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ABSTRAKT

Tato diplomova prace zpracovava problematiku vdighbmarkeru TG5 genu
TG a jeho asociaci k intramuskularnimu tuku a magulimasa u skotu. Nahogny-
brana populace, pouZzita pro testovani polymoriishyla sloZzena z 237 jeditagbyk)
plemeneteského strakatého skotu &gt ¢ceskych chou. Polymerazovédetézova reak-
ce byla pouzita pro amplifikaci fragmenfiG o velikosti 545 bp. Po amplifikaci by-
ly fragmenty Stpeny restrikni endonukledzoBstyl. Pro owieni gitomnosti PCR
produktu a k identifikaci velikosti fragmeénpo S€peni byla pouzita horizontalni agaro-
sova elektroforéza.Poté se u populace vymila absolutni a relativni frekvence alel
a genotyfl, kdy na zakladl vypaita byla zjiS&na vysoka frekvence alelly (25,98%).
Na zawr této prace se provedla asdcinanalyza, kdy nedoSlo k prokazani vlivu poly-
morfismu C422T v 5'promotorové oblasti v genG na marbling a IMT, ale naopak
byl zjiSttn prikazny vliv (p<0,05) polymorfismu na obsah kyseliayrové (C12:0).
K prikaznosti se blizila kyselina timnodova a pH masa.

Kli ¢ova slova:skot, IMT, kvalita masa, SNP, MASG



ABSTRACT

The variability of the marker TG5TG gene and its association with
the intramuscular fat and marbling of meat in eattlas studied. Randomly selected
population, composed of 237 individuals (bulls)tibé Czech Pied cattle breed from
four farms in the Czech Republic, waschosen falinggolymorphisms. Polymerase
chain reaction was used to amplify a fragmenf@f545 bp in size. After amplification,
the fragments digestion was performed using théricBen endonucleasa3styl.

To verify the presence of the PCR product and émtifly the sizes of digested frag-
ments the horizontal agarose electrophoresis widisrpeed. The population’s absolute
and relative frequencies of alleles and genotypa® walculated. The calculations reve-
aled a high frequency of thE allele (25.98 %). In conclusion, statisticalanaysas
performed. As a result, the influence of C422T payphism in the '$)romoter region
of the gene on the@ and on the IMT marblinghave not been proven, louthe contra-
ry there was detected significant effect (p<0.08)alymorphism content on the region
of Lauric acid (C12:0). The results also reveal e@vidence of polymorphism having

influence on Timnodonic acid and meat pH.

Keywords: cattle, IMT, meat quality, SNP, MASG
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1 UVOD

Priblizné pred 10 — 8 tis. lety ip n. I. v horskych oblastechiqrni Asie doslo
k domestikaci prvnich ziat. Od této doby zal ¢lovek vyuzivat selekci pro Slechti
raznych vlastnosti. Selekce (podstata celé evolichypnou evoléni silou v Zadoucim
smeru nebo vyvojem fislusného plemen a je néjdzit¢jSim faktorem ovliviujici frek-
venci alel z geneticko - plemes&ého hlediska. five byly jedinci jenom selektovani
tzv. klasickymi metodami Slechti, kdy dochazelo k vyou na zaklad jeho fenotypu.
BohuZel tyto metody maji omezené moznosti a penaky, u kterych nelze odhadnout
genetické zalozeni je vybjedince touto metodou velmi nespolehlivy. Jedm@& naky
vyskytujici se naiiklad jen u jednoho pohlavi nebo znaky s nizkouitdlgilitou

(nag. reprodukce).

Chovatel se snazi poskytovat jedince s kvalitnimgproduknimi a zarove
i produkénimi vlastnostmi.  Studium  kandidatnich genna darovni DNA
genetickym markeéim je mozné vyuZit ip selekci zviat metodu MAS (selekce
s podporou markéjy. Polymorfismy genetickych markepomahaji k gesrgjSi optima-
lizaci selekce jedincna gislusny znak. Jedince s vhodnydéninevhodnymi genotypy
(dle pozadavk chovatele) Ize pomoci geneticko - molekularnichatiesnadno vyse-
lektovat. Nejvhod#Sim zpisobem pi selektovani jedinktje pro chovatele pouzit kom-

binaci sloZzenou z klasickych metod Sléchta genetickych markér
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2 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo provést as@miaanalyzu jednonukleotidového
polymorfismu markeru TG5 v genlG (thyroglobulinu) s parametry kvality h&xiho
masa (nap IMT, marbling masa). DalSim cilem diplomové prémdo zpracovat lite-
rarni @gehled k danému tématu zahrnujici &mny stav dané problematiky, vyznam
a metody studia, geny owviivjici ukladani a metabolismus intramuskularnihoutuk
u skotu, se zvlaStnim za&enim na charakteristiku gerliG (struktura, popsané poly-
morfismy a jejich asociace k uzitkovosti u hosps#gich zvfat) a jeho produkt.
V neposlednfadct provést zakladni metody molekularni genetiky (PRRI.P, horizon-
talni agarosova gelova elektroforéza)radem vybranych jediri¢c vytvorit databazi

na zaklad jejich genotyfi a vysledky statisticky vyhodnotit.
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3 LITERARNI P REHLED

3.1 Cesky strakaty skot
3.1.1 Charakteristika plemen

Cesky strakaty skot se&di mezi fivodni plemena& eské republiky a pttmezi
swtovou populaci strakatych plemen se shodnym fylegekym pivodem. Z dvodu
vynikajicich vlastnosti a Sirokym vyuzitim je plemgerozsfené na vSech kontinentech.
V CR se nachéziiiplizné jedna polovina populace z celkového stavu wsshovny
cil je p‘redevsim zawten na kvalitni produkci masa a mléka. V &msné dob je snaha
u ml&né uzitkovosti dosahnout 6000-7500 kg mléka s arsabilkovin nad 3,5 %
a u masné uzitkovosti jateou vye€znost nad 58 % sfmérnym dennim fHrustkem
nad 1300 g. Tyto pozadované parametry jsou dosalyov&valitnich chovech. Poza-
davky nacesky strakaty skot jsou sifovany na kombinovanou produkci,iesdini
az &tsi €lesny ramec, harmonicky zetjgek a dobré osvaleni. Chovna uZzitkovost,
zdravotni stav, pravidelnd plodnost, vitalita tektadné porody, miéa Zlaza a kon-
verze krmiva jsou ilezitymi prvky pro hospodarny chov (Susti 2008).

3.2 Masna uzitkovost
3.2.1 Charakteristika

Masna uzitkovost p&Etmezi vyznamné uzitkové vlastnosti skotu a je (sge-
ta, steji jako ml&na uzitkovost, s jeho reprodukci. d@b telat, ktera ma chovatel
k dispozici pro vykrm, udava mnozstvi vyprodukovamgat&ného skotu. Nizk& plod-
nost u uniparniho skotu a porazkova hmotnost js@uthdavni faktory, které ovliwiji
celkovy objem vyprodukovaného skotu chovatelem. iNeEna zvfata seadi nejen
vykrmena zviata (byci), ale i vyselektovana rafa nevhodna k dalSimu chovu (kravy).
Masna uzitkovost je hodnocena na zaklgatené hodnoty a vykrmnosti (Chladek
2005). Z tohoto dvodu je z#azovana mezi kvantitativni genetické vlastnostiziva
v pribéhu ontogeneze ovliwje realizaci genotypu a vyslednou produkcidafeh zvi-
fat. Maso dle $kové kategorie a druhu obsahuje 10-25 % bilkoviB,% mineralnich

latek, 25-55 % suSiny, 15-45 % tuku a vitaminy B.g&Energetickd hodnota 1 kg masa
13



(v zavislosti na obsahu tuku) je 6,3 — 12,6 kJndtamického hlediskalo skotu tvdi
15-30 % pojiv. tké, 50-60% sval. tkif a 2 - 20 % tuk. tké(Hrouz, Subrt 2007).

3.2.2 Maramorovani masa:

Spotebitelé v sotasné dob jsou si stale vice domi vztahu mezi vlastnim
zdravim a stravou. Diky tomu se zvysil zajem sgluiteli o zji¥ovani nutrénich hod-
not potravin. U hosziho masa je zvySena pozornost 2@mna na obsah lipig zejména
na omega-3 polynenasycenym mastnym kyselinam (Pl&eRjugované kyselinlino-
lové (CLA) a nasycenym mastnym kyselinam (SFA).&8thi pozornost jeémovana
intramuskularnimu tuku a vztahu mastnych kyselkvaitativnimi parametry masa
(Scollanet al. 2006). SFA znéné ovliviwuji zdravotni stav lidi, protoze nadmy pri-
jem tchto kyselin v lidské stravzvySuje vyskyt cholesterolu v krevni plagmozvoj
aterosklerdzy, ischemické choroby sfdiea rakoviny (Wardaet al.2010). Mramorovani
masa se vyzri@aje jemnym rozd8lenim tuku ve svalové tkani a Uravevalové tkaws
je dialezitym faktorem prot&avnatost a chutnost masa (Herring 2012). W&hiho skotu
je po 12 ngsicich ¥ku viditelné ukladani intramuskularniho tuku a fpsth samotného
ukladani se zvySuje od 15.¢sice az do 24. &sice. Poateni vznik viditelného IMT
fizen prostednictvim adipocyi v kombinaci s poklesemistu svaloviny. Na zaklad
vyzkumi ma mramorovani masa negativni dopad na obsah vbilke mase
(Leeet al.2010). Mezi kandidatni geny, které jsou odgne za mramorovani masa,
pafti nag. tyreoglobulin TG), leptin LEP), stearoyl -CoAdesaturaz&CD), diacylgly-
cerol O-acyltransferaza 1DGATJ). (Ripoliet al. 2010). SloZzeni mastnych kyselin
v tukoveé tkani je dlezitym faktorem, ktery zra¢ ovliviuje kvalitu, barvu, wuni
a kkehkost masa. Za slozeni mastnych kyselin jsou adjm@ nasledujici genaCD,
SREPB-1a v neposlednfacé gen FABP4 (Mannen 2011). Udznych plemen skotu
existuji podstatné rozdily v mramorovani masa. tdbiiita se pohybuje v rozmezi
0,13-0,88 se #edni hodnotou ifiblizné 0,45. V disledku hraje samotné mramorovani
masa dlezitou roli @i vybéru vhodného plemene i za podminek, Ze vztah mravaaio
s jinymi vlastnostmi neni konstantni. \tpopulace (jedint) maZze kladri ovliviiovat
tento znak bez nasledného zvySovani podkozniho auez negativnichcinka ovliv-

nujicich kostruwti samotny vykrm skotu. Hodnota podkozniho tuku bynéla byt brana

14



jako predikator pro hodnotu mramorovani masa, gefenotypova korelace mezt
mito dwma znaky se bude blizZit k nule ét$iny plemen skotu a genetickd korelace
mezi mramorovanim a podkoznim tukem je vysSi. HodnbsloZenida ultrazvukem
poskytuje dlezité informace, diky kterym lzagdvidat mramorovani masa jéate
upravenéhodta telat, vykrmného skotu a takeé zjistit genetiglotencial pro tuto vlast-
nost u chovnych jedific V sowasnosti jsou vyuzivany kom#i genetické testy

na zji¥ovani genotyp kandidatnich gehmasné uzitkovosti (Herring 2012).

3.2.3 Metabolismus lipidi:

Lipidy, ziskané z potravy nebo acetyl-CoA vznikljynthesou de novo
ze sacharitl, jsou zdrojem mastnych kyselin s dlouhjgitzcem. Mastné kyseliny mo-
hou byt ve tkanich esterifikovany na acylglycereba oxidovany na acetyl-Co/ ¢
oxidaci), gicemz hlavni energetickou resenieg@stavuje triacylglycerol (tuk).

[ -oxidaci produkovany acetyl-CoA se upilae ttemi zpisoby:

1. Cestou citratového cyklu je Acetyl-CoA, vznikly zacharid, uplné
oxidovan na HO a CQ. Uginnym tk&iovym metabolickym palivem
jsou mastné kyseliny, které poskytuji vyznamnou r@gine
jak v citratovém cyklu, tak i B-oxidaci

2. Pro cholesterol a jiné steroidy je zdrojem uhlikdwvatoni

3. Za jistych okolnosti (ndp hladoni) se v jatrech tvd ketolatky, které
jsou tk&ové palivo rozpustné ve véd stavaji se vyznamnym zdrojem

energie (Mayes 1998).
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Obr. 1 Prehled metabolismu mastnych kyselin znérgici hlavni metabolické drahy
a jejich koncové produkty. Ketolatkyigrstavuji acetacetat, 3-hydroxybutyrat
a aceton (Murray 1998)
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3.3 Genomika

3.3.1 Struktura genomu

Genom ukitého organizmu je veSkerd genetickd informace (PNAoZena
v jadre buiky (u rekterych vifi v RNA). Fesrgji se jedna o jednu sadu chromozgm
u kterych je popsana kompletni sekvence DNAF. (pedna ze dvou sad
v kazdé somatické lige diploidniho organizmu). Na zaktadnalosti o strukite ge-
nomu eukaryot se rozviji studium genomu u hosfsiygh zvfat. Genom, v fipact
eukaryot, lze roz#it na mimojaderny, ktery je tien DNA sekvencemi
v semiautonomnich organelach, mitochondriéctplastidech a jaderny tveny geno-
mickou DNA. Genom savcje sloZen z kédujicich a anonymnich nekédujich DéeA-
venci geid. Kolem 95% genomu hospad@iych zvfat tvai nekddujici sekvence DNA
a zbylych 5% je tvieno strukturnimi geny nesouci genetickou inform@ao syntézu
polypeptidovychiettzci. Na chromozomu ma anonymni nekddujici sekvencazdyk
gen \tSinou specifické misto tzv. lokus. Retrotranspgzarntranspozony jsou vyjim-

kou z divodu pohyblivych sekvenci (Hruban, Majzlik 2000).
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Obr. 2 Schematické znazo¥ni struktury genomu (Urban 2013)
zdroj: http://luser.mendelu.cz/urban/vsg2/dna2/getmy.
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3.3.2 Mapovani genomu

Na zaklad vazbové skupiny lze @it lokalizaci ugitého genu v chromozomu.
Pokud se analyzovany gen nachazi ve ¥azben. markerem, ie dojit k uéeni (-
sluSnosti witého genu, ktery odpovida vazbové skdpiNyuzitim aneuplodii nebo
cytologicky detekovatelnych chromozomovych aberael zjistit gesné umishi uri-
tého genu vfslusné vazbové skumin Kruhové chromozomové mapy jsou
u chromozom tvorenych cirkularni DNA (prokaryonta), zatimco lineé&ahromozo-
mové mapy jsou u chromozdneukaryont. Pomociibodového testu seduje paadi
a relativni vzdalenost génna chromozomu. Podil rekombinant vyjag relativni
vzdalenost a silu vazby dvou genKonstrukci genetickych map, kde dochazi
k zobrazeni sekvence nukledtid/ genech, umaitlji metody molekularni genetiky.
Hybridizace DNA, restri&ni analyza a sekvéni analyza pdt mezi nejpouziva¥)si

metody pro sestavovani genetickych map (Bédhal.2006).
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3.3.3 Genom skotu

V sowasnosti je k dispozici rozsdhla geneticka mapaesiaze sekvenciiz-
nych plemen skotu, kde je zohiewano progsedi. V Mammalia po mysi, kryse
aclovéku ma skoftctvrty dolre zmapovany genom z hlediska anonymnich DNA poly-
morfizmi a geti. Diky snadné dostupnosti velkého mnozstvi &arvelikosti genomu
bylo mnoho gef poprvé izolovano pravu skotu. V dnesSni débse v genové bance
nachazi vice jak 3300 sekvenci. Genetickd mapaui gkopokryta z 95% anonymnimi
makery. Karyotyp skotu se sklada z 1 paru pohldvelromozom a z 29 paru auto-

zomi. V roce 1994 doslo kipéteni prvni vazbové mapy (Barendseal. 1997).

Roku 1997 Barendset al. zverejnil vazbovou mapu pokryvajici 95% genomu
skotu s celkovou velikosti genetické mapy, kterdabgtanovena na 3532 cM
(bez ohledu na pohlavi). Velikost genomu v zavisloa pohlavi spg&iva v rozdilu dél-
ky autozomalni mapy, kdy safhimapa odpovida velikosti 3765cM a sdnmapa
3567cM. Rozdil mezi atma pohlavim tedgini 58cM (Barends te al. 1997). Délka
lidské mapy (3699cM) je velikosthpodobna délce vazebné mapy skotu (Gya-
payatetal. 1994, Hudsoret al. 1995), avSak abtyto mapy jsou #Si nez vazbova ma-
pa mysi (1500cM¥i prasete (2000 cM) (Barendsteal. 1997). Konéna verze kompa-
rativni mapyc¢lovék-skot, byla zvéejnéna v roce 2005 a genoiovék-skot je z 91%
shodny. Pimérna hustota markérbyla stanovenaiblizné od 0,7 - do 1,8 markeru /
Mbp (Windet al. 2005).

V prosinci 2003 na MedicineSequencing Centre, USdyston a BaylorCollege
doSlo k prvnimu sekvenovani genomu skotu. Po r66d 2loslo k zviejreni, ve vSech
piistupnych databazich, prvniho osekvenovaného kdamcegenomu. Naklady
na mapovani byly odhadnuty na 53 miliodolari a podilelo se naém nékolik mezi-
narodnich skupin (CSIRO Australia, NationalHumam&@wee, Genome Canada, Re-
search Institute aj.). Krava plemene hereford LInbette 0144 se stala prvnim osek-
venovanym jedincem. Pogdse snahou odhalit meziplemenneé rozdily byla sekwva-
na i dalSi plemena n&pabrdeen angus, limousin, holStynsky skot. (Qeicél. 2004;
Hocquetteet al. 2007). ,,Boving Genomic Sequencing Initiative“l mroce 2004 Gib-
semet al. zvaejren jako cil nasledného sekvenovani genomu skotubl&st bioche-

mie, endokrinologie, vyzivy a reprodukce je mozoet skot jako modelové 2@ pro
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lepSi pochopeni lidského zdravi a pro celkové ppehblidského organismu (Wiret
al. 2005).

3.4 Genetické markery
3.4.1 Charakteristika

Geneticky marker je snadno detekovatelny, vysodenparfni znak vykazujici
mendelistickou kodominanti¢dicnost. Molekulara genetické markery mohou byt
v libovolném ¥ku jedince (¢etrg embryi nebo po smrti jedince) typovany z velmi ma-
lého mnoZstvi tk&% jsou pdetné a lze se také k analyze opakaévamacet
i po nekolika letech (archivace DNA) (Knoll, Vykoukalov@®@2). Genetické markery
se rozdluji do i skupin: markery 1., 1. a lll. typu (O’ Brieet al. 1999).

3.4.2 SNP - single nucleotidepolymorphism

SNP jsou jednoduché bodové mutace v sekvenci genaienazié bialelického
charakteru, zastoupené v hojnénxtpov celém genomu. SNP se mohou vyskytovat
v intergenovych regionech (regiony mezi geny), dlécich a v nekodujicich oblastech
genu. Aminokyselinova sekvence proteinu, ktery jedpkovan, nemusi byt v rdmci
vyskytu SNP v kodujici sekvenci nikterak pagmn. V ramci kodujici sekvence
se vyskytuji dva typy SNP a to synonymni a nesynoriy Nesynonymni SNP dokaze
zmenit sekvenci aminokyselin proteinu, zatimco synonymema zadny vliv na protei-

novou sekvenci (Charoensoekal.2013).

3.4.3 MAS - Selekce s podporou markek

Genetické markery slouzi pro lepSi odhad genetmkpbtencialu jedince.
K detekci specifickych DNA variant asociovanych ankrétnim znaku mezi jedinci
se pouziva metoda MAS (Van Eenennaam 2005). Potétdi metody je fevazr

u znaki viditelnych az po porazce (napnramorovani masa). Genetickou pemivost
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zpasobuji markery, které jsou v blizkosti spojeny Byge VyuzZitim markei
je zvySovana efektivnost Sleéht zvirat (Jakubecet al. 2003). Pro pouZiti metody
MAS je dilezité mit podrobné znalosti o alelach g§@nzandtit se jen na konkrétni ob-
last zamu. Oproti &nym seleknim progranim je p@inos metody jedevsim
v neustalém zvySovani setekho efektu (Eggen 2012). Genetické markery proygen
(tzv. kandidatni geny) i genetické markery pro Qmbhou byt vyuZity v selakich
programech (Williams 2005). Snizovani inbreedingumvadt selekci uvnit rodin
a zkraceni genetaiho intervalu pdt mezi Fednosti této metody. ¥eni podilu pro-
menlivosti vyswtlené markerem, stanoveni vazbové mapy (8wadzdalenost a padi
geni), detekce markeru a identifikace jedineyuzitych ve Sleckni je zakladnim po-
stupem metody MAS (Van Eenennaam 2005).
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3.5 Vybrané kandidatni geny masné uzitkovosti
3.5.1 TG - Thyroglobulin

Glykoprotein  thyroglobulin  je  prekursorem  thyroidni hormor
T3 (triiodothyronin) a T, (thyroxin), které hraji f diferenciaci a vzniku tukovych bgk
dulezitou roli (Granned998). Tento gen je povazovan za kandidatni geropsah in-
tramuskularniho tuku. Ukladani intramuskularnindkutua vyvoj tukovych bugk
je v blizkém vztahu s intenzitou metabolismu, kberovliviiuje hladina tyroxinu

a triiodothyroninu (Mearst al.2001).

Centromerick&a oblast chromosomu 14 (BTA14) bylaal@ovana pro gen thy-
roglobulin, ktery koduje fiblizné 8,7 kbm RNA. GeT G je sloZzen ze 7 exdra 46 in-
troni a diky tomu jefazen mezi netSi eukaryotické geny, protozZe cely lokus zabira
vice nez 200 kb. Samotna velikost genu odpoviddps0z 2731 AMK je sloZen jeho
vysledny protein (Barendse 2005). Exon 9 (1 101abfp (588 bp) p#tmezi nejetsi
exonyTG genu, zatimco ostatni exony maji velikosblizné od 63bp do 240bp. Intron
41 (62,4kb) a 45 (32,4 kb) jsou n&$i introny tohoto genu (Ensemble 2015).
V 5" promotorové oblasti genu se vyskytuje mutac22J4(Houet al.2012).

Barendseet al. (1997) ve své studiiipzkoumani 264 jedinc (plemeno angus,
shorthorn) objevil C/T substituci v DNA sekvenciogice 537 bp) MG genu
a metodou SSCP pro dany SNP polymorfismus identifik2 alely. Alela ,3" definuje
alelu T (-537bp, GATT), zatimco alela "2" definwgielu C (GATC). Na zakladje-
ho vyzkumu a vysledkbyl zjiStn vztah genotypd’ G5 a marbling skére, kdy vyssiho
az vysokého marbling skore dosahovakegevsim homozygotni jedinci 33 (P<0,05).
Z této a poz#si studie, ktera byla provedena také Barendseml. (2001), bylo od-
hadnuto, Ze vysledny marbling fenotypiegstavuje 6,5 % genotypu TG5 a jedinci
s genotypem 22 a 23 dosahovali urpéru nizSich hodnot nez jedinci s genotypem 33.
Ostatni ukazatelé masné uzitkovosti na zaklgaledki nejsou nikterak ovlivény C/T
polymorfismem VIG genu. Vztah alelyf s vyS8§im marbling skére potvrdil Barendse
et al.v roce 2004Hou et al.(2011) identifikoval v 3’"UTR oblasti 6 novych SNBlyp-
morfismi, které jsou v asociaci s marbling skoére (T433Gp4K3, G392A, A430G,
C362T, A400G). V satasné dob, pro testovani marblingu u skotu, je mozné zakoupi
na trhu komemé dostupny GeneSTARMarbling test (Barendse 20011a).zEklad
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vysledki testu jsou jedinci ozeani bul’ CC — 0STAR, CT — 1STAR, TT — 2STAR
nebo pomocitzného potu hwzdicek podle preferovanych alel (Rincketr al. 2006).
Vliv TG5variant na mlénou uzitkovost nebyla prokazana, i kdyz v centrockérob-
lasti BTA14 byl lokalizovan QTL vztahujici se k mifé produkci. Studie byla prove-
dena na 1279 jedincich holStynského plemen (Kahéi.2007).

Obr. 3 Chromatogram vykazujici sekwar variace na pozicich 354 (T354C), 362
(C362T), 392 (G392A), 400 (A400G), 430 (A430G), 43333G) v 3'UTR ob-
lasti genuT' G (Houet al.2011)

|
— |
- I ———

MNormal ACATGACT TGAGCGACT AGACGCCAA

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

3.5.2 LEP — Leptin

Primérre je gen pro leptin exprimovan v bilé tukové tkameguluje gijem kr-
miva, energeticky metabolismus, plodnost a imurfitnkci (Yanget al. 2007). Leptin
se podili na regulacélesné hmotnosti a na lepSiekkosti masa, ktera je zlepSovana
ne@imo pres obsah tuku a svoji terciarni strukturou se padamatopoetickému cyto-
kinu (Glaum ¢ al. 1996). Molekula leptinu (16kDA) je t¥ena 167 aminokyselinami
a mactyimistnou helikalni strukturuiplizne s 5-6 otékami (Sharifzadelet al. 2012).
Na zéklad pasobeni se stal gebEP kandidatnim genem pro kvalitu masa a kostry

(Chung ¢ al. 2008) Fri absenci leptinu dochazi u jedince k morbidni d@i¥eHormon
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v krevnim séru mé avformy: vdzanou a volnou. Vazana forma je vazangrageinovy

nosk, zatimco volna forma je biologicky aktivni (Barak996).

Obr. 4 Cinnost a sekrece leptinu (Vadactak 2015)
zdroj: http://www.nature.com/cmi/journal/v8/n3/figdb/cmi201075f1.html
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Gen pro leptin je u skotu lokalizovan na 4. chrooms v oblasti BTA4; 4932
(Sharifzadehet al. 2012). Velikostd odpovida 16 735 bp a je sloZzen z 2 intron
a 3 exofi (GenBank 2015). ieneseny do proteinu jsou pouze dva exony a v 2. a 3
exonu je obsazena kodovaci oblast leptifigemz exony jsou od sebe vzdaleny 2 kb
dlouhym intronem (Zadworny, Kuhnelin 1990).

Leptin hraje dlezitou roli v procesechistu. V 2. exonu byla identifikovana
zanena thyminu T) za cytosin C). Ve 3. exonu bylo nalezeno 6 SNP, které nemaji vl
na kdédovanou aminokyselinu. V exonu 2. doSlo k @@&@maminokyseliny cystein
za arginin. B studii 154 byk v Kana@& bylo prokazano, Ze alel@ je spojovana
s vysSimi hodnotami tuku (Kononoft al. 2005). Schenkeét al. 2005 ve své studii
prokazal minimalni vztah aleljy s mramorovanim masa. Woronukad (2012) (i své
studii zjistil, Ze alelal’ ma vliv na rychlost ukladanitbetniho tuku a na délku vykrmu.
Pro dosazeni 12 mnitbetniho tuku pdebuji jedinci s genotyperiT 38 dni,CT 42 dni
a CC 45 dni. Barendseet al. 2005 ve svych vysledcich nepotvrdil vztah alely

T k celkové hodndtjateiné upravenéhodta.
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3.5.3 GH - gen nistového hormonu

Rastovy hormon je tviien linedrnim polypeptidem o 191 aminokyselinach spo
jenych dvma disulfidovymi niistky (Granner 1998). Svoji funkci se zapojuje
do metabolismu, tistu a fyziologickych procés Gen proGH byl na zaklad svych
funkci navrzen jako kandidatni gen pro vlastnogtjené s produkci a kvalitou masa.
Spol&né s genem proGHR (receptor #istového hormonu) sobi fistovy hormon
na neonatalni a fetalni vyvoj osteobilaatmyoblasi (Stasioet al.2002). Proteosyntéza
strukturalnich bilkovin je ovlivéna bovinnim #istovym hormonem, ktery urychluje
prinik aminokyselin do butk a tim dochazi k rychlejSimu danéni aminokyselin
do bilkovinnych molekul. Mezi jeho dalSi funkce ipatvySovani hmotnosti kosternich
svali (Ledvina 1993).

Na 19. chromozomu byl u skotu lokalizovan géistového hormonu, ktery
je slozen z5 exana 4 introm (Lee et al. 2013). Tento gen sekvenoval Gordan
al. (1983) a Hedigeet al. (1990). Transkripni délka toho gendinni 1,7 kb. U skotu
bylo vypozorovano &kolik mutaci. D¥ mutace jsou lokalizovany na 5. exonu. U prvni
mutace dochazi k nukleotidové substituci CTG/GTCLRA. kodonu a byly zde identi-
fikovany alely A a B. Tato substituce Zgobuje nahrazeni leucinu za valin. U druhé
mutace v tomto exonu dochazi k substituci ACG/AT&1iA2. kodonu charakterizujici
alelu C. Tato mutace Zjsobuje zminu threonin na methionin (Stasb al. 2002).

Zhanget al.(1993) lokalizoval mutaci na 3. intronu identifikeijdw alely C aD.

Ve své préci Di Stasiotal. (2003) odhalil v 3. intronu alelGH1° s frekvenci
0,842 a alelGH1° s frekvenci 0,158. Frekvence a@H" 0,72 aGH® 0,28 zjistil v roce

2002 Di Stasiet al.ve svém vyzkumu.

Tb. 1 Vlivdominance (d) a odhad genové substitugeng in vivo znaky
(Di Stasiet al.2003)

Parametry ristu o P d P
Hmotnost 5kg 1,04 0,72 -0,205 0,96
Hmotnost 7kg -0,169 0,96 -1,778 0,7
Hmotnost 11kg 0,333 094 -0,352 0,95
Denni grirastek -0,001 0,97 -0,004 0,8
VysSka kohoutku 0,112 0,76 0,358 0,47
Délka trupu -0,103 0,88 -0,53 0,54
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Obvod Hrudniku 1,021 0,14 0,362 0,7

Sitka kohoutku -0,069 0,53 0,077 0,53
Sitka beder -0,024 0,76 0,044 0,68
Tlou&’ka beder 0,037 0,64 0,078 0,47
Profil stehen -0,025 0,81 0,143 0,31

3.5.4 SCD- gen pro stearoylCoA desaturazu

Enzym stearoyl-CoAdesaturazatgpbuje peménu nasycenych mastnych kyse-
lin na jednoduché nenasycené mastné kyseliny (MUB&D ve spojeni s NADPH
cytochromu b5 a reduktazy z&tpmnosti molekularniho kysliku zavadi dvojnou vazb
(mezi atomy uhliku 9 a 10) do acyl-CoA (Ntambi 2pd3ochéazi k peméné palmitoyl-

a stearoyl-CoA na palmitoleoyl- a oleoyl-CoA. Pryntgzu triglycerid, fosfolipida
a cholesterolovych estejsou hlavnim substratem MUFA, které jsou vy&my pomoci
SCD enzymu (Keatingteal. 2006). SCD enzym jetteZitou sowasti endogenni pro-
dukce cis-9, -11 trans izomeru konjugované kyselinglové. (Barta et al. 2009).
Délka genuSCDu skotu odpovida velikosti 5331 bp a je lokalizovea 26. chromozo-
mu (Castillo 2010). Tento gen se sklada z 6 &ab introri (Ohet al.2011).

Campbell ¢al. (2001) ve své studii identifikoval osm jednoduchyetkleotido-
vych polymorfisnii (SNP). Tanigucheét al. (2004) ve své studii zkoumal SNPc.878T>C
sustituci, @i které dochazi k zemé aminokyseliny valin ) na alanin A). Vyzkum byl
proveden u japonskéhmerného plemene a byly zde identifikovany vSectihynbzné
genotypyAA, VA a VV. Svym vyzkumem zjistil, Ze tato mutace sniZuje béi intra-
muskularniho tuku (P<0,001) &ispiva k vysSimu % MUFA.

3.5.5 STAT5A- gen signélniho snimé& aktivatoru transkripce

STAT5A je skupina transkrimich faktofi, které zprosedkovavaji signaly
s prolaktinu atrstového hormonuSTAT5Aaktivuje transkripci gelhpro mig€né protei-
ny a je intracelularnim mediatorem prolaktinu (ikibsvski et al.2003).STAT5Ae také

hlavnim mediatoremastového hormonugsobici na cilové geny (Argetsinger, Carter-
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Su 1996). Tento gen se vyskytuje ve dvou izoform&ceh B, které se od sebe liSi kar-
boxylovym koncem molekuly proteinu a jsou kédovaamostatnymi geny. Gen byl
u skotu lokalizovan na pozici 19917 Na chromozonfl jdou také genySTAT3
aSTATS5Bgeny (Seyferet al.2000). Gen je sloZzen z 19 expikteré koduji 794 amino-
kyselin. Receptory pro glukokortikoidy a inzulimissynergeni £mito receptory. Tyto
receptory se navic mezi sebou vzajeénavliviuji (Lechneret al. 1997, Chenet al.

1996). GerSTAT5Ase vyznauje velkym mnoZzstvim polymorfisin

Ve sveé studii McCrackeat al.(1997) objevil SNP ve 12. intronu. Flisikowski e
al. (2003) studoval SNP u plemen polsky black and wfi¢/, n = 30), polsky red
(PR, n = 30), polsky white — back (WHB, n = 15)adblaise (Ch, n = 18), limuzin
(L, n = 16), redAngus (RA, n = 10), hereford (H7r16) a simental (S, n = 11). Geno-
typy CC a CT byly referegni. Pro identifikaci polymorfismu v intronu 6 a exo
7 v tomto genu byla pouZita metoda PCR-SSCP. Potaticimetody byla identifikova-
na substituce nukleofidC>T v poloze 6 853 v genBTAT5vV 7. exonu. Ve &ku 9.— 15.
meésial byla u heterozygd@t (CT) zjiStena nizSi hmotnost o 27,5 — 33,8 kg ve srovnani
s homozygoty €C). Homozygoti CC) byly také spojovani s vyznarémychlejSim fis-
tem a lepSi konverzi krmiva.¢cBem testu konverze ve 13. a 14&sici wku byl denni
prirastek 1,47 kg u homozygo{CC), zatimco u herozygdt(CT) ¢inil denni girastek
jen 1,26 kg.

3.5.6 DGAT1- gen pro diacylglycerol O-acyltransferasa

Enzym diacylglycerol O-acyltransferasa, ktery jedégany genemDGAT]

je dilezitym enzymem § syntéze triacylglyceriil GenDGAT1je kandidatnim genem
pro mnozstvi tuku v mléce a pro mramorovani masatd gen je sloZzen ze 17 exon
jeho délka odpovida 8,6 Kb a byl lokalizovan v cemterické oblasti BTA 14 v oblasti
QTL pro mnoZstvi tuku v mléce (Grisartt eal. 2001). Na zvySeny ob-
sah intramuskularniho tuku ve svam. semitendimosuma vliv diacylglycerol O -
acyltransferase. Snizena schopnost ugtvavalovy tuk a zastavena produkce mléka
u mysi zgsobuje nefunéni genDGAT1(Smithet al.2000).

26



Ve své studii Gisartteal. (2001) a Winteret al. (2002) identifikoval mutaci
v pozici 232 (K232A) nachazejici se v 8. exonu tohgenu a také zjistili, Ze tato muta-
ce ma vliv na mlénou produkci a obsah tuku v mléce. V mutaci K232dctdhzi
k substituci aminokyselin lysin/alanin. AlaniA)(v této poloze zvySuje obsah proteinu
a sniZzuje obsah tuku v mléce (Wintérag 2002). Naopak lysinK) v této poloze zjp-
sobuje zvySeni obsahu tuku v mléce (Kaapal.2004). GerDGAT1by mohl byt ge-
netickym markerem pro obsah intramuskularniho tukoase, protoZze hrajaikézitou
roli v syntéze tuk. V populacich plemene charolais (27ks) a v popahabolStynského
plemene byla sledovana mutace K232A s obsahemveilavalechm. longissimusdorsi
am. semitendinosuda zaklad vysledki vyzkumu néla tato mutace vliv jen na obsah
intramuskularniho tuku . semitendinosusiomozygotni jedinciAA) a heterozygotni
jedinci (AK) meli v obou svalech nizsi obsah intramuskularnihaitafroti homozygot-
nim jedindm (KK). U plemene charolais bylo celkowiz8i marbling skére nez u jedin-
ci holstynského plemene (Thalletral. 2003).

3.5.7 IGF - gen pro inzulinu podobny nistovy faktor

IGF-1 (inzulinu podobnyirstovy faktor ) je jednitzcovy polypeptid tvieny
70 aminokyselinami. Signalni drahy IGF zahrnujikkoa dvou ligand (IGF-1, IGF-II),
tiéi burgénych povrchovych receptbr(IGF-IR, IGF-IIR, IR) a Sesti vysoce afinitnich
vazebnych protein (IGFBP), kdy vSechny v kombinaci hrajiildzitou roli v ristu
a vyvoji (Liu et al. 1993). Pro plodnost a masnou uZitkovost je &R povazovan
za kandidatni. Protein, tieny timto genem, ma podobné vlastnosti jako inzalfadi
se mezi dlezité faktory ovliwujici nékteré metabolické pochody (Gat al. 2001).
Na zéklad vyzkumi je mozné, Ze tento gen owuije konverzi krmiva a obsah liboveé-

ho masa.

GenIGF je u skotu mapovan v nekdédujici oblasti 5. chrodmoaz (Moodyet al.
1996). Ve 4. intronu se nachd@F 1/Nru | polymorfismus (Hinesteal. 1998, Ge tal.
2001, Szewczukt al.2011). Alelické variantyA a B byly vypozorovany u tohoto genu,
kdy jedince s genotypemB charakterizuje jeden resttiki fragment o délce 249 bp,
jedince s genotyperAA charakterizuji dva restrtki fragmenty o délce 23 bp a 226 bp
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a heterozygotni jedin@B jsou charakterizovantémi fragmenty o délce 23 bp, 226 bp
a 249 bp.

Jedinci s genotypedB (telata) vazila o 12,31 kg mé&nez jedinci s genotypem
AB. Na zaklad téchto vysledku Ize vigt vztah mezi genotypy gedGF a ristu, ktery
muze v rané fazi ovlivnit fijem krmiva (Szewczulkt al.2011). U plemene angus byla
zjisténa frekvence alel 0,64 aB 0,36 (Ge eal. 2001). Vztah mezi jat&¢ upravenym

télem a timto polymorfismem nebyl prokazan.

Tab. 2 Asociace mezi parametrygstu a genotypy geniGF (Chung, Kim 2005)

Genotyp AA AB BB

Porodni hmotnost 23,46+1,41 22,85+1,38 22,38+1,50
Hmotnost ve 3. nésicich 70,72+6,71 75,05+5,06 62,74+4,46
Hmotnost v 6. mésicich 124,56+11,31 128,72+7,01 123,62+7,53
Hmotnost ve 12. nésicich ~ 186,52+18,09 191,33+11,02 189,62+12,65

Denni prirastek 0,51+0,07 0,52+0,06 0,52+0,06

3.5.8 MSTN - myostatin

Myostatin je fistovy a diferencini faktor (GDF8), ktery pét do rodiny trans-
formujicich Kistovych faktoii. Tento gen fisobi jako negativni regulator kosterni sva-
lové hmoty, také inhibuje diferenciaci myoblastamezuje tvorbu svalovych myofibril
u embrya (Gonzalez-Cadavietda. 1998) a paf mezi vyznamné genetické markery.
Svoji pritomnosti zvySuje #lehkost masa, porodni hmotnostieté, procentoékkych
porodi, snizuje podil mramorovani masa a redukuje poxfitamuskularniho tu-
ku (Karim et al. 2000). McPherronteal. (1997) ve své studii u mysi poprvé detekoval
deleci myostatinu u kterych dochazelo k hyperplézérist patu svalovych vidken)

a hypertrofii (zvySené velikost vlaken). V prenatai v postnatalni fazi se myostatin
vyskytuje v kosternim svalstvu. U skotu se tatdane, zjisobujici tzv. dvojité osva-

leni, BZne¢ vyskytuje u plemene charolais, piemontese a bedgroodrobilé. Dvojité
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osvaleni je zfisobeno zvySenym ptem svalovych vlaken, kdy dochazi k istu sva-
lové hmoty v mnohaffpadech az o 40%. U skotu se na rozdil od mySikygpiSe
mnozi, nez z&sSuji (McPherron, Lee 1998). U skotu bylo identfildno 9 SNP poly-
morfismi, ale jen 5 SNP polymorfisim vyskytujicich se v kédujici sekvenci,tigobuji

naruSeni funkce protein (hyperplazii). Ostatni 4 SNP polymorfismy, vyskitu

se v intronech, Zjsobuji svalovou hypertrofii a inaktivuji proteinr@et ¢ al. 1998).

U skotu je lokalizovan gen myostatin na 2. chronmoza je sloZzen ze 3 exin
a 2 introrii. Prvni exon svoji velikosti odpovida 506 bp. Svalohypertrofii zgisobuje
11 bp v kédujici sekvenci pro C-koncovou doménuginu (Grobetet al 1997). My-
ostatin ma u kazdého masného plemene jinou chaistidkou mutaci. Ve 3. exonu se
mutace vyskytuje u belgického modrobilého plemé&dg,dochazi ke zkraceni proteinu
v disledku delece 11bp v pozici 821. Tato mutace jgvéra nt821(dell I)U plemene
charolais se mutace vyskytuje v 2. exonu a u plenpggmontese v 3. exonu (Grobert e
al. 1998).

Alela MH je spojena se zvySenou porodni hmotnosti (0 2,4k@stym vysky-
tem €Zkych porod, vyrazré ovliviuje hmotnost ja¢ upraveného éta, zvySuje
hmotnost &la pii pordzce (0 14 kg), zvySuje produkci syadniZuje obsah intramusku-
larniho tuku v mase a ve svalu sniZuje obsah naggbemastnych kyselin. (Weinet e
al. 2002).

3.5.9 MyoD rodina

V embryonalnim vyvoji tvorbu svalovych vidken oviiyje genova rodindyoD
a kazdy gen z této rodiny mé&i pvyvoji svali danoucasovou expresi (Buckingham
1992). Také u svalovych vldken ovladaji jejich tmora postnatalni zrani a funk-
ci (Te Pas, Visscher 1994). V kosterni svalévkdduji tyto geny zakladni helix-loop-
helix. GenyMYF3 MYF4, MYF5aMYF6 jsou obsazeny v genové rodiNlyoD. Geny
byly stanoveny jako kandidatni geny pro vlastnosisa u skotu (Gazdovaa. 2006).

Na 15. chromozomu u skotu byl lokalizovan g&tiYF3 ktery je slozen
z 3 exori 0 velikosti 629 bp, 250 bp a 75bp (Changake 1995). Na 16. chromozomu
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byl lokalizovan geMYF4, ktery @i zméné struktury nebo odchylky v expresi owuiivje
proces diferenciace bgk a tim i kvalitu masa (Buckinghaet al. 1992). V oblasti
502.5 na 5. chromozomu byl lokalizovan géMF5 (Soumillion & al. 1997).

Zhang ¢ al. (2007) ve sve studii ginskych plemen skotu jixian a nanyang ne-
zjistil Z&dné statisticky vyznamné rozdily mezi gy AA a BB, ale u plemene qin-
chuan s genotypemBB byla vypozorovana nizsi vySka viki a v kohoutku oproti je-
dincim s genotypenmAB. VysSi procento svaloviny v jateé upravenémde a vyssi
obsah intramuskularniho tuku vykazuji jedinci sa@gpemBB. Zatimco vysSi hmot-

nost v kyt vykazuji jedinci s genotypemA (Kury e al. 2002).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Zvirata

Zdrojem genetického materialu pro genotypizaci fgtiinci plemeneCeského
strakatého skotu z vybranych cliov Ceské republice. Genotypovano bylo celkem
237 jedind@, a to z 5 choi. chov 1 (155 ks), chov 2 (3 ks), chov 3 (2 kspch (68 ks)

a chov 5 (9 ks).

4.2 PCR (polymerazovéietézova reakce)

Zaklad metodiky byl fevzat z pracetgvodnich autak, ale musel byt upraven na-
Sim laboratornim podminkam. Zmy byly provedeny v objemu re&ki sn€si, v pod-
minkach michani a v podminkach amplifikace. MetoB&R dochézelo k amplifikaci

fragmentuT G5 o velikosti 545 bp.

Tab. 3PouZzité primery pro gehG

Oznateni Sekvence 5 - 3° Délka G+C Tm
primeru [bp] [%0] [°C]
.ﬁ)_rérgﬁz GGG GAT GAC TAC GAG TATGACTG 23 52 58,47
Zpetny GTG AAAATCTTGTGG AGGCTGTA 23 43 59,12
TG5D1

Chemikalie:

« PCR Ultra HO (Top-Bio s.r.0., Prah&R) — 1,5 ml
e primery (IDT Inc., Coralville, USA) — zasobni roktd00 pmol/ ul, pouzity roz-
tok 10 pmol/ul
« 2 x PPP Master Mix (Top — Bio s.r.0., Praii&®)
Slozeni: 150 mMTris—HCI (pH 8,8),
40 mM (NH; ),SO,
0,02 % Tween 20,5 mM Mggl
400 uM kazdy dNTP
100 U/ml Tag DNA polymerazy
barvivo, stabilizatory, aditiva
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Tab. 4 Koncentrace jednotlivych sloZzek reak snesi

Slozka (I\gzci/izsc:\r/eik)
PPP Master Mix 5 ul
Ptimy primer 0,2ul
Zpétny primer 0,2ul
dH,O 4,4 ul
DNA 0,2ul
Koneéné mnozstvi 10ul

Reakéni podminky amplifikace:

1. Uvodni denaturace 94°C 5 min.
2. Denaturace 94°C 1 min.
3. Annealing 57°C 1 min.
4. Elongace 72°C 1 min.
5. Zawretna elongace 72°C 7 min.
6. Chlazeni 4°C 0

*Opakovani 2. - 4. kroku 35x

Celkovy objem reatni snesi (10ul) pro PCR reakci byl michan na ledu. Jednot
live slozky ged i po namichani byly vzdy vortexovany na BioVert&/1
Biosan). Ksamotné amplifikaci specifickych (8ekgenu TG dochéazelo
v automatickém termocykleru PTC-200 (MJ Reseanth).| Po PCR reakci se vzorky
vyuzily pro dalsi reakci, nebo se uchovalyi peplo€ -20°C. Elektroforeticky

se na 3% agarosovéem gelwhivwysledek PCR reakce.
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4.3 Elektroforéza

Horizontalni agar6zové gelova elektroforéza sl@uiie stanovenifiomnosti
PCR produki a k zjiS&ni genotyfh pomoci identifikace velikosti jednotlivych fragmen
ta, které byly &peny odpovidajicim enzymem. V tomtéigac S&pil prislusné frag-
menty enzymBstYl Pro stanoveniiiomnosti PCR produktu i pro identifikaci frag-
menti byl pouzit 3% agarésovy gel o objemu 60 ml. Gdldyroben z Agarose SER-
VA (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelbergg¢miecko) a z TBE pufru (Tris-
Borate-EDTA buffer). Pro vizualizaci byl pouzit etlum bromid o objemu 0,5 pg/ml
(zasobni roztok 5mg/ml) a jako nanaSeci pufr bylazta sachar6za slozena z 40%
sachardzy, vody, 100x TE pufru a bromfenolové idei nanaseni markeru a frag-
menti po Sépeni dochazelo vzdy k pouziti nanaSeciho pufruOR Produktu nanaseci
pufr nebyl pouzit z édvodu PPP mixu, ktery jiz obsahujéigiusna vizualizéni aditiva.
Mnozstvi PCR produktu nanaSeného na gel odpovigahw 4 pul, zatimco objem pro-
duktu po RFLP, nanaSeny na gel, odpovidal objembi 16(15 ul vzorku + 1,5 ul
sachardzy). Samotna elektroforéza probihala vrelfeketické vas ( OMNI-BIO, Br-
no) pondena v 1x TBE pufru ip napgiti 4 Vicm (gistroj: POWER PAC 300, BIO-
RAD). Doba elektroforézy odpovidalaiglusnému produktu 10 - 30min. Procemi
velikosti fragmeni byly pouzity DNA hmotnosti markery o velikosti M20M100. Po
skorteni separace doslo k vizualizaci vzorku pomoci tEdeic UV Transilluminator
(USA) a fotoaparatu Canon Power Shot G6.

4.4 RFLP

Koneny objem reaéni sntsi pro fragmenténi analyzu byl stanoven na 15 ul.
Pro samotnou reakci byl pouzit enzyBstyYl (New England BiolLabs Inc., Ipswich,
USA), ktery S¢pi v restrikknim mist 5°...R|GATCY...3", kdyR = Anebo G ar = C
neboT. Fragmenty 295 bp,178 bp, 72 bp odpovidaji ppesti aleleC a fragmenty
473 bp, 72 bp po &veni alelel. Inkubace probihala v automatickém termocykleruPTC
200 (MJ Research Inc.)ipteplo€ 60°C po dobu jedné noci. Na zakdachto frag-

menti Ize viCist genotypy z agarésoveho gelu.
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Chemikalie:
* NEBuffer 2 (BioLabs New England) — 10x koncentrogasbjem 1,5m|
* EnzymBstYl (BioLabs New England) — 10,000 U/ml
e dH,O (Top-Bio s.r.0.) — 1,5ml
e produkt PCR

Tab. 5Koncentrace jednotlivych sloZzek reak snesi

o
Produkt PCR 5 ul
Pufr 1,5 pl
EnzymBstY| 0,1 pul
dH,O 8,4 ul
Koneéné mnozstvi 15 pl

4.5 Sekvenovani PCR produktu

Sekvenovani PCR produktu se provadiizadiu owieni spravné identity amplifi-
kovanych fragmeiit Dulezité je provést fed samotnou fijpravou sekvetni reakni
smesi purifikaci produktu pomoci MinElute PCR PurifimaKit (Qiagen GmbH, Hil-
den, Nemecko) spolu S asenim koncentrace na NanoDropu
200 (ThermoFisherScientific Inc., Waltham, USA).r&ny objem sekvemmi reakni
smesi byl 10 pl a jeho ffsprava probihala pomoci BigDye Terminator Cycle&eging
v3.1 (Life Technologies Corp., Carlsbad, US) dleno@u vyrobce. Na zaklaarelikos-
ti a koncentrace PCR produktu bylo stanovendgtoté mnoZzstvi DNA do sekwari
reakeni snesi. Od kazdého sekvenovaného vzorku byly namicki&gekverni reakni
smési. Prvni smis se namichala gimym primerem a druhd i se zptnym prime-

rem.
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Tab. 6 Koncentrace jednotlivych sloZzek reak snesi

Slozka xz%zzsg\r/;k)

DNA 11ng (dle velikosti fragmentu PCR produktu)
dH,O do 10 pl

Primer gimy, zpétny 0,16 pul

Pufr 1,75 pl

Reakni smes 0,5 ul

Koneéné mnozstvi 10l

V termocykleru GeneAmp PCR Systém 9700 ( Life Tedhgies Corp., Carl-
sbad, USA) probihala amplifikace zahto podminek:

1. Uvodni denaturace 96°C 1 min.
2. Denaturace 96°C 10s
3. Annealing 50°C 5s

4. Elongace 60°C 4 min.
5. Chlazeni 4°C ©

*Opakovani 2. - 4. kroku 25x

Pomoci BigDyeXterminatd}' PurificationKit (Life Technologies Corp., Carl-
sbad, USA) byla hotova sekvan snts po amplifikaci znovu purifikovana. Purifikace
se provadla z divodu odstraéni neinkorporovanych terminatomeboli zné&enych
dideoxynukleotid. Poté za pouZiti genetického analyzatoru ABI RRIEL00-Avant
( LifeTechnologies Copr., Carlsbad, USA) doslo klgme vzork pomoci kapilarni
elektroforézy a naslednému vyhodnoceni dat progréeguence Scanner v1.0. a Segu-
enceAnalysis Software v3.7.
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4.6 Popis analyz masa

Analyzy sloZeni masa byly provedeny Ing. EliskoaRovou na Ustavu chovu

a Slech&ni zvirat.

4.6.1 Stanoveni celkového obsahu bilkovin v mase

Vzorek masa (2 -5 g) musel byt vysouSsen az do komst hmotnosti
a na zaklagltéto hmotnosti byla stanovovana suSina. Dale bykf madsky pisek (do-
susen fi 105°C do konstantni hmotnosti), ktery se smicealzorkem. Po vychladnuti

se znovu vzorek zvazil a stanovila se suSina.

4.6.2 Stanoveni obsahu tuku v mase

Latky rozpustné v xylenu, tetrachlormetanu a étenu povazovany za tuk.
Po dobu 6 hodin v extrdkim nastavci Soxhletovarigtroje byla suSina extrahovana
etyléterem. Zbytek rozpoustia po extrakci byl odgan a v suSagnbaika s tukem

byla vysuSena a zvazena.

4.6.3 Stanoveni pH masa

Hodnotu pH pedstavuje zaporny logaritmus vodikovych forfPomoci vpicho-
vé kombinované pH elektrody se provkadstanoveni pH v ri&nutém vzorku skalpe-

lem (v nepomletém). Po 7 dnech zrani v chladicimubaylo provedeno gteni hodno-

ty pH.

4.6.4 Stanoveni obsahu popelovin

Po dobu 8 hodin v Muflay peci @i teplo& 550°C - 600° C se vzorek spdlil

a poté se stanovily popeloviny.

36



4.6.5 Stanoveni celkového obsahu bilkovin v mase

Metodou dle Kjeldahla byl stanoven obsah dusikuvezerku. Podle vzorce
N x 6,25 se obsah dusikiigpaietl na obsah bilkovin. Naslegimineralizaci se bilko-

vinny dusik peved| na amoniak, ktery byl stanoven titrapo destilaci.

4.6.6 Stanoveni barvy masa

Spektrofotometr Konica Minolta — 2600d se pouzilm&eni barvy masa vzor-
k. Hodnoty vysledik byly udavany v jednotkach (L*), kde je sledovardipp&lutého
(b*), ¢erveného (a*) spektra a&lost. Tato metoda pro stanoveni barvy masa je dle
CIELab.

4.6.7 Stanoveni obsahu mastnych kyselin v mase

Rozpu&tny vyextrahovany tuk v isooktanu byl homogenizowaaltrazvuku.
Poté pod zgtnym chladéem doSlo k zativani snési, ktera vznikla po ffidani methano-
latu sodného. Ve fortnmethylester jsou uvohovany mastné kyseliny v alkalickém
prostedi v disledku rychlého 8peni esterové vazby lipidickych skamnin. V kyselém
prostedi doslo k esterifikaci volnych MK a zneutralizayanezreagovany Ci®Na
vznikl ptidanim BR. Dale byl isooktan fidan do horké reagéni snmési a nasyceny
vodny roztok FAMEs a NaCl se do isooktanu intenziakratce vytepal. Metodou
kapilarni plynové chromatografie se FAMEs (Fattidanethylester), po jeho roZieni
na vodnou a organickou fazi, analyzoval. Na plymovéhromatogramu HP4890
s kapilarni kolonou DB-23 (60 m x 0,25 mm x 0,25).s®@ provedla analyza MK a tep-
lotni program byl po ®teni zvolen od 100 °C * 3 min * 10 °C/min * 170 °€ 0 min
* 4°C/min * 230 °C * 8 min * 5 °C/min 250 °C * 15 min, teplota detektoru
280°C a teplota injektoru 270°C. Nékt2ul a dusik byl nosnym plynem. Plameno -
ionizani detektor (FID) byl fipojen k vystupu kolony a programem CSW stationmrve
ze 1.7, Data Apex) byly finalni chromatogramy zpramy.
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Piehled mastnych kyselin stanovenych ve vyextrahovamétuku:

1. Nasycené mastné kyselinykys. laurova (C12:0), kys. myristova (C14:0), kys.
palmitova (C16:0),kys. stearova (C18:0), kys. aoadéh(C20:0)

2. Nenasycené mastné kyseliny monoénovkys. myristoolejova (C14:1), kys.
palmitoolejova(C16:1),kys. olejova (C18:1, n-9)skgadolejova (C20:1)

3. Nenasycené mastné kyseliny dienovékys. linolelaidova (C18:2, n-6t),
kys. linolova (C18:2, n-6¢), konjugovana kys. lioed, CLA (C18:2, n-9)

4. Nenasycené mastné kyseliny polyenoviys.y-linolenova (C18:3, n-6), kys.
a-linolenova(C18:3, n-3), kys. arachidonova (C2014), kys. timnodova, EPA
(C20:5, n-3), kys. adrenové (C22:4, n-6), kys. klnpdonovéa (C22:5, n-6), kys.
dokosapentaenova (C22:5, n-3), kys. dokosahexaebdV@ (C22:6, n-3)
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4.7 Frekvence alel a genotyf

Frekvence alel a genotipsou vyp@teny dle rovnic:

Tab. 7 Rovnice pro vypet absolutni frekvenci genotyp

(Snustad & Simmons, 2009)

Genotyp Absolutni frekvence
AA D
Aa H
aa R
s D+H+R =N

Tab. 8 Rovnice pro vypeet relativni frekvenci genotyip

(Snustad & Simmons 2009)

Genotyp Relativni frekvence
AA d=D/N
Aa h=H/N
aa r=R/N
)3 d+h+r=1

Tab. 9 Rovnice pro vypet absolutni frekvenci alel

(Snustad & Simmons, 2009)

Alela Absolutni frekvence
A P
a Q
)3 P+Q=2N
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Tab. 10Rovnice pro vypeet relativni frekvenci alel
(Snustad & Simmons, 2009)

Alela Relativni frekvence
A p=(2D+H)/2N=d + 1/2h
a g=(2R+H)/2N=r+1/2h
)3 p+tg=1

Vypoéet genetické rovnovahy populace dle Hardy - Weinbgovi rovnovahy
(Urban 2015):

4.8 Asociani analyza

Metoda GLM (smiSeny linearni model), v programu S¥&2 pro windows
9.1.4. (SAS Institute Inc., Cary, USA), byla poaZitro vypget této asocimi analyzy.

Pouzita rovnice:

Yijkimn= # + TG + ChO\{ + oteg + b * (vek) + e iikim

Yijkimn sledovany znak

U odhadovany gimér sledovaného znaku
TG pevny efekt genotypu genu5 CC, CT, TT)
b *vek regrese nadk

8jkimn nahodna chyba kazdého pozorovani
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 PCR - RFLP

Metoda PCR byla pouzita pro amplifikaci ugegenu TG o velikosti 545 bp
(viz obr. 7). Metodika reakce bylalgyvzata od fivodnich autak. Zprvu nedochéazelo
k spravné amplifikaci fragmeint casto nedoSlo tbec k Zadné amplifikaci fragment
nebo Zistdval na agarosévém gelu viditelny smir. Na zikiachto vysledk musela
byt pivodni metodika upravena k naSim laboratornim po#érn V prvé rack
byl upraven zfisob michani, ktery po konzultaci naslégmobihal na ledu. Pravdo-
dobre pii michani reaéniho mixu za pokojové teploty dochazeloikeqiteZzné aktivit
jednotlivych chemikalii a tim poté probihala amfhice Spaté Dale byly upraveny
jednotlivé amplifik&ni cykly. Po &chto Upravach probihala amplifikace spravn
s jedinou chybou, Ze negativni vzorky vychazely gedu pozitivie. Tento problém
byl odstragn po zngn¢ laboratorniho boxu a zkumavek. Naslego Upra¥¢ metodiky
byly amplifikované fragmenty, pomoci metody RFLEp&ny restrikni endonukledzou
Bstyl. Fragmenty, které vznikly §enim, odpovidaly svoji délkowigluSnym alelam
(C, 7). Alele C prislusi fragmenty o velikosti 295, 178, 72 bp aaleptislusi fragmen-
ty o velikosti 473 a 72 bp (viz obr. 8).

Obr. 5 PCR produkty po amplifikaci (3% agarosovy gel)
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Obr. 6 Stépené fragmenty enzymeBstY| (3% agardsovy gel)

144 M100

CcT

170 189 188 166 164 163 162 181 M100
cC cc e CC c G CcC cT CcT CT

5.2 Sekvenovani PCR produktu

Samotné fimé sekvenovani PCR produktu bylo prou@ml pro oeieni identity
amplifikovanych fragmentu genlG. Za pouZiti genetického analyzatoru ABI PRISM
3100Avant(Life Technologies Copr., Carlsbad, USA) doSlo klsme vzork pomoci
kapilarni elektroforézy a naslednému vyhodnoceni(dgstupy) programy Sequence

Scanner v1.0. a SeguenceAnalysis Software v3.7.
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Obr. 7 Ukazka sekvence geiz v programu Sequence Scanner v1.0

AN WA AN s A\,

Obr. 8 Ukazka sekvence gefiis v programu Sequence Scanner v1.0
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5.3 Frekvence alel a genotyf u sledované skupiny

Frekvence alel a genotpbyla paitana u 231 jedinc (bykd). Pcitala

se absolutni a relativni frekvence alel a genotyenuTG (viz tabulka).

Tab. 11Vypocet absolutni a relativni frekvence gendtyp

Genotypy Absolutni Relativni
cC 123 0,533
CT 96 0,416

1T 12 0,052
Celkem 231 1
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Tab. 12Vypocet absolutni a relativni frekvence alel

Alela Absolutni Relativni
C 342 0,7408
T 120 0,2598
Celkem 462 1

Vypocet genetické rovnovahy:

2#0,7408+0,2597 0,4156
= 2 =25

4/0,549x0,0674 4/0,533%0,0519

Absolutni a relativni frekvence alel a genatypyly vypoiteny z gedem uke-
nych genotyp genu TG. Ve sledované populaci na zakdadysledki frekvenci
Ize odvodit, Ze nejvice vyskytujici se genotyp kepineé byl CC ( 53,25%), poté geno-
typ CT (41,56%) a nejmeénse vyskytoval genotydT (5,19%). AlelaC (74,08%)
je patetrgjSi v této populaci nez alela(25,98%). Chungt al. (2007) v populaci korej-
skeho skotu publikoval frekvenci genotypti na urovni 13% u sledovaného SNP v TG
genu. Pedchozi studie uvéf frekvenciTT genotypu u skotu v rozmezi 6,7% - 18,9%.
Z tohoto vyplyva, Ze vyskyt genotypll ziskany ve sledované populaci je ndipod-

prameérny.

Naopak ziskané frekvence alel v této praci 8blipuji frekvencim u korejské
populace publikovanym Churgt al. (2007) - frekvence alel 64,1%, alelyT 35%.
Takto vysokou frekvenci alely publikoval také Antoret al. (2011) u plemen angus
a Casas et al. (2007) u plemene wagyuB1%) spolu s populaci sloZzenou z plemen
hereford, angus, red angus, simmental, gelbvianpusin a charolais T( 24%).

U brdhmanského skotu publikoval Cagdsal. (2005) frekvenci genotypCC 94,6%
a frekvence alely C 96,6% a alely 3,4%, coz se neshoduje s frekvencemi ziskané
v této praci. Mvodem je vySSi frekvence alelyu sledované populace v této praci. Po-

dobné frekvence genotim alel, které publikoval Casas al. (2005), publikovali také
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Bonilla et al. (2010) u indického a taurinského skotu a Panreem. (2010) u plemen
hereford. Studovana populace v této praci neniakéad: vysledki v genetické rovno-
vaze (2= 2,5).

5.4 Asociani analyza

Tabulka 13 udava get zviat, ptimérné hodnoty, rozptyl, sénodatné odchylky,

minimalni a maximalni hodnoty pramnych, které byly analyzovany.

Tab. 13Popisna analyza pramnych

Znak N Pramér o c Min. Max.

Susina (%) 255 25,234 1,313 1,146 21,840 29,930
IMT (%) 255 1,994 1,156 1,075 0,260 7,860
Bilkoviny (%) 255 21,21 0,485 0,696 19,02 22,72
N-latky (%) 255 3,392 0,012 0,112 3,040 3,640

(Fzzg’e'o"i”y 255 1,080 0,002 0,048 0830 1,240
Barva (%) 255 3,852 0576 0,759 2,033 6,395
pH 255 5645 0,072 0,269 5410 6,840
C12:0 175 0,071  0,000490,022 0,034 0,206

C14:0 175 2683 0,213 0461 1411 4,035
C14:1 175 0,424 0,033 0,183 0,085 1,127
C16:0 175 28,00 3,632 1,906 21,09 32,03
c16:1 175 2058 0511 0,715 1,134 5013
C18:0 175 19,47 9,100 3,017 12,94 27,90
C18:1, n9c 175 40,68 10,39 3223 2691 4828
C18:2, nét 175 3,683 2,744 1657 1,807 16,37
C18:3, n6 175 0,126 0,001 0,037 0,012 0,298
C18:3, n3 175 0,427 0014 0118 0,185 1,350
C18:2, n9 175 0,201 0,005 0,068 0,039 0,346
C20:0 175 0,147 0,003 0054 0,083 0,496
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C20:1 175 0,177 0,002 0,042 0,082 0,322
C20:4, n6 175 0,522 0,349 0,590 0,049 5,376
C20:5, n3 175 0,055 0,008 0,089 0,004 0,630
C22:4, n6 175 0,100 0,013 0,112 0,010 0,954
C22:5, n6 175 0,062 0,010 0,100 0,004 0,736
C22:5,n3 175 0,156 0,028 0,168 0,013 1,275
C22:6, n3 175 0,05 0,006 0,076 0,004 0,584

*Poznamka k tabulce:
n = pa&et zviat, 6° = rozptyl,c = sn¥rodatna odchylka, Min. = minimalni hod-

nota, Max. = maximalni hodnota

Tab. 14 Asociace genotypliG se sledovanymi znaky

Genotyp polymorfismu Prikaznost
Znak CC(n=123) CT(h=96) TT(h=12) CC-CT CC-TT CT-TT
LSM +SE LSM +SE LSM +SE
Susina (%) 25,57 +0,256 25,27 0,274 25,21 +0,406 0,062 9,290,868
IMT (%) 2,29+0,253 2,11+0,269 1,99+0,396 0,249 0,359,711
N-latky (%) 3,39 £0,025 3,40+0,023 3,40+0,041 0,387 0,779,911
Pop. (%) 1,08+0,011 1,08+0,011 1,08+0,016 0,603 0,980,792
Barva (%) 3,96+0,152 3,83+0,161 3,78+0,236 0,131 0,348,825
pH (%) 558+0,061 558+0,064 572+0092 0,992 0,060,062
C12:0 0,074 +0,007 0,067 £0,008 0,071+0,010,042 0,717 0,524
C14:0 2,74+0,163 2,69+0,168 2,82+0,215 0,564 0,622,439
Cl14:1 0,52+0,064 054+0,066 057+0,085 0573 0,426,602
C16:0 29,12+0,678 29,08+0,700 29,12+0,890 0,879 99,9 0,942
C16:1 2,92+0,250 3,03+0,258 3,000,331 0,339 0,73D,904
C18:0 18,31+1,010 17,71+1,043 17,84+1,336 0,206 30,6 0,893
C18:1,n9c  41,60+1,120 42,21+1,155 41,573+1,49 0,245 83,9 0,557
Ci18:2,n6t  3,05+0,588 3,04+0,606 2,98+0,779 0,975 0,908,920
C18:3,n6 0,12+0,013 0,13+0,013 0,14+0,017 0,545 0,14D,237
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C18:3,n3 0,40+0,043 0,40+0,044 039+0,056 0,899 0,779,827
C18:2,n9 0,21+0,023 0,21+ 0,024 0,22+0,030 0,552 0,744 ,53D
C20:0 0,15+0,019 0,14+0,020 0,12+0,025 0,302 0,229,481
C20:1 0,18+0,015 0,19+0,015 0,17+0,020 0,145 0,66®,253
C20:4, n6 0,40+0,211 0,42+0,218 0,460,280 0,800 0,78M,876
C20:5, n3 0,039+0,031 0,02+0,032 0,0/+£0,041 0,105 0,310,073
C22:4, n6 0,08 £0,040 0,08+0,0414 0,11+0,053 0,860 0,410,362
C22:5, n6 0,06 +0,034 0,04+0,036 0,08+0,045 0,254 0,409,163
C22:5, n3 0,13+0,060 0,13+0,061 0,19+0,079 0,813 0,32D,268
C22:6, n3 0,04+0,026 0,02+0,027 0,06+0,033 0,203 0,299,096

* Poznamka k tabulce:

n = paet jedindg, LSM + SE = Least squares means * standard error,

n3 = omega-3 mastné kyseliny, n6 = omega-6 mastseiky”

Glykoprotein thyroglobulin je prekursorem thyroidnihormori Ts (triiodothy-

ronin) a T, (thyroxin), které hraji  diferenciaci a vzniku tukovych bk dilezitou

roli (Grannerl1998). Za kandidatni gen pro obsah intramuskulérhiku je povazovan

thyroglobulin. Ukladani intramuskularniho tuku avey tukovych bugk je v blizkém

vztahu s intenzitou metabolismu, kterou omlije hladina tyroxinu a triiodothyroninu
(Marset al.2002).

Barendseet al. (2010) ve své studii zvejnil polymorfismus C4227 gentG,

ktery ma vliv na marbling skore a mnozstvi IMT wtk Na zaklad jeho vyzkumu

a vysledk byl zjistn vztah genotypu TG5 a marbling skore, kdy vysS&hwysokého

marbling skére dosahovalifgdevsim homozygotni jedindiT (P<0,05) (Barendset
al. 1997). Z této a poz(Bi studie, ktera byla provedena také Barendsemi. (2001),

bylo odhadnuto, Ze vysledny marbling fenotyptedstavuje 6,5% genotypu TG5
a jedinci s genotypemCC a CT dosahli v piméru nizSich hodnot nez jedinci
s genotypenTT. Burell et al. (2004) také potvrdil, Ze genotypTl je spojen s vySSim

stuprm marbling skore u masného skotu. Thakeral. (2003) ve své praci zjistil,

a7



Ze genotypl T ma vliv na intramuskularni tuk pouzemusculus longissimus holStyn-
ského skotu. Casa al. (2007) potvrdil vztah genotyptT (p<0,02) s mnoZstvim in-
tramuskularniho tuku u wagyu plemene. Jedinci agénotypenT T vykazovaly vySSi
marbling skére. Zatimco Shin & Chung (2007) ve stglii u korejského skotu vyvratil
vyznamnou spojitost genotyplT s vy$Sim marbling skore. Jedinci s genotype@®
aCT (p < 0,05) vykazovaly vysSi hodnoty mramorovards&set al. (2005) ve své stu-
dii u brahmanskeho skotu (467 jediphmepotvrdil viiv alelyT na mnozZstvi intramusku-
larniho tuku, ale zjistil spojitost tohoto polymisrhu s vyskou tuku nad dvanactym
Zebrem (p<0,05). Je nutné brat v Uvahu, Ze se ulgoipvyskytovalo pouze 18 jedific

s genotypenCT a 7 jedin@ s genotypenTT. Rickeret al. (2006) nenaSel u plemen
simental, pomoci komé&n¢ dostupného DNA testu GeneSTAR, Zadny vztah polymor
fismu k jatén¢ upravenémucétu skotu a k intramuskularnimu tuku. V roce 2007 Ee
nennaamet al. ve své studii nepotvrdil vztah marbling skérénstd polymorfismem
(C422T). Zadnou spojitost s obsahem IMTmwsm. (musculus semimembranosus
a vm.Ll. (musculus longissimus lumborutaké publikoval ve své studii Panngdral.
(2010), kdy zkoumana populace byla foa Kizenci plemene holStynského sko-

tu, limousin, hereford, charolaise a masného sialent

Ve vysledcich této prace byl nalezen rozdil powze (abulka 14) mezi genoty-
py CC-CT v obsahu kyseliny laurové (p<0,05). Kyselina todava (p< 0,073) a pH
masa (p<0,062) se hodnotami blizily Kikaiznosti. V této praci neni viditelny vliv po-
lymorfismi genuTG na IMT ve sledované populaci, jak také publikowaisvé v praci
Ricker et al (2006), Eenennaamt al. (2007) a Pannieet al. (2010). AvSak alel&
(p<0,249) ma nepatrné tendence zvySovat mnozstV¥i INa zaklad téchto vysledk
i srovnani s literaturou, nelze tento marker dopiori vyuziti v selekci. Jedna se
o kvantitativni znaky, které jsou oviievany i dalSimi geny, jejichz variabilitu nezname

a takeé rozdilnymi faktory prastdi.
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6 ZAVER

Hlavni cilem diplomové prace bylo zvladnuti zaklatinmolekularg genetickych
metod pro genotypizaci zkoumané populace (PCR, RRbRzontalni agarosovéa elek-
troforéza).

DalSim cilem bylo stanovit absolutni a relativnekivence alel a genotyp
Kdy ve sledované populaci byla stanovena vysokiéavéece alelyT (25,98 %). Nao-
pak frekvence genotypUlT byla stanovena jen na 5,19 %. Dle Hardy - Weini»rg
rovnovahy neni tato sledovana populace v genetmkgovaze.

Fragment gend' G o velikosti 548 bp byl detekovan diky prinder, které byly pu-
blikovany pivodnimi autory. U gen@iG byl nalezen pikazny rozdil pouze mezi geno-
typy CC-CT v obsahu kyseliny laurové (p<0,05). Kyselina todava a pH masa
se vyslednymi hodnotami bliZily kigtaznosti (p<0,1). Pro chovatele je toto zjmst
velice uzit€éné, protoze tato kyselina pamezi tzv. PUFA kyseliny (omega 3 nenasy-
cené mastné kyseliny), které maji pozitivni vliyphana kardiovaskularni systém, upra-
vuji rheologické vlastnosti krve, stabilizuji myoklanebo sniZuji ischemické poSkozeni.
Vliv polymorfismi genuTG na IMT a marbling masa neni viditelny, avSak temde
zvySovat mnozstvi IMT ma alefa (p<0,249).

Chovatelé maji vysoké pozadavky na obsah IMT, keetiviiuje kiehkost, 8avna-
tost a celkovou kvalitu masa. Proto na zaklagisledki této prace je vhodné si pone-
chat v tomto stadjedince obsahujici v genotypu aleggednu aleluC (genotypCC
nebo CT), kterd ma nepatrny vliv na zvySovani IMT a mneiégtastné kyseliny lauro-

vé ve sledované populaci.
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