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Abstrakt

Tato prace byla zaméfena na analyzu polymorfismu v 2141. pozici vexonu 5
genu rustového hormonu (GH) a polymorfismu v 257. pozici vexonu 10 genu pro
receptor ristového hormonu (GHR) a na stanoveni vlivu téchto polymorfismi na
kiehkost masa. K analyze bylo vyuzito 333 vzorkd masa bykl plemene ceského
strakatého skotu. Genotypizace lokust GH a GHR byla provedena metodou PCR-
RFLP. Pro odhaleni jednonukleotidového polymorfismu byla u obou genii pouzita
restrik¢ni endonukleaza Alul. Pro urCeni kiehkosti masa byla pouzita metoda méfeni
sity ve stiihu podle Warnera a Bratzlera. Hodnoty sily ve stfihu vzorkd syrového
masa byly namefeny 14. den po pordzce. Poté byl statisticky vyhodnocen vztah mez
genotypy a silou ve strihu.

Ve sledované populaci se pro lokus GH vyskytovalo 166 jedincti s genotypem
LL, 161 heterozygoth LV a 6 homozygoth VV. Relativni frekvence genotypii tedy
byly 0,499 (LL), 0,483 (LV) a 0,018 (VV). Frekvence alely L byla 0,74 a alely V byla
0,26.

Pro lokus GHR bylo ve sledované populaci zisténo 178 homozygoti AA,
105 heterozygoti AG a 50 homozygoti GG. Relativni frekvence genotypt byly
0,535 (AA), 0,315 (AG) a 0,15 (GG). Frekvence alely A byla 0,692 a alely G byla
0,308.

Pomoci statistické analyzy byl ziStén vyznamny vliv genotypu genu GH na
silu ve stithu, respektive kiehkost (P<0,05). Pro lokus GHR nebyl zistén zadny vliv
genotypu na silu ve stithu (P>0,05).

Klicova slova: kandidatni gen, gen ristového hormonu, gen pro receptor

rustového hormonu, geneticky marker, jakost masa, kiehkost, PCR/RFLP



Abstract

This study was aimed on analysis of polymorphism at position 2141 in exon 5

of the growth hormone gene (GH) and polymorphism at position 257 in exon 10 of
the growth hormone receptor gene (GHR) and to determine the influence of these
polymorphisms on meat tenderness. To analysis has been used 333 meat samples of
Czech Pied bulls. Genotypization of GH and GHR loci was performed by PCR-
RFLP. For detection of single nucleotide polymorphism in both genes was used
restriction endonuclease Alul. To determine meat tenderness was used the method of
measuring shear force by Warner and Bratzler. The shear force values of raw meat
samples were measured at day 14 post mortem. Then was statistically evaluated the
association between genotypes and shear force.
In the study population occurred for GH locus 166 individuals with genotype LL, 161
heterozygotes LV and 6 homozygotes VV. The relative genotype frequencies were
thus 0.499 (LL), 0.483 (LV) and 0.018 (VV). The frequency of L allele was 0,74 and
of V allele was 0,26.

For GHR locus was found in the study population 178 homozygotes AA, 105
heterozygotes AG and 50 homozygotes GG. The relative frequencies of genotypes
were 0.535 (AA), 0.315 (AG) and 0.15 (GG). The frequency of A allele was 0,692
and of G allele was 0,308.

Using statistical analysis revealed a significant effect of genotype GH gene on
shear force, tenderness resp. (P<0,05). For GHR locus showed no effect of genotype
on shear force (P>0,05).

Key Words: candidate gene, growth hormone gene, growth hormone receptor
gene, genetic marker, meat quality, tenderness, PCR/RFLP



1. Uvod

V souCasné¢ dobé se chovatelé skotu nezaméfuji pouze na vySSi vytéznost
masa, ale také na ZepSeni jeho kvality. Kvalita masa md pro hovézi primysl velky
vyzmam, protoze za vynikajici produkty je spotfebitel ochoten vice zaplatit. Obecné
trendy ve spotiebitelskych preferencich jsou ovlivnény vlastnostmi kvality masa,
jako jsou kiehkost, chutnost, St'avnatost, barva, viin¢, vaznost, obsah tuku a zivin.

Byla urena fada kandidatnich genli jako potencidlné vyznamnych pro
senzorické a technologické vlastnosti hovéziho masa. Markery nalezené v rlznych
kandidatnich genech byly identifikoviny a zaclenény do komeréné dostupnych
genetickych testlh na kvalitu masa.

Naplni této prace je stanovit vliv jednonukleotidové substituce C/G v 2141.
pozici genu rustového hormonu (GH) a jednonukleotidové substituce A/G v 257.
pozici genu pro receptor rdstového hormonu (GHR) na vyslednou kiehkost masa u

jedinct plemene Ceského strakatého skotu.



2. Cil prace

Cilem diplomové prace je stanovit vliv vybranych lokust (GH a GHR) na
kiehkost masa U jedinci plemene Ceského strakatého skotu. Bude vypracovan
literarni ptrehled o jednotlivych vybranych lokusech a jejich potencialnim vlivu na
jakost masa. Na zskanych vzorcich bude provedena genetickd analyza pro stanoveni
genotypt  vVdanych lokusech. Nasledné bude statisticky vyhodnocen  vhv
jednotlivych genotypli na kiehkost masa. Ziskané vysledky budou porovnany
s vysledky predchozich studii jinych autort.
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3. Literarni prehled

3.1 Ukazatele jakosti hovéziho masa

Hodnoceni kvality masa je stanoveno na zikladé vlastnosti mezi néz patii
kiehkost, barva, Stavnatost, chutnost, textura, stanoveni pH, obsah intramuskularniho
tuku a vaznost (Reardon et al., 2010).

3.1.1 Barva

Barva masa je velmi napadny znak, podle kterého spotiebitel posuzuje kvalitu
masa a masnych vyrobkl. Tfemi hlavnimi faktory, které ovliviiyji barvu masa, jsou
obsah myoglobinu, relativni zastoupeni jeho derivati a kone¢na hodnota pH (pHu)
(MacDougall, 1982; Seideman et al., 1984).

Myoglobin je svalové barvivo, slouzici jako zasobarna kysliku ve svalech. Je
tvofen komplexem bilkovinného feté¢zce globinu a barevné skupiny - hemu. Ma vetsi
afinitu ke kyslku nez hemoglobin, ktery zprostiedkovava prenos kyslku zplic do
svall. Hemoglobin je krevni barvivo, jehoz molekulu tvoii Ctyfi komplexy globinu a
hemu. M4 Ctyinasobné velkou relativni molekulovou hmotnost nez myoglobin.
Hemoglobin miize byt nalezen v mase Vriznych koncentracich, v zavislosti na tom,
jak bylo zvite vykrveno. Z obsahu vSech hemovych barviv v mase ¢ini jeho podil 10-
30%. Jeho rozdiny podil zivisi jak na absolutnim obsahu hemoglobinu, tak na
obsahu myoglobinu - je-li ho malo, je podil hemoglobinu relativné vysoky. V mase
riznych Zivodichil je obsah hemovych barviv v rozmezi 100-10000 mgkgt a zavisi
na intravitdlnich vlivech (Pipek a Jirotkova, 2001). Hovézi maso ma nejvyssi
koncentraci myoglobinu, a proto je tmavsi nez maso ostatnich druhii (Hernandez et
al., 2006).

Zmény barvy masa maji souvislost s reakcemi na atomu Zeleza (Kadlec et al.,
2002). Pii oxidaci centralntho atomu Zeleza vzduSnym kyslkem, pfi nizkych
parcidlnich tlacich kyslku, vznika kation metmyoglobinu (MetMb") a barva masa se
zméni na Sedohnédou (Pipek a Jirotkova, 2001). Tuto barvu pak zakaznici spojuji se
snizenou kvalitou (Lynch et al., 1986; MacDougall, 1982).

Oxygenace, tedy adice molekuly kyslikku dativni vazbou, probiha pii vysSSich
parcidlnich tlacich. Vzikd rumélkové cCerveny oxymyoglobin, jehoz centrani
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dvojmocny atom zeleza je pomoci navazaného ligandu (kysliku) chranén proti
oxidaci (Pipek a Jirotkova, 2001) Tato jasné Cervena barva masa je pro spotiebitele
atraktivni (Hernandez et al., 2006).

Oxidace kyslikem probihd pouze pii nizkych parcidlnich tlacich, pti vysSich
probihd pfednostné oxygenace. Na centralni atom Zeleza v myoglobinu se krome
kyslku dativné vazou také rizné jiné ligandy. Pii navazani ligandu - oxidu uhelného
na centralni atom Zeleza vznikd karboxymyoglobin, ktery je treSnové Cerveny. Pii
navazani molekuly oxidu dusnatého vznikéd nitroxymyoglobin, ktery je rizove
cerveny (Pipek a Jirotkova, 2001).

K tvorbé metmyoglobinu dochazi pii skladovani masa, piedev§im v dasledku
vzajemného pisobeni hemovych barviv a tuki, kdy tyto sloZky podléhaji oxidaci
vzdusnym kyslkem (Kadlec et al., 2002). Pusobenim vzduchu a peroxidu vodiku
nebo Cinnosti enzymii ¢i mikroorganizmid nastava dalsi rozpad hemovych barviv.
Zelena barviva choleglobin, verdoglobin a verdohem se tvofi pokracujici oxidaci
metmyoglobinu. Déle vznikd modrozeleny biliverdin, jenz se redukuje na bilirubin,
ktery je zbarven cCerveng. Laktobacily, které vytvaieji peroxid vodiku, hromadici se a
rozkladajici hemova barviva, maji také vliv na vytvofeni zelenych barviv (Pipek a
Jirotkova, 2001).

Pfi tepelné uUpravé masa v nepiftomnosti dusitanit dochdzi ke zméné barvy
masa na hnédou nebo Sedohnédou. Je to zplsobeno denaturaci globinu, po které
zpravidla nastava oxidace zeleza vhemové skuping. Tyto barviva nazyvame
hemichromy. Za pfitomnosti dusitanii nebo dusiCnanii je na Zelezo navazan oxid
dusnaty, zabratiyjici oxidaci a zpiisobuyjici rizovou barvu masnych vyrobkl (Pipek a
Jirotkova, 2001).

Svétlost masa ovliviluje zejména hodnota pH (Hector et al., 1992). Cim vice
se pH piblizuje k izoelektrickému bodu, tim je rozpustnost bikovin mensi Ty poté
vazou malo vody a swétlo tak pronkd do malé hloubky, odrazi se vice od
povrchovych vrstev a tvoii dojem svétlejstho masa. Tento proces nastava u tzv. PSE
masa, kdy je pH po 45 minutach po porazce nizsi nez 5,8 (Pipek a Jirotkova, 2001).
Tmavé, pevné a suché (dark, firm and dry, DFD) maso, je klasifikovano jako maso,
jehoz hodnota pHu je vétsi nez 6,2 (Hoftman et al., 2007).

Hodnotit barvu masa mizeme posouzenim obsahu a stavu hemovych barviv.

Barva miize byt také vyjadfovana pomoci hodnot L*, a* a b* v systému CIE, kde L*
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vyjadfuje svétlost, soufadnice a* udavd vztah mez cervenou a zelenou barvou a

souradnice b* pak mezi zlutou a modrou (Pipek a Jirotkova, 2001).

3.1.2 Vaznost

Vaznost je definovana, jako schopnost masa vazat vodu vlastni a pfidanou.
Tato vlastnost ma vyznamny vliv na jakost masnych vyrobkil 1 ekonomiku vyroby.
Vaznost je mozné ovlivnit zplUsobem, jakym se smasem zachazi i rliznymi
piisadami. Z technologického hlediska Ize vodu rozlisit na volnou a vazanou, a to na
zakladé toho, jesti za danych podminek zmasa volné vytékd nebo ne. V libové
svaloviné se voda mize vazat riznym zpusobem a s riznou pevnosti. Hydratacni
voda je vazana nejpevnéji. Dalsi podily vody jsou imobilizovany v siti membran a
flament strukturnich bilkovin. Zbytek vody se pohybuje v mezibunéénych
prostorech voln¢ (Kadlec et al., 2002). Vamost lze tedy vyjadiit jako podil vody
vazané (hydratani a imobilizované) k celkovému obsahu vody vmase v % (Pipek a
Jirotkova, 2001).

Imobilizace je vmolekule bilkoviny zavislhi na nabojich, které ovliviuji
pomér piitazlivyjch a odpudivych sil mezi  jednotlivymi  strukturnimi ~ ¢astmi
svaloviny. Timto se prostor pro imobilizaci vétStho nebo menstho mnoZstvi vody,
uvnitt  kterého jsou molekuly vody navzijem propojeny vodikovymi miustky,
zvétSuje nebo naopak zmenSuje. Spojovani a St€peni piinych vazeb mez
bilkovinnymi molekulami zasadn€¢ ovliviiyje imobilizaci. Mezi tyto vazby fadime:
pficné iontové vazby pies vicemocné kationty (pfedevSsim Ca, Mg a Fe), vodikové
vazby mezi karbonylovymi a immoskupiami peptidovych vazeb, iontové vazby
mezi kladn€ a ziporné¢ nabitymi skupinami a disulfidové vazby cystinu (Kadlec et
al., 2002).

K faktorim, které ovliviyji vaznost, patii predevS§im pH, koncentrace soli,
obsah nékterych iontd, intravitilni vlivy, prubéh posmrtnych zmén, rozmélnéni masa
(Pipek a Jirotkova, 2001) a stupen dezintegrace vlaken. Hodnota pH se v mase a
masnych vyrobcich pohybuje vrozmezi 4-7. Vyrazné minimum vaznosti nastava pfi
hodnoté pH izoelektrického bodu (pfiblizné 5,0), kdy je pocet kladnych a zapornych
naboji na molekule bikoviny vyrovndn. Opaéné nabit¢ skupmny se pfitahuji
maximalni silou. Ke zmén€¢ disociace funkénich skupin bikovin dochdzi pfi
okyseleni nebo zalkalizovani svaloviny smérem od izoelektronického bodu. Bé¢hem
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tohoto procesu se meéni rozlozeni kladnych a zapornych naboji na molekule
bilkoviny, nckteré¢ piicn¢ -elektrostatické vazby se rozstépi, peptidové fetézce se
oddalyi a tak se v prostoru mezi nimi imobilizuje vice vody. Ke zméndm pH masa
dochazi pii posmrtnych zménach a nckterych technologickych operacich, kdy je pH
zamérn¢ upraveno (Kadlec et al., 2002).

Viiv soli a tedy vliv aniontu a Kkationtu na vaznost, je komplikovany.
S rostoucim obsahem soli vaznost svaloviny zpocatku stoupa, dosahuje maxima a
poté¢ klesd na piivodni hodnotu (odbobtnani). Ke snizovani vaznosti dochdz vlivem
vicemocnych  kationti  (vapenatych, hotec¢natych zneCnatych, Zelezitych aj.).
Kationty tvofi mezi peptidovymi fetézci pificné vazby a dochdzi k zesitovani
struktury. Imobilizovani vétSiho mnozstvi vody miize nastat, pokud dojde k vyméné
dvouvalentnich ionti za jednovalentni kdy se pfiné vazby uvoli Pro zvySeni
vaznosti pii vyrobé salamti se pouziva piidavku nekterych soli slabych vicesytnych
kyselin (Kadlec et al., 2002).

Mezi intravitalni vlivy lze zafadit pohlavi, vék a zplsob chovu zvifat.
K vyraznym zméndm vaznosti dochdzi v zavislosti na pribc¢hu posmrtnych zmén.
Nejprve dochazi k poklesu v dasledku okyseleni a tvorby pevné struktury - rigor
mortis, poté se zvySuje v pribéhu zrani. Ne&kdy dochazi v disledku odchylného
pribéhu pH ke vzniku tzv. myopati, kdy je vaznost bud’ nizkd (PSE maso) nebo
vyssi (DFD maso) (Kadlec et al., 2002).

Vaznost masa je mozné zjistit riznymi metodami, mezi néz patii lisovaci
metoda podle Graua a Hamma, kapildrni volumetrie pro zisténi objemu uvolnéné
Stavy a hodnoceni ztraty $tavy samovolnym odkapem (tzv. metoda Dripverlust).
Vyuziva se také metody hodnotici ztraty st'avy nebo naopak schopnost udrzet vodu
pii tepelném zpracovani (Ingr, 1996).

3.1.3 Kiehkost

Kiehkost masa je nejdilezitéjSim znakem kvality masa v hodnoceni
spotiebiteld (Destefanis et al., 2008; Miller et al., 2001). Spotiebitelé jsou ochotni
platit vyss$i ceny za hovézi maso, které garantuje patii¢nou kiehkost (Feldkamp et al.,
2005). Problém kiehkosti se ovSem tykd piedevsim hovéziho masa, které vyzaduje
alesponn 14 dni skladovani v chladicich podminkdch pro zskéani kone¢né kiehkosti
Veptové maso zraje 5-7 dni a jehnééi 7-10 dni (Koohmaraie a Geesink, 2006). Na
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ktehkost maji vliv rizné predpordazkové a popordzkové faktory a jejich vzajemné
ucinky (Destefanis et al., 2008). K nejdilezitéjsim ptedporazkovym faktordm patii
vék, druh, pohlavi, plemeno, vyziva a stupen stresu pfed pordZkou. Zmény po
porazce, zahrnujici posmrtnou ztuhlost (rigor mortis) a zrani, maji zasadni vliv na
ktehkost masa (Nowak, 2011). Bylo ziSténo, ze béhem procesu zrani lze rozliit
zmény vmikro a ultrastruktuie svalovych vldken (zeslabeni myofibril, fragmentace,
zmény v oblasti Z-lini, I- pruht) a degradaci myofbrilarich a cytoskeletalnich
protein, jako jsou T troponiny, I troponiny, titmy, desminy, dystrofiny, nebuliny,
vinkuliny a meta-vinkuliny (Koohmaraie a Geesink, 2006). Tyto zmény vedou
Kk ziskani finalni kiehkosti masa. Mnoho studii ukazalo, ze kiehkost masa zavisi na
enzymech, jako jsou katepsiny a kalpainy. Nékteré¢ studie naznacuji, Ze za koneCnou
kiehkost mohou byt zodpovédné proteasomy, zatimco jiné ukazuji, Ze kaspasy
(Bernard et al., 2007; Kemp et al., 2010). Mnoho studii pfipisuji tuto roli systému
kalpaini (Neath et al., 2007; Kemp et al., 2010).

Je mnoho faktord ovliviiyjicich kfehkost masa. Kazdy ztéchto faktori se
opfra o teorie, které se snaz vysvétlit, jaky ma dany faktor vliv na kiehkost. Mez
Ctyfi obecné charakteristiky, které jsou povazované za nejdulezitéjsi, patii posmrtna
proteolyza myofibril, mntramuskuldrni tuk neboli marbling, mnoZstvi a rozpustnost
pojivové tkan¢ a kontraktini stav svalu. Tyto faktory také pfispivaji k rozdiné
kiehkosti mezi riznymi svaly ve stejném jate¢ném téle (Belew et al., 2003).

Faze tuhnuti masa je zpUsobend zkracovanim sarkomer v prubéhu vyvoje
rigor mortis (Wheeler a Koohmaraie, 1994; Koohmaraie et al., 1996). U hovézho
masa tento proces nastava vprib&hu prvnich 24 hodin po porazce (Wheeler a
Koohmaraie, 1999). Zatimco fize tuhnuti je za stejnych podminek obdobnd u vSech
jate¢nych t¢l, faze kichnuti je vysoce variabini. Jsou zde velké rozdily v rychlosti a
mife posmrtné tenderizace masa. Je zndmo, ze se kiehkost masa ZlepSuje pii
uskladnéni vchladu vdasledku enzymatické aktivity. Tato enzymatickd aktivita
ovliviyje posmrtnou proteolyzu myofibrilarnich bilkkovin, a ma tedy zisadni vyznam
pro kiehkost masa (Koohmaraie a Geesink, 2006).

Rychlost a mira posmrtné proteolyzy prostiednictvim kalpainového systému
vysvétlyje  pfevaznou C¢ast pozorovaného zlepSeni kiehkosti pfi zrdni masa
(Koohmaraie, 1994; Taylor et al., 1995). Aktivita téchto proteolytickych enzymi je
také regulovana rychlosti poklesu pH a teploty béhem vyvoje rigor mortis
(Dransfield, 1994), iontovou silou (Ouali, 1984), oxidaci calpainu po porazce (Rowe
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et al., 2004), pifpadné daliimi faktory. Uginek kalpainového systému na tenderizaci
masa po porazce zavisi na rovnovaze mezi mirou aktivace a aktivity, a mirou
inaktivace nebo denaturace proteolytickych enzymt (Dransfied, 1992). Mira aktivace
a aktivity zavisi na koncentraci kalpainu I, kalpainu II a jejich mhibitoru kalpastatinu
pii porazce (Koohmaraie, 1994).

Vliv pojivovych tkdni na kiehkost masa je urCen predevsim vyvojem tepelné
stabilnich pficnych vazeb stejné jako celkovym obsahem kolagenu (Warner et al.,
2010).

Intramuskularni tuk rovnéz ovliviuje kiehkost masa. Tento tuk tvoii na fezu
svaloviny, mezi svalovymi vldkny bilou kresbu, tzv. mramorovani neboli marbling
(Werner et al., 2010). VysSi stupenn mramorovani byl asociovan se zvySenou
chutnosti vafeného hovéziho masa (Smith et al., 1987), ackoliv obecné predstavuje
rozdil ve smyslovém vnimani kiehkosti hovéziho masa pouze 3-10% (Nishimura et
al., 1999).

Kiehkost mize byt hodnocena senzoricky nebo objektivné - texturometry
nebo tendometry. Veli¢na naméfenda Warnerem a Bratzlerem, sila ve stihu, je
pouzivana nejcastéji (Pipek a Jirotkova, 2001).

Marshall (1999) a Burrow et al. (2001) ve svych studiich zabyvajicich se
vlivem genetickych parametri na znaky kvality hovéziho masa uvadi, ze heritabilita
kiehkosti, ktera byla stanovena objektivnim zpiisobem jako sila ve stfihu, byla 0,2-
0,3.

3.1.4 Chutnost

Chutnost Ize definovat jako komplexni vjem chuti a aromatu, na jejimz
vytvafeni se podileji predevSim extraktivni latky, vznikajici v pribéhu zrani masa.
Vyznamnym nosiCem téchto latek je tuk, ve kterém je tada extraktivnich latek
rozpusténa. Maso s plhou chuti a vini obsahuyje pfiméfen¢ vysoky obsah tuku a
procesy posmrtného zrani u né¢ho probehly v dostatecné mife (Pipek a Jirotkova,
2001).

Z hygienickych divodi se chutnost masa hodnoti po jeho tepelné uprave,
typické a nejobvyklej$i pro dany druh masa a jeho vysekovou Cast. Zpusob tepené
upravy muze ovlivilovat senzorické znaky. Ztoho divodu se musi dodrzovat
pfedepsan¢ konstantni podminky tepelné uUpravy vzorkli masa a rovnéZz podminky
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predklddani a senzorického posuzovani masa. Pfi hodnoceni chutnosti se posuzuji
texturni vlastnosti, jako kiehkost, mékkost, tuhost, tvrdost, St'avnatost a jemna nebo
hrubd vldknitost. Chut' a vin€¢ patii k nejdilezitéjSim znaklim senzorické jakosti.
Hodnoti se jako vyraznd, typickd, bezvyrazna, prazdnd, netypickd, cizi, nepiijemna
nebo odpornd (Ingr, 1996). Chutnost lze tedy hodnotit senzorickym posouzenim, ale
také analytickymi piistroji (nejcastéji chromatograficky) (Pipek a Jirotkova, 2001).

3.2 Klasifikace molekularnich genetickych markeri

Markery mizeme rozd€lit dle vyuziti pfi mapovani genomu na tii typy.
Prvnim typem jsou koduyjici exprimované geny, které mohou byt kandidatnimi geny
pro kvantitativni znaky (Quantitative Trait Loci, QTL). Tyto markery maji nizkou
hladinu polymorfismu a jsou malo pouztelné pro studie diverzity rodin a populaci.
Vyuzivaji se ale vyznamné¢ v komparativnim (srovndvacim) mapovani. Druhym
typem jsou vysoce variabilni sekvence DNA. Zde se vyuZivaji pfedevSim mikro a
minisatelity. Vlivem vysokého stupné polymorfismu (velky pocet alel) jsou
mikrosatelity vysoce informativni v populacnich studiich a pfi ur€ovani rodi€ovstvi,
a jsou zikladem pro vazbové mapovani genl. Tyto markery nemaji piimo vliv na
variabilitu znaku, ale mohou byt ve vazbé s QTL. Tretim typem markert jsou
jednonukleotidové polymorfismy (SNP), kter¢ mohou lezet uvnitt kodujicich gent,
ale castéji vnekodyjicich intronech nebo intergenovych oblastech. Jsou vyuzitené
pro populacni a rodinné studie. Vyskytuji se Vv genomu piblizné kazdych 500-1000
bp. Vyzam zskavaji srozvojem automatickych metod skreeningu (microarrays)
(Knoll a Vykoukalova, 2002).

Markery Iz také rozdélit dle charakteru svého polymorfismu na
polymorfismus  délky restrikénich  fragmentd  (Restriction Fragment Length
Polymorphism, RFLP), polymorfismus v délce sekvence (Simple Sequence Length
Polymorphism, SSLP), ktery zahrnuje mikrosatelity a minisatelity. Sem patii i
vzacné se vyskytuyjici delece nebo inzerce v intronové casti zpisobené napf.
transpozony. Tietim typem markeru je polymorfismus jednotlivych nukleotidt
(Single Nucleotide Polymorphism, SNP). Zde se jednda o bodové mutace. Neé&které
mohou byt detekovany jako RFLP. V piipad€, Ze neexistuje rozpoznavaci misto pro
restriktazu, lze k detekci pouzit sekvenovani, denaturacni gradientovou gelovou
elektroforézu  (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, DGGE) nebo metodu
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zvanou  polymorfismus  konformace  jednovldknové  DNA  (Single  Strand
Conformation Polymorphism, SSCP). Vétsinou se jedna o bialelické markery (Knoll
a Vykoukalova, 2002).

3.2.1 Polymorfismus délky restrik¢nich fragmenti (Restriction
fragment length polymorphism, RFLP)

Objeveni a izolace restrikénich endonukleaz vroce 1960 Arberem, Smithem
a Nathansem polozly ziklady pro novou tfidu genetickych markeri: polymorfismus
dékky restrik¢nich fragmenti (RFLP) (Botstein et al., 1980).

Restrikéni  endonukledzy jsou bakteridlni enzymy, které rozpoznavaji
specifické 4, 5, 6, nebo 8 pard baz (bp) dlouhé nukleotidové sekvence, a §t€pi DNA
vSude, kde se tyto sekvence vyskytuji Zmény vDNA sekvenci v disledku
mzerci/deleci, substituci bazi nebo premisténi, tykajici se restrikCnich mist, miizou
mit za nasledek zsk, ztritu nebo premisténi restrikéntho mista. Stdpenim DNA
restrikénimi enzymy se vytvoii fragmenty, jejichz pocet a velikkost se mize mez
jedinci, populacemi a druhy LSit (Liw a Cordes, 2004). Tradicné byly fragmenty
separovany pomoci Southern blot analyzy (Southern, 1976), ve které je genomova
DNA podrobena elektroforéze na agarézovém gelu, pfenesena na membrdnu a
vizualizovana hybridizaci se specifickymi sondami.

Nejnovejsi analyzy nahradily zdlouhavou Southern blot metodu technikami
zalozenymi na polymerazové fetézové reakci (PCR). Jsou-li koncové sekvence pro
dany lokus zndmé, je segment obsahujici oblast RFLP amplifkovan pomoci PCR.
Je-li délkovy polymorfismus zptsoben relativné velkou deleci nebo inzerci (> cca
100 bp), méla by gelova elektroforéza odhalit rozdily ve velikosti PCR produkti.
Nicméné je-li délkovy polymorfismus zplsoben substituci bazi v restrikénim miste,
musi byt PCR produkty Stépeny restrikénim enzymem pro odhaleni RFLP (Liu a
Cordes, 2004).
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3.2.2 Polymorfismus nahodné amplifikované DNA (Random
amplified polymorphic DNA, RAPD)

Postupy RAPD byly poprvé vyvinuty vroce 1990 s vyuwzitim metody PCR
k nahodné amplifikaci anonymnich segmentti jaderné DNA se stejnym parem 8-10
bp dlouhych primer. Vzhledem k tomu, Ze primery jsou kratké a je pouzita relativné
nizka teplota annealingu (Casto 36-40 °C), pravdépodobnost amplifikace cetnych
produkti je velka, kdy kazdy produkt (pravdépodobng) ptedstavuje rizny lokus.
Protoze je vétSina jaderného genomu obratlovcl nekodujici, ma se za to, Zze vétSina z
amplifikovanych lokusii bude selektivné neutralni. Genetickd variabilita a divergence
vramci a mezi taxony se posuzuje na zaklad¢é piitomnosti nebo absence jednotlivych
produkt, které zavisi na zméné v DNA sekvenci vkazdém Ilokusu. K RAPD
polymorfismu milize dojit v disledku substituci badzi na vazebnych mistech primert
nebo inzerce/delece v oblastech mezi témito misty (Welsh a McClelland, 1990;
Williams et al., 1990).

Potencialni schopnost detekce polymorfismu je relativné vysoka. Typicky
mize byt vyrobeno 5-20 fragmentii S pouzitim daného paru primeri a nckolk sad
ndhodnych primerdt se mize pouzit ke skenovani celého genomu pro diferencialni
RAPD fragmenty. Vzhledem k tomu, Ze kazdy fragment je povazovan za bialelicky
lokus (pfitomnost nebo nepfitomnost zamplifikovaného produktu) jsou hodnoty
polymorfiiho informa¢niho obsahu (Polymorphic Information Content, PIC) pro
RAPD nizsi nez ty pro mikrosatelity a SNP. RAPD nemusi byt tak informativni jako
AFLP, protoze je mén¢ lokusti generovano soucasné¢ (Liu a Cordes, 2004).

RAPD markery se dédi mendelisticky dominantnim zpGsobem a jsou
hodnoceny jako pfitomné/nepiitomné. RAPD fragment je vytvofen homozygoty
stejn¢ jako heterozygoty, a prestoze se intenzita fragmentl mize lSit, variace v
efektivnosti PCR ¢ini vyhodnocovani intenzit fragmenti obtiznym. V disledku toho,
rozliSovani homozygotnich dommantnich od heterozygotnich jedinci neni obvykle
mozné. Navic je obtiné wurCit, zda fragmenty piedstavuyji riizné lokusy nebo
alternativni alely jednoho lokusu, takze se miize pocet zkoumanych lokusti posoudit
chybné. To plati zejména v ptipadé, ze je RAPD zpiisoben deleci nebo inzerci
V lokusu spiSe nez ve vazebnych mistech primeri (Liu a Cordes, 2004). Po¢et RAPD

fragmenti vidénych v F1 generaci by se mél rovnat souctu fragmentti vidénych u
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rodic, za predpokladu rodiCovské homozygotnosti v kazdém lokusu. Polymorfni
RAPD pak v F2 populacich segreguje v poméru 3:1 (Liu et al., 1998; Liu et al 1999).

RAPD maji vSechny vyhody markerti zaloZzenych na PCR. Vyhodou je také
to, ze primery jsou komerén¢ dostupné a nevyzaduji predchozi znalost sekvence
cillové DNA nebo organizace genu. Mnoholokusové amplifikace mohou byt
separovany elektroforeticky na agarézovém gelu a barveny ethidium bromidem,
ackoli vy$stho rozliSeni fragmenti bylo dosazeno diskontinudlni polyakrylamidovou
gelovou elektroforézou (dPAGE) a barvenim stibrem (Dinesh et al., 1995). Mezi
dalsi vyhody RAPD patii snadnost, sjakou mize byt tiidén velky pocet lokust a
jednotlivett (Liu a Cordes, 2004).

Mezi nedostatky tohoto typu markeru patii obtiznost prokazovani
mendelistické dédi¢nosti lokusii a neschopnost rozliSit homozygoty a heterozygoty.
Navic, pittomnost paralogntho PCR produktu (rizné oblasti DNA, které maji stejné
délky, a tak se zdaji byt jedinym Ilokusem) limituyje pouziti tohoto markeru. A
kone¢né, RAPD markery vykazyji nizkou reprodukovatelnost v disledku nizké
teploty annealingu pouzivané v PCR amplifikaci (Liu a Cordes, 2004).

3.2.3 Polymorfismus délek amplifikovanych fragmenti (Amplified
fragment length polymorphism, AFLP)

AFLP je mnoholokusovd fingerprinting technika, zalozend na PCR, ktera
kombinuje silné stranky a piekonava slabé stranky metod RFLP a RAPD. Stejné jako
RFLP, zahrnuje molekularni podstata AFLP polymorfismi inzerce nebo delece mezi
restrikénimi misty a substituce bazi v restrik¢nich mistech. Jako RAPD také zahrnuje
substituce bazi ve vazebnych mistech primerii. Unikatni vlastnosti této metody je
pridani adaptéri znamé sekvence k fragmentim DNA vytvofenych Stépenim celé
genomové DNA. To umoziuje naslednou PCR amplifikaci skupin vSech fragmenta
pro snadnou separaci gelovou elektroforézou. Jeji primarni cil, detekce genetické
variability, je stejny jako RFLP, ale namisto analyzy jednoho lokusu umoziuje
analyzu mnoha lokust soucasné (Liu a Cordes, 2004).

Metoda AFLP zacind Stépenim celé genomové DNA dvéma enzymy
(nejéastéji EcORlI a Msel). Vzhledem ktomu, Ze sekvence vyslednych DNA

fragmentll jsou neznamé, adaptéry znamé sekvence jsou ligovany na konce

20



fragmentti a slouzi jako mista pro primery pro PCR amplifikaci. Tento postup ma za
nasledek vytvofeni milioni fragmenti PCR. Pocet amplifikovanych fragmentl je
proto snizen piidanim zndmych baz k 3' PCR primerim. ProtoZe tyto baze ptesahuji
za ligované misto a do fragmentu DNA, primer bude nasedat pouze, pokud bude mit
fragment presnou sekvenci (Vos et al., 1995).

Stejn¢ jako RAPD, se AFLP markery dédi jako dommantni markery, ackol
nyni je kdispozici sada programii pro kodominantni vyhodnocovani AFLP
fragmentl. Mez hlavni piednosti metody AFLP patii vysoky pocet (vice nez 100)
odhalenych polymorfismi a vysokd reprodukovatelnost diky vysokym teplotdm
annealingu PCR. Stejné jako RAPD, nevyzaduje tato metoda Zzadné piedchoz
molekularni informace, a proto je pouztelnd pro vSechny druhy. Také AFLP
fragmenty jsou povazovany za bialelické a proto maji relativné nizké PIC skore.
VEtsi pocet lokusi, které mohou byt soucasné vyhodnoceny, ovSem vyuziti AFLP
vyrazné zvySuje (Liu a Cordes, 2004).

3.2.4 Mikrosatelity

Mikrosatelity se skladaji zvice kopii tandemové usporadanych opakovani
jednoduché sekvence (SSR, Simple sequence repeats) skladajici se z1-6 part baz
(napf. ACA nebo GATA) (Tautz, 1989; Litt a Luty, 1989). Mikrosatelity maji
tendenci byt rovnomémé rozloZzeny v genomu na vSech chromosomech a ve vSech
oblastech chromosomu. Byly nalezeny vkodujicich oblastech gent, intronech a
vnegenovych sekvencich. VétSina mikrosatelitnich lokustt je relativné malych,
vrozmezi od nckolka do nékolka set repetic. Relativné mald velikost
mikrosatelitnich lokust je dulezitdA pro snadnou genotypizaci pomoci PCR metody
(Liu a Cordes, 2004). Obecné lze fici, ze mikrosatelity, které obsahuji velké
mnozstvi opakovani, jsou vice polymorfni. Polymorfismus byl ovSem pozorovan
také u mikrosatelitt, které mély pouze pét opakovani (Karsi et al., 2002).

Polymorfismus mikrosateliti je zalozen na rozdilech vdélce vzhledem
K proménnym poctim opakujicich se jednotek obsazenych v alelach v daném lokusu.
Mutaéni pomér mikrosateliti byl zaznamenan vysoky - 10 na generaci. (Weber a
Wong, 1993; Crawford a Cuthbertson, 1996). Piedpoklada se, Ze je zpisoben
sklouzavanim polymerazy béhem replikace DNA, které vede K rozdilim v poctu
opakujicich se jednotek (Levinson a Gutman, 1987; Tautz, 1989). Bez ohledu na
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specifické mechanismy mizou mit zmény vpocCtu opakujicich se jednotek za
nasledek  velké mnozstvi alel vkazdém mikrosatelitnin lokusu v populaci.
Mikrosatelity se dédi podle mendelistické dédicnosti jako kodominantni markery.
Kazdy mikrosatelitni lokus musi byt identifikovin a jeho hranini oblast
sekvenovana pro konstrukci PCR primerti (Liu a Cordes, 2004).

3.2.5 Jednonukleotidovy polymorfismus (Single nucleotide
polymorphism, SNP)

Jednonukleotidovy  polymorfismus  (SNP)  charakterizuje  polymorfismy
zpusobené bodovymi mutacemi. Nasledkem toho vznikaji rozdiné alely, které
obsahyji alternativni baze vdané pozici nukleotidu na lokusu. Tyto rozdily
vsekvenci zpusobené substitucemi bazi byly dobfe charakterizovany od vzniku
sekvenovani DNA vroce 1977. Schopnost rychlého genotypovani SNP ve velkém
poctu vzorki nebyla ovSem mozmd az do aplkace genové Cipové technologie
Vv pozdnich 90. letech. SNP se opét stavaji ustiednim bodem ve vyvoji molekularnich
markert, protoze jsou nejhojnéjSimi polymorfismy v kazdém organismu a odhaluji
skryty polymorfismus nedetekovany jinymi markery a metodami (Liu a Cordes,
2004).

Teoreticky miize SNP v lokusu vytvaret az Ctyfi alely, znichz kazdd obsahuje
vmist¢ SNP jednu ze ¢ty bazi: A, T, C nebo G. Nicmén¢ V praxi je vétSina SNP
obwykle omezena na jednu ze dvou alel (nejéastéji bud® dvou pyrimidini C/T nebo
dvou purini A/G). SNP markery se dédi jako kodominantni markery (Liu a Cordes,
2004).

Bylo pouzito n€kolikk pfistupi k odhaleni SNP zahrnujici SSCP analyzu
(Hecker et al., 1999), heteroduplexni analyzu (Sorrentino et al., 1992) a piimé
sekvenovani DNA. Sekvenovani DNA byl nejpfesnéjSi a nejvice pouzivany piistup
k odhaleni SNP. Nahodné ,shotgun” sekvenovani, sekvenovani amplikoni
spouwztimn PCR a komparativni EST analyzy patfi mez nejpopularnéjsi metody
sekvenovani pro odhaleni SNP (Liu a Cordes, 2004).

I pfes technologicky pokrok je genotypizace SNP stile naro¢nd a vyzaduje
specializované vybaveni. Tradicni metody vhodné pro SNP genotypizaci zahrnuji:
piimé sekvenovani (Cotton, 1993), alelové specifické oligonukleotidy (ASO)
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(Malmgren et al., 1996), denaturacni gradientovou gelovou elektroforézu (DGGE)
(Cariello et al., 1988), analyzu polymorfismu konformace jednovlaknové DNA
(SSCP) (Suzuki et al., 1990) a ligazovou fetézovou reakci (LCR) (Kalin et al., 1992).

Pro efektivni genotypizaci pomoci nejmodernéjsi techniky je k dispozici
nékolik moznosti. Obzvlasté popularni jsou metody, jako hmotnostni spektrometrie
(Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flightt MALDI-TOF) (Ross et
al., 1998; Storm et al., 2003), pyrosekvenovani (Ahmadian et al., 2000; Alderborn et
al., 2000), TagMan alelicka diskriminace (Li et al., 2004), real-time (kvantitativni)
PCR (Nurmi et al., 2001) a pouzti genovych ¢ipt neboli DNA microarrays (Hacia et
al., 1999).

3.3 Kandidatni geny pro masnou uZitkovost

Na wetSin¢ znakd jakosti masa se podili jak environmentalni tak geneticka
slozka (Dikeman et al., 2005) sriznou heritabilitou v zavislosti na analyzovaném
znaku (Wheeler et al., 2004). Geny regulujici metabolismus a rist maji potencial
ovlivnit  ekonomicky  vyznamné znaky (economically relevant traits, ERT)
hospodaiskych zvifat. Polymorfismy v téchto kandidatnich genech, které vykazuji
spojitost s konkrétnim ERT, jsou uzitecné pro markery asistovanou selekci (MAS)
(Sherman a Nkrumah, 2008). Existuyje cela fada kandidatnich genti pro ERT, nize je
uveden struny piehled téch nejdilezitéjSich.

Myostatin, také znamy jako rustovy diferenciacni faktor-8 (GDF-8), je
Clenem rodiny transformujicich ristovych faktord-B a je negativni regulator
svalového ristu (McPherron et al., 1997; Thomas et al., 2000). Mutace v genu pro
myostatin (MSTN) zpusobuje dvojit¢é osvaleni u skotu (Kambadur et al., 1997,
McPherron a Lee, 1997).

Specificky inhibitor kalpainové rodiny endogennich protedz, kalpastatin,
inhibuje normalni kiehnuti masa pii zrani post mortem (Schenkel et al., 2006). Gen
pro kalpastatin (CAST) se nachazi na BTA7 (Bishop et al., 1993). Polymorfismy
Vtomto genu byly asociovany se silou ve stithu, a tedy s kiehkosti hovéziho masa
(Casas et al. 2006; Schenkel et al. 2006), a také se schopnosti masa vazat vodu u
prasat (Ciobanu et al., 2004). Polymorfismus v genu pro kalpain 1 (CAPN1) byl také

asociovan s kiehkosti masa (Page et al. 2002).
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Polymorfismus lysin/alanin vgenu  kodujicim  diacylglycerol O-
acyltransferazu 1 (DGAT1), mikrosomalni enzym katalyzujici kone¢ny krok syntézy
triglyceridd, byl asociovan hlavné s obsahem milééného tuku (Grisart et al. 2002;
Winter et al. 2002). Bylo ovsem prokazano, ze polymorfismus v DGAT1 mél u skotu
také vyzmamny vliv na obsah intramuskularntho tuku. Homozygoti lysin/lysin  méh
podstatné vice mtramuskularntho tuku nez heterozygoti a homozygoti alanin/alanin
(Thaller et al., 2003).

Gen TG koduje protein thyroglobulin, ktery je prekurzorem trijodtyroninu a
tetrajodtyroninu, hormondl pusobicich na metabolismus lipidd. Polymorfismus v 5'
nepiekladané oblasti genu byl asociovan s marbling skore (Barendse et al., 2004).

Vyzmamny je také gen pro stearoyl CoA desaturazu (SCD), kterd katalyzuje
desaturaci nasycenych mastnych Kkyselin na mononenasycené mastné Kyseliny.
Genova exprese i alelické variace v genu Korelovaly s procentualnim zastoupenim
mononenasycenych mastnych kyselin v japonském c¢erném skotu (Taniguchi et al.,
2004).

Gen LEP koduje leptin, ktery je produkovan adipocyty a podili se na regulaci
piijmu krmiva, energetické bilanci, ukladani tukl, kvalitu masa a reprodukci
(Houseknecht et al., 1998; Geary et al., 2003). Bovinni LEP byl mapovan na
chromosomu 4 (Stone et al, 1996). Polymorfismy vgenu LEP byly spojeny
S pfijmem krmiva, produkci mléka (Liefers et al., 2002) a protucnénim jateCného t¢la
(Buchanan et al., 2002; Nkrumah et al., 2004). Substituce cytosinthymin (C/T)
detekovana v pozici 528 v promotorové oblasti bovinniho LEP ukazala, Zze zvirata
sgenotypem TT méla vySSi marbling skore nez jedinci s genotypy CC a CT
(Nkrumah et al., 2005).

Geny kodujici hormony, ristové faktory a jiné regulacni proteiny souvisejici
Stzv. somatotropni osou jsou kandidatnimi geny pro kvantitativni znaky u
hospodarskych zvifat. Mezi né patii napiiklad gen ristového hormonu (GH), gen pro
receptor rustového hormonu (GHR), gen transkripéniho faktoru Pit-1 (Pit-1 aktivuje
expresi genit GH a prolaktinu v pifednim laloku hypofyzy) a gen kodujici inzulinu
podobny rustovy faktor-1 (IGF-I) (Maj et al., 2004). Existuyje mozna souvislost mezi
koncentraci ristového hormonu, rychlosti narGistu svalové hmoty a svalového vldkna
a konecnou kiehkosti Ztohoto divodu byl zvySe vyjmenovanych kandidatnich
genll vybran pro tuto diplomovou praci gen ristového hormonu a gen pro jeho
receptor.
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3.4 Gen pro ristovy hormon

Rastovy hormon (growth hormone, GH) je u zvifat jednim z hlavnich
regulatorti postnatalntho ristu a metabolismu. Tento hormon ovlivigje rist, télesnou
skladbu, zdravi, produkci mléka a starnuti jednak piimo, jednak prostiednictvim
produkce inzulinu podobného ristového faktoru-1 (IGF-1) (Ho a Hoffman, 1993;
Lincoln et al., 1995; Sumantran et al., 1992). Ztéchto divodi je gen kodujici GH
povazovan za vhodného kandidata pro markery asistované selek¢ni programy u skotu

za ucelem ZlepSeni masné a miééné produkce (Parmentier et al., 1999).

3.4.1 Struktura genu a jeho proteinu

Gen pro rastovy hormon se nachazi na 19. bovinnim chromozomu (Taylor et
al.,, 1998). Vyskytuje se pouze Vvjedné kopii v oblasti 19926 (Hediger et al., 1995).
Je soucasti genové rodiny, kterd obsahuje prolaktin a placentarni laktogen. Sklada se
z péti exonl a Ctyf intrond a jeho délka je cca 1800 bp (Gordon et al., 1983).
Metodami SSCP a RFLP bylo popsano n€kolik polymorfaich oblasti v riznych
oblastech GH genu (Zakizadeh et al., 2006). Mezi dva nejdileztéj$i polymorfismy
patii mutace ve tfetim itronu (tranzice T na C), detekovand restrikénim enzymem
Mspl a mutace v patém exonu (transverze C na G, substituce Leu na Val v proteinu),
detekovana restrikénim enzymem Alul (Lucy et al., 1993; Zhang et al., 1993).

Bovinni rGstovy hormon je protein skladajici se 2ze 190 nebo 191
aminokyselin o molekulové hmotnosti 22 kDa (Dybus, 2002). Strukturu tohoto
proteinu tvoii Ctyfi Sroubovice, pfiCemz Ctvrtd ma zasadni vyznam pro vazbu GH

s receptory (Secchi a Borromeo, 1997).

3.4.2 Fyziologické funkce

Ristovy hormon je vyluovan ze somatotropti v pfednim laloku hypofyzy
piedev§im pod kontrolou dvou hormond hypotalamu. Témito hormony jsou jednak
hormon uvoliyjici ristovy hormon (growth hormone releasing hormone, GHRH),
ktery zvySuje sekreci GH, a dale somatostatin (SS), oznaCovany také jako faktor
inhibujici sekreci somatotropinu (somatotropin release-inhibiting factor, SRIF), ktery
sekreci rustového hormonu inhibuje (Nicoll et al., 1986; Etherton a Bauman, 1998).
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Mechanismus pro fizeni sekrece ristového hormonu je znamy jako somatotropni osa
a zahrmuje kromé GHRH a SRIF také ghrelin (growth hormone secretagogue, GHS),
inzulinu  podobny rdstovy faktor-1 (insulin-like growth factor-1, IGF-1) a leptin
(LEP) (Frohman et al., 2000). Ghrelin stimuluje uvoliovani GH prostfednictvim
dvojtho plisobeni: na hypotalamové GHRH buikky a na somatotropy ptedniho laloku
hypofyzy (Korbonits et al., 2004). Leptin ovliviluje sekreci riznych hormont
hypofyzy, véetné GH (Zieba et al., 2003; Morav¢ikova et al., 2013) tim, Ze potlacuje
jeho sekreci (Roh et al., 2001). V somatotropni ose se cirkulujici ristovy hormon
vaze na extracelularni doménu specifickych transmembranovych receptort (GHR),
které jsou exprimovany v ruznych tkanich, zejména v jatrech (Sorensen et al. 1992).
Tento proces je signidlem pro kaskadu intracelularnich metabolickych udélosti, které
vrcholi  produkci inzulinu  podobného rustového faktoru-1 (IGF-1) v cilovych
tkanich, zejména jatrech (Renaville et al. 2002). Ptimo ¢i nepiimo (stimulaci sekrece
IGF-1) je GH hlavnim regulatorem postnatalniho somatického ristu, ktery stimuluje
anabolické procesy, jako jsou bunééné déleni, skeletalni rist a syntéza bilkovin (Curi
et al., 2005). V tukové tkani GH zvySuje lipolyzu triglyceridi a meéni citlivost bun¢k
na insulin, coz vede k diabetickému stavu. Ve svalech GH podporuje nar(stani a
syntézu proteind. Biologické u€inky ristového hormonu (GH) se tykaji fady tkani a
metabolismu vSech druhii zvin: sacharidt, lipid, proteini a mineralnich latek. Tyto
koordinované zmény v metabolismu tkdni méni rozd€lovani Zvin, ¢imz hraji

klicovou roli ve zvySeni pfirtistku nebo produkci mléka (Etherton a Bauman, 1998).

3.4.3 Polymorfni mista v genu a jejich vliv na masnou uzitkovost

U hospodaiskych zvitat bylo odhaleno mnoho polymorfismi v GH. Tyto
polymorfismy byly nasledné diskutovany Vv souvislosti s zivoc¢iSnou vyrobou. Bylo
7zjiSténo, Ze paty exon genu pro rustovy hormon je polymorfni v kodonu 127. Jedna
se zde o substituci cytosinu (C) na guanin (G). Vyzkumy (Gordon et al., 1983, Lucy
et al, 1993) uvadé¢ji, Zze se polymorfismus vyskytuje v2141. misté sekvence.
Substituce C na G Vtéto pozci, zpusobujici zménu aminokyselin z leucinu (Leu,
CTG) na wvalin (Val, GTG) vpolypeptidu ristového hormonu, mize byt
identifkovana restrik¢nim enzymem Alul. Alela L indikuje pftomnost restrikéniho
mista, zatimco alela V ukazuje na jeho nepiitomnost (Hartatik et al., 2013). Zmény
DNA vexonu 5 genu GH (GH™"127Valy " které zpiisobuji aminokyselinové substituce,

26



byly spojeny s vlastnostmi ristu a obsahem tuku u skotu (Ardiyanti et al., 2009a,b;
Chrenek et al., 1998; Schlee et al., 1994; Sneyers et al., 1994), ackoliv asociace
nebyly vzdy nalezeny (napt. Di Stasio et al. 2002), nebo byly protichidné (napf.
Schlee et al., 1994). Barendse et al. (2006) uvadi, Ze alela L byla spojena s niz$im
stupném mramorovani u plemen angus a shorthorn.  Tato alela byla rovnéz
asociovana s mirn¢ vy$$im obsahem tuku v kyt¢. Shlee et al. (1994) ukazali
vyznamny  vliv - genotypu LV na masnou wztkovost simentdlskych bykd.
Zwierzchowski et al. (1998) uvedli, ze télesna hmotnost a kapacita pifjmu krmiva
byly u mladych friskych bykt siné zavislé na GH genotypu. Heterozygoti LV m¢eli
nejvyS$si hmotnost a nejvétsi pifjem krmiva. Chrenck et al. (1998) zase zjistil, Ze
simentalsti byci s genotypem VV méli nizSi télesnou hmotnost nez byci s genotypy
LLalV.

V exonu 5 GH genu byly objeveny substituce leucinu (Leu, CTG) na valin
(Val, GTG) vkodonu 127 a threoninu (Thr, ACG) na methionin (Met, ATG)
vkodonu 172. V disledku toho byly pozorovany tii haplotypy, a sice: haplotyp A
(Leu-Thr), haplotyp B (Val-Thr) a haplotyp C (Val-Met). Tudiz existuyje 6 moznych
kombinaci genotypd, a to: AA, AB, BB, AC, BC a CC (Chikuni et al., 1997). Alela C
byla nalezena pouze u plemen japonského ¢ermného a japonského hnédého skotu a
rozsifeni této alely se IiSilo mez jednotlivymi regiony v Japonsku (Chikuni et al.,
1994; Kono, 2005; Tatsuda et al., 2008). Ve studii Oka et al. (2007) a Katoh et al.
(2008) mela telata japonského Cerného skotu s genotypem AA (LL) vétsi te€lesnou
hmotnost (body weights, BW) nez ty s genotypem BB (VV). Zda se, z je to
v disledku vétsi sekrece GH vreakci na GHRH stimulaci (Katoh et al. 2008;
Ardiyanti et al. 2009a). Pokud jde o slozeni intramuskularnich mastnych kyselin
Ardiyanti et al. (2009b) uvedl, Ze jedinci s haplotypem A m¢li vétsi vahu jate¢né
upravené¢ho téla (JUT) avSak nizSi obsah nenasycenych mastnych kyselin
(unsaturated fatty acid, USFA). Jedinci s haplotypem C méli nizSi hmotnost JUT
nicméné vétsi obsah USFA. Podle Tatsuda et al. (2008) ma japonsky Cerny skot
s haplotypem C rovnéz vyssi stupenn mramorovani masa. 3-D analyza proteinu typu C
ukazala, ze aminokyselinové zbytky (127Val a 172Met), které jsou piitomné ve tieti
a Ctvrté Sroubovici resp. a jsou dulezité pro vazbu s GH receptory, jsou posunuty do
hlubsich pozic vmolekule ve srovnani stémi u typu A (127Leu a 172Thr), z ¢ehoz
vyplyva zména vazebnych interakci s receptory (Bahrami et al., 2013).
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Polymorfismus v intronu 3 genu GH byl analyzovan pomoci metody PCR-
RFLP s pouzitim restrikéniho enzymu Mspl (Zhang et al., 1993). Analyza odhalila
dvé alely GH1® a GH1P. Vyzmamné efekty genové substituce byly pozorovany u
skotu plemene piemontese, a to ztrata pii vafeni (cooking losses, CL) a kiehkost
v11. dnu, sprevahou alely GH1® nad GH1P, indikujici jak ni&i CL, tak i vysi
kiehkost (Di Stasio et al., 2003).

3.5 Gen pro receptor ristového hormonu

Ristovy hormon se podili na mnoha metabolickych a fyziologickych
procesech (Etherton, 2004; Chagas et al., 2007). K dosaZeni jeho u¢inkl je zapotiebi
vazba na jeho receptor (growth hormone receptor, GHR) (Edens a Talamantes, 1998;
Zhu et al., 2001). Variace v sekvenci DNA GHR genu mohou byt tudiz pfinosné pro
pochopeni, jak genotyp ovliviuje fenotyp pro rist a sloZeni jate¢né upraveného téla
skotu (Garrett et al., 2008). GHR byl proto navrzen jako potencialni kandidatni gen

pro rizné ekonomicky vyznamné vlastnosti u skotu.

3.5.1 Struktura genu a jeho proteinu

U skotu je GHR kédovan jednim genem nachdzejicim se na 20. chromosomu
(Moody et al., 1995). Gen kodujici bovinni GHR se sklada z 10 exonii a 9 intront
pokryvajici 365 186 bp dlouhou sekvenci DNA (Garrett et al., 2008). Je zde 9 exont
(Cislo 2 - 10) v translatované oblasti a dlouha 5'-nekddujici oblast, ktera zahrnuje 9
netranslatovanych exont - 1A, 1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 1G, 1H, 1l (Jiang a Lucy, 2001).
Pocate¢ni misto transkripce ATG tohoto genu se nachazi vexonu 2 (Garrett et al.,
2008). Exony znetranslatované oblasti jsou alternativné sestithané a kazdy znich ma
své vlastni misto startu transkripce. P1 promotor, zodpovédny za regulaci genové
exprese V jatrech, je asociovan s exonem 1A u skotu (Edens a Talamantes, 1998) a
obsahuje polymorfhi mikrosatelit (TG)n umistény 90 bp ,upstream” od startovaciho
mista transkripce (Hale et al. 2000). Tento element LINE-1, retrotranspozon
virového puvodu, vioZzeny do bovinnho GHR genu v5' oblasti je dlouhy pfiblizné
1,2 kbp (Lucy et al., 1998; Maj et al., 2004).
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Receptor ristového hormonu je proten o délce piblizn¢ 620 aminokyselin
(Edens a Talamantes, 1998). Je c¢lenem superrodiny cytokinin‘hematopoetinovych
receptord. Obsahuje jednu transmembranovou doménu skladajici se z24
aminokyselin, extraceluldrni doménu véaZici hormon a dlouhou cytoplazmatickou

doménu (Kopchick a Andry, 2000).

3.5.2 Fyziologické funkce

Receptor rlstového hormonu je membranovy transmiter pro signalni
transdukci rstového hormonu, ktery reguluyje rizné metabolické aktivity, vcetné
bunécného ristu a exprese cytokinovych geni (Han et al, 2009).

Pisobeni rstového hormonu na cilové bunky zavisi tedy na GH receptoru
(GHR) (Burton et al., 1994). Vazba GH na GHR, diky dimerizaci receptoru,
zpUsobuje aktivaci cytoplasmatické tyrosin kinazy 2 (Janus kinase 2, JAK2). Timto
jsou zpfistupnény nékteré signalni drahy zahrnujici STATS, PI3 kindzu a MAP
kindzu, coz ma za nasledek rizné biochemické a biologické procesy v buiice (Frank,

2001).

3.5.3 Polymorfni mista v genu a jejich vliv na masnou uzitkovost

V bovinnim GHR genu bylo identifikovano nckolik polymorfhich sekvenci.
Falaki et al. (1996) uvadi devét RFLP-Taqgl genotypti v sekvencich genu GHR
kodujicich intracelularni C-terminalni ¢ast receptoru. Moisio et al. (1998) objevil tii
bovinni varianty genu GHR, které se LiSi v délce 3' pfilehlé oblasti (311, 320 a 325 bp
dlouhé fragmenty) a jednu transverzi C/G v poloze +2313. Hale et al. (2000) ukazal
souvislost mezi polymorfnim TG-opakovanim v promotoru Pl a rychlosti ristu u
mladého skotu plemene angus. Alela GTi1 byla spojena s nizsi rychlosti rustu.

V5" priehlé oblasti bovinnho GHR genu byly identifikovany tfi
jednonukleotidové substituce rozpoznané jako RFLP s restrikénimi endonukledzami
Alul (A/T), Accl (C/T) a Stul (C/T) (Aggrey et al., 1999). Polymorfni varianty
bovinntho GHR genu byly také zaznamenany v promotoru P1 pro exon 1A (Ge et al,
1999), dale identifkované jako A/G tranzice v pozici —154, rozpoznané jako RFLP
s Nsil endonukleazou (Ge et al., 2003). Maj et al. (2004) zkoumali polymorfhi mista
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RFLP-Alul vpozci —1177, RFLP-Accl v pozci —887, RFLP-Nsil a nov¢ nalezené
RFLP-Fnu4HI/Tsel (C/T) umisténé v pozici —1104. Stejné jako RFLP-Alul a RFLP-
Accl, také RFLP-Fnu4HI/Tsel byl umistén v 1,2 kbp dlouhém LINE-1 elementu. V
polymorfaim mist¢ Alul byla alela (—) piizniva pro hmotnost jate¢né upraveného téla
a procentualni podil jatecné cennych Casti. Zvifata s genotypy —/— nebo +/— byla
lepsi ve znacich, jako jsou primémy denni piiristek, hmotnost JUT a hmotnost
libového masa v JUT. Zvifata s genotypem +/+ pro RFLP-Accl polymorfismus méla
vyS§i procento libového masa Vjate¢né cennych Castech, zatimco ta s genotypem +/+
V polymorfnim mist¢ Fnu4HI/Tsel méla vyssi denni piirGstek a lep$i konverz
krmiva. Vy$8i procento libového masa Vjate¢né cennych Castech bylo prokazano u
bykl s —/— genotypem v misté Nsil.

Vexonu 10, kodujici cytoplasmatickou doménu GHR, byly nalezeny Ctyfi
jednonukleotidové  polymorfismy (SNP), které jsou umisténé V pozicich 76 (T/C),
200 (G/A), 229 (TIC) a 257 (AJG) (Ge et al., 2000). SNP v 200. pozici zpisobuje
substituci aminokyselin  Ala/Thr. SNP v 257. pozici (viz. Ptiloha 1.) zplsobuje
substituci aminokyselin Ser/Gly. Zbyvajici dva SNP jsou tiché mutace. Di Stasio et
al. (2005) analyzovali polymorfismus v 257. pozici u skotu plemene piemontese.
Vtéto studii byla alela GHR® asociovana s vys§imi hodnotami ztraty okapem masa.
Pro tuto vlastnost byl rovnéz pozorovan signifikantni efekt dominance.

Vexonu 8 byl nalezen SNP F279Y, ktery zpusobuje substituci fenylalaninu
na tyrosin v transmembranové doméné GHR (Blott et al., 2003). Bylo prokazano, Ze
F279Y ovliviyje pijjem krmiva, G¢innost konverze krmiva a viastnosti se vztahem

k energetickému hospodaieni v téle (Banos et al., 2008).
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4. Material a metodika

4.1 Material

K analyze bylo pouzito 333 vzorki masa bykl plemene ceského strakatého
skotu pochazejicich zkomerénich chovi. Vzorky byly odebrany v letech 2010 —
2013. Vzorky masa byly uskladnény v mikrozkumavkach v mrazicim boxu pfii
teploté -20°C.

4.2 1zolace DNA

Izolace DNA byla provedena lyzacnim roztokem. Vzorek masa byl
rozmrazen, rozmélnén a vloZzen do predem oznacené mikrozkumavky (1,5ml). Poté
bylo ke vzorku piidano 300 pl pufru (Digestive Buffer) (100mM NaCl, 50mM TRIS-
HCL 1% SDS, 50mM EDTA, pH=8) a 10 pl Proteindzy K (100pg/ml). Po kratkém
vortexovani byl vzorek inkubovan 2 hodiny pii 50 °C a nasledné byl inkubovan pies
noc pii 37 °C. Druhy den bylo ke vzorku pfidano 300 pl SM LiCl a po dikladném
rozttepani po dobu nejméné¢ 1 minuty bylo piidano 600 ul chloroformu. Po 30
minutdch promichdvani ptrevracenin byla smés centrifuigovana (14 000 rpm, 15
min.) a supernatant pieveden do nové mikrozkumavky. Ke srazeni DNA byla
zkumavka naplnéna 96% ethanolem a protfepana. Po centrifugaci (14 000 rpm, 5
min.) byl supernatant odstranén a pelet vysuSen. VyizolovanaA DNA byla
resuspendovana v 100ul TE pufru (10mM TRIS-HCl, ImM EDTA, pH=7,5) a pfes
noc ulozena v lednici Tieti den byl vytézek izolované DNA ovéfen elektroforézou

na 1% agar6zovém gelu a vizualizovan pod UV svétlem.

4.3 PCR/RFLP

Metoda PCR-RFLP/AlUl odhalyjici bodovou mutaci C/G v2141. pozici
v exonu 5 genu pro ristovy hormon (GH) byla provedena dle metodiky Schlee et al.
(1994). Metoda PCR-RFLP/AlUl pro odhaleni jednonukleotidového polymorfismu
(SNP) A/G v 257. pozici vexonu 10 genu pro receptor ristového hormonu (GHR)
byla provedena dle metodiky Di Stasio et al. (2005).
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4.3.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro amplifikaci 223 bp dlouhého fragmentu genu GH a 342 bp dlouhé¢ho

fragmentu genu GHR byly pouzity sekvence primerti znazornéné v tab. 1.

Gen Primer Sekvence primeru (5" - 3")
GH1 (forward) -GCT GCT CCT GAG GGC CCT TCG-
GH GH2 (reverse) -GCG GCG GCA CTT CAT GAC CCT-
GHR-A (forward) -GCT AAC TTC ATC GTG GAC AAC-
GHR GHR-B (reverse) -CTATGG CAT GAT TTT GTT CAG-

Tab. 1. Sekvence primerti pouzitych pro PCR.

SloZeni reakéni smési bylo pro kazdy gen rizné, viz tab. 2. Na chladicim
stojanku byl pfipraven master mix (Taq pufr, MgCl,, dNTP's, primery, H,0), ktery
byl rozpipetovan do jednotlivych, pfedem oznacenych mikrozkumavek. Poté byla do
kazdé znich pfidana DNA a vzorky byly vloZzeny do termocykleru (Biometra T3000
thermocykler). Po navoleni pozadovaného programu a pocateCni denaturaci byla

priddna Tagq DNA polymeraza.

GH GHR
Komponenta Objem [ul] Komponenta Objem [ul]
Taq pufr 3,0 Taq pufr 2,0
25mM MgCl, 1,8 25mM MgCl, 1,2
dNTP's 3,0 dNTP's 2,0
primer 1 (GH1) 1,5 primer A (GHR-A) 1,0
primer 2 (GH2) 1,5 primer B (GHR-B) 1,0
DNA 2,0 DNA 1,3
Tag DNA polymeraza 3,0 Tag DNA polymeraza 2,0
H.O 14,2 H,O 9,5
Celkovy objem 30,0 Celkovy objem 20,0

Tab. 2. SloZeni reakéni smési PCR pro jeden vzorek.
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PCR genu GH se vzdy skladala z: 2 minut pocate¢ni denaturace pii 95°C; 35
cykli po: 50 sekund denaturace pii 95°C, 50 sekund nasedani primert pii 53°C a 50
sekund extenze primerti pii 72°C. PCR genu GHR se sklddala z 2 minut pocatecni
denaturace pii 95°C; 36 cykli po: 45 sekund denaturace pii 95°C, 30 sekund
nasedani primert pii 52,5°C a 50 sekund extenze primerti pii 72°C. PCR trvala
piblizné 2,5 hodiny a po jejim skonCeni byla v termocykleru udrzovana konstantni
teplota 4°C. Vytézek amplifikované DNA byl ovéfen pomoci elektroforézy na 2,5%

agarozovém gelu a vizualizovan pod UV svétlem.

4.3.2 Polymorfismus délky restrikénich fragmenti (RFLP)

Stépeni produkti PCR bylo provedeno pomoci restrikéni endonukleazy Alul.
Do mikrozkumavek s PCR produkty byl rozpipetovan na chladicim stojanku pfedem
pfipraveny master mix slozeny z pufru a Alul pro gen GH a pufru, Alul a H,O pro
gen GHR, viz tab. 3. Poté nasledovala inkubace pies noc pii 37°C. Druhy den byly
naStipané fragmenty rozdéleny pomoci elektroforézy na 3% agar6zovém gelu a

vizualizovany pod UV svétlem.

GH GHR
Komponenta Objem [ul] Komponenta Objem [pl]

Restrikéni endonukleaza 1,0 Restrikéni endonukleaza 0,5
AluI (10 U/pl) AluI (10 U/pl)

pufr (Buffer Tango) 1,7 pufr (Buffer Tango) 1,0
H20 0 H.O 3,85
PCR produkt 25 PCR produkt 15
Celkovy objem 21,7 Celkovy objem 20,35

Tab. 3. SloZeni reakéni smési RFLP pro jeden vzorek.
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4.4 Elektroforéza na agar6zovém gelu

Agardzovy gel byl piipraven v zivislosti na pozadované koncentraci, viz

tab. 4.

Agarozovy gel Agaroza [g] 1x TBE pufr Ethidium bromid
[%6] [mi] [n1]
1 1,0 100 17
2,5 2,5 100 17
3 3,0 100 17

Tab. 4. SloZeni agar6zovych gelli o rlizné koncentraci.

Elektroforéza probihala v horizontalni elektroforézni aparatufe, ve které byl
jako elektrolyt pouzit 1x TBE pufr (180g TRIS, 55g kyselny borit¢, 800ml
destilované vody, 40ml EDTA, doplhéno destilovanou vodou do objemu 1I). Pro
ovéfeni genomové DNA na 1% agar6zovém gelu bylo do kazdé jamky napipetovano
Sul resuspendované DNA obarvené¢ Syl bromfenolové modii. Doba trvani
elektroforézy byla 75 minut pii 80V. K separaci molekul DNA, zskanych metodou
PCR, byla pouwzita elektroforéza na 2,5% agarézovém gelu, trvajici 45 minut pfi
120V. Do kazdé jamky bylo napipetovano Syl PCR produktu smichaného s Syl
bromfenolové modii. Pro metodu RFLP byly naStipané fragmenty ovéfeny na 3%
agarozovém gelu. Do kazdé jamky bylo vlozeno 10ul vzorku obarveného 5Spl
bromfenolovou modii. Elektroforéza probthala 90 mmut pfi 80V. K ovéfeni
piitomnosti a délky fragmentd produkti PCR a RFLP byl vzdy do prvni nebo
posledni jamky napipetovan 1pl markeru pUC19 DNA/Mspl (Hpall) smichaného s
Sul bromfenolové modii. Vysledky elektroforézy byly pokazdé vizualizovany pod
UV svétlem.
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4.5 Stanoveni ki‘echkosti masa pomoci Warner-Bratzlerova testu

Pro urCeni kifehkosti masa byla pouzita metoda méfeni sily ve stithu podle
Warnera a Bratzlera. K analyze byly vyuzity vzorky musculus longissimus lumborum
et thoracis. Hodnoty sily ve stfihu vSech 333 vzorki syrového masa byly naméteny
14. den po porazce na katedie Specialni zootechniky Zeméde€lské fakulty JihocCeské

univerzity.

4.6 Vypotty

Z vysledkt genotypizace, ktera byla provedena metodou PCR-RFLP, byly
spocteny absolutni frekvence genotypt LL, LV, VV genu GH a genotypi AA, AG, GG
genu GHR. Pomoci vypoc¢ti byly nasledn¢ urCeny relativni frekvence genotypd a
absolutni a relativni frekvence alel

Vzorce pro vypocet relativni frekvence genotypi genu GH byly:

LLR = LLAN,

LVR = LVAN,

VVR = WA,

pro absolutni frekvence alel byly:

LA = 2xLLA + LVA,

VA = 2xXVVA + LVA,

pro relativni frekvence alel byly:

LR = 2xLL™ + LVA2xN,

VR = 2xvVA + LVA2xN,

kde homi index ® oznadoval absolutni frekvenci, horni index R vyjadfoval relativni
frekvenci, N byl pocet jedincti ve sledované populaci.

Genotypové a alelové frekvence genu GHR byly spocitiny obdobné, tedy
vzorce pro relativni frekvence genotypit genu GHR byly:

AAR = AAAIN,
AGR = AGAN,
GGR=GGAN,

pro absolutni frekvence alel byly:
AM = 2xAAR + AGH,
G" = 2xGG" + AG*
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a pro relativni frekvence alel byly:

AR = 2xAAR + AG/2xN,

GR = 2xGG”" + AG"/2xN,

kde horni index * rovn&z vyjadioval absolutni frekvenci, horni index R ozmacoval

relativni frekvenci a N byl pocet jedincii ve sledované populaci.

4.7 Statistické vyhodnoceni

Funkci ANOVA v programu Statistica bylo ziSténo, zda maji genotypy
jednotlivych geni GH a GHR vliv na kfehkost masa, méfenou jako sila ve stfihu.
V tomto programu byla také spoctena primérna hodnota sily ve stithu pro kazdy

genotyp.
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5. Vysledky

5.1 Genotypizace

Ze vsech 333 vzorkli masa byla Uspésné vyizolovina DNA. Metodou PCR-
RFLP/AIUl byla provedena genotypizace geni GH a GHR. Fragment genu GH
amplifikovany metodou PCR byl dlouhy 223 bp, viz obr. 1.

Obr. 1. Gen GH: vizualizace PCR produktu po elektroforetické separaci.

Metodou PCR amplifikovany fragment genu GHR se vyznacoval délkou 342
bp, viz obr. 2.

M1 2 3 4 35 67

342 bp

Obr. 2. Gen GHR: vizualizace PCR produktu po elektroforetické separaci.
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Pii metod¢ RFLP byl pro oba geny pouzt restrikéni enzym Alul. Alela L
genu GH méla jedno restrik¢ni misto pro Alul, vysledkem ¢ehoz byly dva fragmenty
o délce 171 bp a 52 bp. Alela V zistala nesestiizend, takze fragment byl dlouhy 223
bp. U homozygoti s genotypem LL byly tedy po elektroforetické separaci na
agard6zovém gelu pittomny dva fragmenty o délce 171 bp a 52 bp. U jedincii
s genotypem LV se na agardézovém gelu vyskytovaly tfi fragmenty dlouhé¢ 223 bp,
171 bp a 52 bp a u jedinct s genotypem VV se nachazel pouze jeden fragment 223 bp
dlouhy, viz obr. 3.

LL LV LL VV LL LL LL LL M

223 bp
171 hp

52 hp

Obr. 3. Gen GH: vizualizace PCR/RFLP po elektroforetické separaci.

Alela G genu GHR se skladala ze dvou fragmentii o délce 191 bp a 151 bp.
Alela A se vyznacovala jednim Alul rertrikénim mistem navic, z¢ehoz plynuly tii
fragmenty 191 bp, 101 bp a 50 bp dlouhé. U jedinci s genotypem AA se po
elektroforéze na agarézovém gelu vyskytovaly tfi fragmenty o délce 191 bp, 101 bp
a 50 bp. U heterozygoti AG byly piitomny ¢tyii fragmenty dlouhé 191 bp, 151 bp,
101 bp a 50 bp a u homozygott GG dva fragmenty 191 bp a 151 bp dlouhé viz
obr. 4.
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AA AAAG AGAA GG M

191 bp
151 bp

101 bp

50 bp

Obr. 4. Gen GHR: vizualizace PCR/RFLP po elektroforetické separaci.

5.2 Frekvence alel a genotypi

Ze vsech 333 jedinci pro SNP GH/Alul bylo 166 homozygoti LL, 161
heterozygotd LV a pouze 6 homozygota VV. Genotyp VV byl tedy nejméné Cetny
srelativni frekvenci 0,018. Relativni frekvence genotypi LL a LV byly piiblizné
stejné, a to 0,499 (LL) a 0,483 (LV). Ve sledované populaci vyrazné pievazovala
alela L sfrekvenci 0,74 oproti alele V, jejiz relativni frekvence byla 0,26. Absolutni i

relativni frekvence genotypu a alel jsou uvedeny v tab. 5.

Genotyp Alela
Frekvence
LL LV VvV L \Y
absolutni 166 161 6 493 173
relativni 0,499 0,483 0,018 0,740 0,260

Tab. 5. Absolutni a relativni genotypové a alelické frekvence pro SNP GH/Alul.
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Pro SNP GHR/Alul bylo zisténo 178 homozygoti AA, 105 heterozygoti AG
a 50 homozygotii GG. Nejvice byl tedy zastoupen genotyp AA s relativni frekvenci
0,535, nejméné pak genotyp GG s friekvenci 0,15. Relativni frekvence genotypu AG
byla 0,315. Co se ty¢e zastoupeni jednotlivych alel v populaci, byla alela A vyrazné
cetngjsi s relativni frekvenci 0,692, zatimco frekvence alely G byla 0,308. Absolutni
arelativni frekvence alel a genotyptt pro SNP GHR/Alul jsou zobrazeny v tab. 6.

Genotyp Alela
Frekvence
AA AG GG A G
abs olutni 178 105 50 461 205
relativni 0,535 0,315 0,150 0,692 0,308

Tab. 6. Absolutni a relativni genotypové a alelické frekvence pro SNP GHR/Alul.

V grafu 1. je zndzornéno procentudlni zastoupeni jednotlivych genotypti LL,
LV, VV genu GH a genotypti AA, AG, GG genu GHR ve sledované populaci.

60

50

40
30
20
: B
0 . L . .
LL LV \AY AA AG GG

genotypy genl GH a GHR

frekvence genotypti v %

Graf 1. Procentualni zastoupeni genotypti geni GH a GHR ve sledované populaci.
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5.3 Vliv genotypu na silu ve stiihu (kiehkost)

V programu  Statistica pomoci finkce ANOVA byly wvyhodnoceny vztahy
mezi genotypy jednotlivych genii a silou ve stfihu syrového masa méfenou 14. den
po porazce. Bylo zisténo, Ze sila ve stiihu se v zavislosti na genotypu genu GH

prukazné 1isi (P<0,05). Vysledky ANOVA pro gen GH jsou uvedeny vtab. 7. U

genu GHR nebyl zjiStén zadny vliv genotypu na silu ve stiihu (P>0,05), viz tab. 8.

Soucet Stupné Primé rny
étverci volnosti étverec F P
(SS) (DF) (MS)
Genotypy GH 7,738 2 3,869 3,079 0,047326
Rezidualy 414,655 330 1,257
Tab. 7. Vysledky ANOVA pro lokus GH.
Soucet Stupné Primémy
¢tvercu volnosti ¢tverec F P
(SS) (DF) (MS)
Genotypy GHR 0,300 2 0,150 0,117 0,889373
Rezidualy 422,093 330 1,279

Tab. 8. Vysledky ANOVA pro lokus GHR.

V tabulce 9. jsou uvedeny primémé hodnoty sily ve stiihu pro jednotlivé
genotypy. Zatimco primémé hodnoty sily stithu u genotypi AA, AG a GG genu
GHR se témét neliSily, u genotypt LL, LV a VV genu GH byly ziStény vyznamné
rozdily. Nejnizsi hodnota sily ve stithu byla zaznamenana u genotypu LL (5,892416)
a u genotypu LV byla jen nepatrné vyssi (5,982839). Vyrazn€¢ vyssi hodnota sily ve
stithu byla vSak ziSt€éna u genotypu VV (7,032333). Prlimeémé hodnota sily ve stiihu
u genotypu LL byla tedy jen o 1,54 % nizsi nez u genotypu LV avSak o 19,35 % nizsi
nez u genotypu VV. Genotyp VV vysel tedy zhlediska namétené sily stithu,
respektive kiehkosti, podstatné¢ hiife, ve srovnani s genotypy LL aLV.
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Gen Genotyp Potet Primérma hodnota sily ve stiihu
[N]
LL 166 5,892416
GH LV 161 5,082839
W 6 7,032333
AA 178 5,983174
GHR AG 105 5,936067
GG 50 5.905600

Tab. 9. Primérné hodnoty sily ve stithu u jednotlivych genotypti.

Vgrafu 2. je zobrazena variabilita naméfenych hodnot sily ve stiihu u
jednotlivych genotypi genu GH. Z grafu je dobie patrmé, Ze u jedinci s genotypem

VV nebyla 14. den po pordZzce naméfena nizSi hodnota stiizné sily, nez 5,24.

10

stiizna sila [N]
[e)}
[ |

LL LV \\%

GH

Graf 2. Znazornéni variability sily stfihu u jednotlivych genotypti genu GH. Je
zobrazen median, kvartily a rozsah.
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6. Diskuse

Substituce cytosinu (C) na guanin (G) v2141. pozici v exonu 5 genu GH
zpisobuyje zaménu aminokyseliny leucin (Leu, CTG) na valn (Val, GTG) ve 127.
pozici polypeptidu ristového hormonu. Ve sledované populaci 333 byki ceského
strakatého skotu se pro dany lokus vyskytovalo 166 jedinci s genotypem LL, 161
heterozygoti LV a 6 homozygotii VV. Substituce adeninu (A) na guanin (G) v 257.
pozici vexonu 10 genu GHR zplsobuje zaménu aminokyseliny serin (Ser, AGC) na
glycem (Gly, GGC) v polypeptidu receptoru ristového hormonu. Ve sledované
populaci bylo pro tento lokus zjisténo 178 homozygoti AA, 105 heterozygoti AG a
50 homozygoti GG.

Zatimco Cetnost jedincu s genotypy LL a LV byla témét stejna, 49,9% (LL) a
48,3% (LV), pocet homozygoti VV byl vyrazné nizsi, pouze 1,8%. K velmi
podobnému vysledku dospéla také Moravcikova et al. (2013) u populace
slovenského strakatého skotu, ve které cetnost homozygott LL byla 48%,
heterozygoti LV 46% a homozygoti VV 6%. U kiizenci plemene limousine byl
zaznamenan dokonce nulovy vyskyt homozygotd VV (Hartatik et al., 2013). V mnou
sledované populaci bykll ceského strakatého skotu, byla ziSténa vyraznd ptevaha
alely L, jejiz frekvence byla 0,74. Frekvence alely V byla pak 0,26. K podobnym
vysledkim dospé€lo vice autorti u riznych plemen skotu. Di Stasio et al. (2002) zjistil
u plemene piemontese frekvenci alely L 0,72 a alely V 0,28. Také u jinych masnych
plemen, jako jsou angus a shorthorn méla alela L vyssi frekvenci nez 0,7 (Barendse
et al., 2006). Grochowska et al. (1999) zaznamenala u hoKtynsko-friského skotu
frekvence L 0,69 a V 0,31 a Schlee et al. (1994) zjistil frekvence L 0,68 a V 0,32 u
bykli plemene simentdl, coz je plemeno pibuzné s cCeskym strakatym skotem.
Kemenes et al. (1999) studoval sedm riznych plemen, ztoho Ctyfi patiici do skupiny
Bos taurus a tii do skupiny Bos indicus. Zatimco u skupiny B. taurus m¢l lokus GH
ob¢ alely (L 1 V), u skupiny B. indicus nebyla alela V nalezena. U plemene charolais
pak byla zjiSténa nejvétsi frekvence alely V (0.28) ze vSech studovanych plemen.
K rozdingm vysledkiim oproti vySe zminénym vSak dospéla Neubauerova (2000) u
plemen ceska Cervinka, cCesky strakaty skot, Cernostrakaty skot a némecky
Cernostrakaty skot. U prvnich dvou zminénych plemen byla ziSténa mirmd prevaha
alely V, konkrétné¢ u Ceské cCervinky byla frekvence alely V 0,509 a u ceského
strakatého skotu 0,558. U plemen Cernostrakaty skot a némecky Cernostrakaty skot
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byla frekvence alely V jest¢ vyssi, a to 0,7 u Cernostrakatého a 0,833 u némeckého
cernostrakatého skotu.

V souvislosti se SNP v 257. pozici genu GHR bylo vtéto praci zisténo, ze
vic jak polovina jedincti ve sledované populaci, konkrétné 53,5% méla genotyp AA.
Heterozygotni genotyp AG pak mélo 31,5% jedincii a genotyp GG meclo pouze 15%
byki. Tomu odpovidala i1 vyssi fiekvence alely A, ktera byla 0,692 a nizsi frekvence
alely G (0,308). K velmi podobnym vysledktim dospéla Hradecka et al. (2006), ktera
provedla genotypizaci u stejného plemene, tedy ceského strakatého skotu. Pocet
homozygotii AA byl téméf stejny, konkrétné 54,2%, pouze heterozygoti AG bylo
nepatrné vice (38,3%) a homozygoti GG méné (7,5%). Olenski et al. (2010)
zaznamenal u holStynsko-friského skotu vysSi pocet jedinci s genotypem AA
(79,1%) a velmi maly pocet homozygoti GG (0,6%). Frekvence alely A u tohoto
plemene byla tedy vysoka (0,891) a alely G nizka (0,109). Ge et al. (2000) provedl
genotypizaci u masného plemene angus, kde frekvence alely A byla rovnéz vyrazné
vyssi (0,78) oproti frekvenci alely G (0,22). K zcela jinym vysledktim dosSel Ribeca
et al. (2014) u mladych bykd plemene piemontese. Nejvice jedincti bylo
heterozygotniho genotypu AG, konkrétné 49% poté bylo 30% jedincii genotypu GG
a nejmén¢ jedinci bylo homozygotntho genotypu AA. Tomu odpovidaly i1 frekvence
alel, kdy vyssi frekvenci m¢la alela G (0,55) a nizsi alela A (0,45). Zda se tedy, ze
mezi riznymi plemeny skotu jsou frekvence alel a genotypli pro dany lokus velmi
variabilni.

V této praci byl rovnéz zjiStén prikazny vliv genotypu genu GH na kiehkost
masa, métenou jako sila ve stithu. Maso jedinct s genotypem VV bylo méné kiehke,
nez maso jedinct s genotypy LL a LV. Negativni vliv genotypu VV zaznamenal také
Chrenek et al. (1998) u byku plemene simmental Byci s genotypem VV m¢li
podstatné niz$i télesnou hmotnost a primémy denni pfiriistek, nez byci s genotypy
LL a LV. Pozitivni vliv genotypi LL a LV a negativni u¢inek genotypu VV potvrzuji
také jini autofi, jako Schlee et al. (1994) a Oprzadek et al., (2005). Ve studii Schlee
et al. (1994) vykazoval heterozygotni LV genotyp bykl plemene simmental lepsi
hodnoty nez LL a VV pro jate¢nou vytéznost a ,jmeat value” (index, ktery zahrnoval
jateCnou vytézmost a Kklasifikacni skore). 'V souvislosti s klasifikacnim skore byl
ovSem genotyp LL vyznamné lepsi nez LV a VV. Oprzadek et al. (2005) u friskych
bykt zjistili, Ze heterozygoti LV mél vyssi télesnou hmotnost a vétSi kapacitu pifjmu
krmiva. Homozygoti LL spolu s heterozygoty LV souviseli také s vyssi jateCnou

44



vytéznosti ve srovnani s homozygoty VV. Na druhou stranu Zwierzchowski et al.
(2001) ve své praci uvedl, Ze byci Cernostrakatého skotu s genotypem VV meli vétsi
hmotnost a vykazovali vyS§i denni piirGstek nez jedinci s genotypy LL a LV.
Barendse et al. (2006) zkoumal asociaci mez substituci C/G genu GH a obsahem
tuku u plemen angus a shorthorn. Homozygoti kodujici valin zde méli nizsi vysSku
tuku u kyty, avSak vysSi stupent mramorovani.

Co se tyce lokusu GHR, v této praci nebyl ziStén zadny vliv genotypu na silu
ve stihu, respektive kiechkost. To se shoduje s vysledky jinych studii. Di Stasio et al.
(2005) provedl vyzkum u bykll plemene piemontese, kde byla méfena sila ve
stithu 1., 3., 7. a 11. den po porazce. Také on nezaznamenal Zadny vliv genotypu na
ktehkost, métenou jako sila stfihu, vani jednom dni méfeni. Jediny vyznamny efekt
substituce A/G pozoroval u zrat odkapem ve 3. den, kdy alla A byla asociovana
S vy$8imi hodnotami. Ribeca et al. (2014) provedl rozsdhlou studii, jejimz cilem bylo
zjistit vztah mezi 10 kandidatnimi geny (véetné GHR) a hmotnosti a stavbou jatecné
upraven¢ho t€la (JUT), hmotnosti JUT/vE€k pii porazce a ukazateli kvality masa (pH,
barva, ztrita pii vafeni, ztrata odkapem a sila ve stfthu) u mladych byka plemene
piemontese. RovnéZ on nezaznamenal ve své praci vliv genotypu genu GHR na silu
stiihu tepelné upravenych vzorkli masa méfenou 8. den po porazce. Substituce v
GHR byla asociovana pouze s vlastnostmi jako: hmotnost JUT/vék pii porazce,
stavba jate¢ného t€la a pH masa 8. den po porazce. Také Reardon et al. (2010)
zkoumal vliv tohoto SNP v genu GHR na smyslové a technologické znaky kvality
masa u kiizencii Bos taurus. Ve své praci zjistil vliv genotypu na barvu masa, obsah
protemii ve svalech a obsah mtramuskuldrntho tuku. Nicméné asociace mez
genotypem a silou ve stithu, méfenou 14. dni po porazce, zde rovnéz nebyla

zaznamenana.
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7. Zaveér

V genu ristového hormonu (GH) a genu pro receptor ristového hormonu
(GHR) bylo nalezeno vice polymorfhich mist a nékteré byly asociovany s ukazateli
jakosti hovéziho masa. Tato prace byla zaméfena na dvé polymorfni mista, konkrétné
na polymorfismus v exonu 5 genu GH, zpusobujici zaménu aminokyseliny leucinu
na valin v polypeptidu ristového hormonu, a polymorfismus v exonu 10 genu GHR,
zpUsobujici  substituci aminokyseliny serinu na glycin v polypeptidu receptoru
rastového hormonu. Na zidkladé provedené genotypizace pomoci molekularng-
genetickych metod, byly ziStény frekvence genotypt a alel pro oba lokusy. Poté byl
statisticky vyhodnocen vztah mezi genotypy a ukazatelem jakosti masa — kiehkosti,
metenou jako sila ve stithu syrového masa 14. den po porazce.

Pokud jde o potencialni marker v 2141. pozici genu GH, byl zde ziStén
prikazny vliv genotypu na silu ve stfihu. U jedinci s genotypem VV byla namétfena
vys§i primérnd hodnota sily ve stithu nez u heterozygotd LV a homozygoti LL.
Maso homozygotd VV bylo tedy podstatné méné kiehké. S ohledem na velmi malé
zastoupeni téchto homozygotii ve sledované populaci (pouze 1,8 %) by bylo vhodné
rozsifit testovanou populaci a tim i zvySit pocet jedinci s timto genotypem, aby byla
statisticka analyza vice prikazna.

Pokud se jedna o SNP v257. pozici genu pro receptoru rustového
hormonu, nebyl zde zjiStén Zadny vliv genotypu na silu ve stiihu. Z tohoto hlediska
se tedy tento jednonukleotidovy polymorfismus v genu GHR nejevi jako vyuzitehy
marker pro silu ve stiihu, respektive kiehkost.
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8. Seznam zkratek

AFLP - Amplified fragment length polymorphism
Ala - alanin

ASO - Allele-Specific Oligonucleotide

bp - base pair

BW - body weight

CAPNL1 - calpain 1

CAST - calpastatin

CL - cooking losses

DFD - dark, firm, and dry

DGAT1- diacylglycerol O-acyltransferase 1
DGGE - Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
DNA - deoxyribonucleic acid

dNTP - deoxyribonucleotide triphosphate

dPAGE - discontinuous polyacrylamide gel electrophoresis
EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid

ERT - economically relevant traits

EST - Expressed sequence tag

GH - growth hormone

GHR - growth hormone receptor

GHRH - growth hormone releasing hormone
GHS - growth hormone secretagogue

Gly - glycin

IGF-1 - insulin- like growth factor-1

JAK2 - Janus kinase 2

JUT - jate¢né upravené t€lo

LCR - Ligase chain reaction

LEP - leptin

Leu - leucin

LINE-1 - long interspersed element-1
MALDI-TOF - Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight
MAP - mitogen-activated protein kinase

MAS - marker-assisted selection
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Met - methionin

MSTN - myostatin

PCR - polymerase chain reaction

P13 - phosphoinositide-3 kinase

PIC - Polymorphic Information Content

PSE - pale, soft and exudative

QTL - Quantitative Trait Loci

RAPD - Random amplified polymorphic DNA
RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism
SCD - stearoyl CoA desaturase

Ser - serin

SNP - Single Nucleotide Polymorphism

SRIF - somatotropin release-inhibiting factor

SS - somatostatin

SSCP - Single Strand Conformation Polymorphism
SSLP - Simple Sequence Length Polymorphism
SSR - Simple sequence repeats

STATS - signal transducer and activator of transcription 5
TG - thyroglobulin

Thr - threonin

USFA - unsaturated fatty acid

Val - valin
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10. Pfilohy

Ptiloha 1. Schématické znazornéni nékterych polymorfhich mist vgenu GHR.
Zvyraznéna mutace oznacena jako A/G S555G se nachazi na 257. pozici vexonu 10
genu GHR.

AT TS || AC G AlG o || cT
F279Y | | silent | N528T || A5415 || S555G || silent || silent
5 I 3:

Zdroj: Olenski K., Suchocki T., Kaminski S. (2010) Inconsistency of associations

between growth hormone receptor gene polymorphism and milk performance traits
in Polish Holstein-Friesian cows and bulls. Animal Science Papers and Reports, 28:

229-234.
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