha
(Nkrumaha ez al,, 2005), ze genotyp TT je vyznamné spojen s vyskou hibetniho tuku a mra-
morovacim skore. Zvifata s genotypem TT méla pro oba tyto znaky vyssi hodnoty. Zaroven
Gill (Gill e# al, 2009) zjistila, Zze zvifata s genotypem TT maji podstatné vyssi celkové skore
chuti nez zvifata s genotypem CC nebo CT.

Gill (Gill e al, 2009), Schenkel (Schenkel e# /., 2005) a i Nkumah (Nkumah ez a/,, 2005)
potvrdili asociaci polymorfismu UASMS?2 ve spojitosti s mramorovacim skore a zivé poraz-

kové hmotnosti. Na druhou stranu se v praci Clempsona (Clempson ez a/, 2011) tyto asociace

nepodafilo potvrdit stejné jako to nepotvrzuji pfedkladané vysledky této prace.
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Clempson (Clempson ez al., 2011) ve své studii zkoumal vliv polymorfismu UASMS?2 ve
vztahu k reprodukei a zabfezavani jalovic. Zjistil, Zze jalovice s genotypem TT maji horsi
plodnost nez jalovice s genotypy CC a CT. Zaroven prokazal, ze zvifata s genotypem TT
potiebuji k zabfeznuti vice péce nez heterozygoti CT. Pouze 11 krav z celkového poctu 205
kusu se otelilo. Zvifata s genotypem TT v polymorfismu UASMS1 mela vyssi plodnost nez
homozygoti TT v polymorfismu UASMS2. Clempson (Clempson e# al,, 2011) dale prokazal,

ze je slaba asociace mezi UASMS?2 a zacatkem lutealni aktivity.

Jak bylo vyse zminéno, obsah intramuskularniho tuku u skotu je polygenni vlastnost.
Proto se prukaznost nemusela projevit pii asociacni analyze, nebot’ mize byt ovlivnéna vice
geny ¢i polymorfismy a polymorfismus UASMS2 m4 samostatn¢ jen maly vliv. Vysledky této
prace mohou byt téz ovlivnény typem chovu, prostfedim ¢i krmnymi davkami. Tyto aspekty
chovu vybranych jedinct nebyly zahrnuty ve vstupnich datech, a proto nemohly byt zohled-
nény v asociacni analyze. Ale je znamo, ze okolni prostfedi ma vliv na fenotyp. Dalsim fak-
torem, ktery mohl ovlivnit vysledky, muze byt i plemenna pfislusnost. V této studii se jednalo
o plemeno Cesky strakaty skot. V jinjch srovnavanych studiich se pracovalo s populacemi

jinych plemen, proto vysledky mohou byt odlisné.

Na tuto praci lze navazat studii, kterd by zkoumala spolec¢né pusobeni vice kandidatnich

genu a polymorfismu ovlivigjicich kvalitu masa IMT a mramorovani u skotu.
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8 ZAVER
Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zvladnuti techniky a provedeni asocia¢ni ana-

lyzy polymorfismu UASMS?2 v genu leptin s parametry kvality hoveéziho masa a ukladani

intramuskularniho tuku.

Dalsim cilem prace bylo uréeni sekvence genotypu polymorfismu UASMS?2 a provedeni
statistického zhodnoceni mezi zjisténym genotypem a ukazateli kvality masa. Statistické vy-

hodnoceni bylo provedeno za pomoci softwaru SAS.

Byla provedena reserse literatury s ohledem na vybrané geny s vlivem na intramuskularn{
tuk a mramorovan{ u skotu. Z literatury vyplyva, ze vliv na ukladani intramuskularniho tuku
maji geny DGAT1, TG, SCD, FABP 4 a LEP. Z vybranych zdroji nebyl zjistén vliv jinych
gent. Tato prace byla zaméfena prevazné na vliv genu leptin a polymorfismu UASMS2 na
mramorovani. Gen DGAT zvysuje mlé¢nou produkei a obsah tuku v mléce. Gen TG napo-
maha rastu a diferenciaci tukovych bunek. Potlaceni aktivity genu SCD vede k akumulaci

kyseliny stearové v hovézi tukové tkani, coz zpusobuje zvyseni tvrdosti tuku. Gen FABP 4

,oeqe .

Gen leptin reguluje pifjem krmiva, vydej energie, plodnost, rozmnozovani a reprodukeci,
produkci mléka, imunitn{ funkce, konverzi krmiva a energetickou rovnovahu. Hladina lepti-
nového sera ovliviiuje vlastnost masa jako napifklad mramorovani, vysku hibetniho tuku,
ledvinového tuku, panevniho tuku a srde¢nfho tuku. V genu leptin bylo popsano 5 SNP.
V exonu 2 byly popsany 2 SNP (E2FB, E2JW), v exonu 3 byl popsan 1 SNP (A59V) a
v promotoru byly popsany 3 SNP (UASMS1, UASMS2 a UASMS3). Vliv na ukladani intra-

muskularniho tuku byl zjistén u polymorfismu UASMS2.

Na populaci 170 byka byla provedena asociacni analyza. Ve sledované populaci se vysky-
tovali byci plemene Cesky strakaty skot. Cilem asociaéni analyzy bylo potvrzeni nebo vyvra-

ceni asociace mezi polymorfismem UASMS2 a mramorovanim u skotu.

Byl proveden vypocet frekvenci genotypti a alel v polymorfismu UASMS?2. Ze ziskanych
hodnot byl proveden test genetické rovnovahy dle Hardy-Weinbergova zakona a x2. Vypo-
¢itana hodnota byla porovnana s tabulkovymi hodnotami a bylo zjisténo, ze hodnota je vyssi
nez 5. stupenl volnosti pro ob¢ hodnoty (0,01 a 0,05), coz znamena, ze je prikazny rozdil
mezi porovnanymi a ocekavanymi cetnosti, a proto byla nulova hypotéza zamitnuta. Zna-

mena to, ze populace pro dany lokus neni v genetické rovnovaze.

-60 -



Tato prace dale zkoumala vliv polymorfismu UASMS?2 na vice znaka vztahovanych ke
kvalité hovéziho masa. Zkoumanymi znaky byly: susina, IMT, N-latky, popeloviny, vaznost,
barva, pH a remise. Vysledky asocia¢ni analyzy neukazali zadny prukazny ¢i vysoce prukazny
vliv polymorfismu UASMS2 v genu leptin na intramuskularni tuk. Tento vysledek se nesho-
duje s vétsinou odbornych studii. Naopak se shoduje s vysledkem studie provedené
Clampsonem (Clampson e al, 2011), ve které také nebyl prokazan vliv polymorfismu

UASMS?2 a ukladani intramuskularniho tuku.
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