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Abstrakt

V diplomové praci byla provedena genotypizace 162 jateCnych bykl plemene
CESTR pochazejicich z komerénich chovli, ktera méla za tkol analyzovat
potencionalni vliv genu kodujiciho calpain I (CAPNI) na vyslednou kiehkost masa.
kandidatni gen pro QTL.

Polymorfismus genu CAPNI byl analyzovan pomoci metody PCR/RFLP za
pouziti markeru CAPN530. Vysledkem celé metody bylo stanoveni genotypu.
U homozygoti AA byl odecten jeden fragment o délce 341 bp, u homozygoti GG
dva fragmenty o délkach 195 a 146 bp a u heterozygoti AG tfi fragmenty o délkach
341, 195 a 146 bp.

Vysledky genotypizace byly nasledné statisticky vyhodnoceny. Ve studované
populaci bykl bylo zjisténo 11 homozygoti AA, 62 homozygoti GG a 89
heterozygoti AG. Cetngjsi Alela G se v populaci vyskytovala s frekvenci 0,657
améné Cetna alela A pak sfrekvenci 0,343. Pro stanoveni kiehkosti masa
u jednotlivych bykt bylo zvoleno hodnoceni velikosti stfizné sily pomoci Warner-
Bratzlerova shear testu. Méteny byly vzorky syrového a grilovaného masa vzdy 1.,
14. a 28. den po pordzce. K vyhodnoceni vztahu mezi genotypem a velikosti stfizné
sily bylo vyuZito statistickych metod. V piipadé syrového masa byl zjiStén vyznamny
vliv pouze u sily ve stiihu méfené u vzorka 1. den po porazce. U genotypu AG bylo
dosazeno nejptiznivéjsich vysledktl pro sledovany parametr. U vzorkd méfenych 14.
a 28. den po porazce nebyl zjistén zadny vliv genotypu na silu ve stfihu, potazmo
kfehkost masa. U masa grilovaného nebyl zjistén zadny vyznamny vliv genotypu na
silu stfihu ani v jednom dni méfeni. Lze konstatovat, ze vliv genotypu na kiehkost
grilovaného masa je u naseho panelu zvitrat naprosto minimalni a nelze jej statisticky

prokézat.

Kli¢ovéa slova: kiehkost masa, calpain, CAPNI, polymorfismus, CESTR,
PCR/RFLPs



Abstract

Within the framework of this diploma, a genotypization of 162 beef cattle of
the CESTR commercial breed from was performed in order to analyze the potential
influence of gene coding calpain | (CAPNI) on the resulting beef tenderness. CAPN1
present on the BTA29 chromosome, was selected in previous studies as a candidate
gen for QTL.

Polymorphism of CAPNI gene was studied using PCR/RFLP method and
CAPN530 marker. Genotype identification resulted from this procedure. A 341 bp
long fragment was present in homozygotes AA, two fragments of 195 and 146 bp
were present in homozygotes GG, and three fragments of 341, 195 and 146 bp were
detected in heterozygotes AG.

The genotypization output was subsequently statistically evaluated. 11
homozygotes AA, 62 homozygotes GG and 89 heterozygotes AG were detected in the
analyzed beef cattle population. More frequent G allele occurred in the set with the
frequency of 0,657 and A allele with the frequency of 0,343. Warner-Bratzler shear
test was employed to determine beef tenderness based on the shear force attribute.
Samples of raw and grilled beef aging 1, 14 and 28 days after the slaughter were
analyzed. Statistical methods were used to evaluate relationship between genotype
and detected amount of shear force. In case of raw beef, only the samples aging 1
day after the slaughter showed significant difference in the shear force. The most
positive results for the given parameter were achieved in case of AG genotype.
Samples aging 14 and 28 days after the slaughter showed no difference in shear force
and related beef tenderness, indicating no genotype influence. In case of grilled beef,
no significant difference in sheer force indicating possible genotype influence was
detected at any day of analysis. Genotype influence on grilled beef tenderness within

the test animal population is minimal and statistically inconclusive.

Key Words: beef tenderness, calpain, CAPNI, polymorphism, CESTR,
PCR/RFLPs



1. Uvod

Chov kombinovaného wuzitkového typu skotu =zastdva pevnou pozici
Vv zivocisné vyrobé. Diky vysokym staviim tak vyrazné ovliviiuje celkovou produkci
hovéziho masa. Vzhledem ke zna¢né variabilit€¢ mezi jednotlivei je vSak nezbytné,
aby byla disledné vyhodnocovana vytéznost i jakost u tohoto typu skotu.

Typickym pfedstavitelem kombinovaného uzitkového typu chovaného
v Ceské republice je ¢esky strakaty skot. Jedna se o ptivodni plemeno skotu na izemi
Ceské republiky, jez se v soucasnosti podili na celkovych stavech skotu v CR
pfiblizné z jedné poloviny. Chovny cil plemene je zaméfen na vysokou
a hospodarnou produkci kvalitntho mléka a masa s pozadovanou mlécnou
uzitkovosti 6 000 az 7 500 kg mléka s obsahem bilkovin nad 3,5 % a masnou
uzitkovosti s primérmym dennim pfirdstkem nad 1 300 g v intenzivnim vykrmu
bykd, jate¢nou vytéznosti nad 58 % pfi intenzivnim rastu do 600 kg a pfi nizkém
podilu ledvinového a panevniho loje. Ve Spickovych chovech je téchto parametri
dosahovano jiz nyni.

Soucasné aplikovany systém mléénych kvot tvoii spolecné s klasifikaénim
syst¢tmem SEUROP, jez je pouzivan k ocenéni kvality jatecného skotu, vhodné
podminky pro chov strakatého skotu a plni tak redlna ocekavani a potieby vSech
chovatell tohoto plemene.

Hovézi maso patii k nejhodnotnéjSim druhiim masa, predevSim kvuli
vysokému obsahu bilkovin, ale i celé fady vitamint, stopovych prvki a dalSich
biologicky aktivnich latek. Mezi hlavni ukazatele kvality hovéziho masa spotiebitelé
fadi senzorické vlastnosti (chut’, viiné, kiehkost a $t'avnatost) a dietetickou hodnotu
(chemické slozeni) vcetné zdravotni nezavadnosti. Z prizkumut vyplyva, ze velmi
cenénou vlastnosti je pravé kiehkost a ta, potazmo vliv calpainu na jeji vysledné
hodnoty, je néplni této prace. Konkrétné zde byla genotypizovana jednonukleotidova
substituce — CAPN530 v koédujicich oblastech genu CAPNI a analyzovan jeji

potenciondlni vliv na vyslednou kiehkost masa.



2. Cil prace

Cilem diplomové prace je provést genotypizaci vybranych kédujicich lokusi,
které jsou v potencionalnim vztahu k technologickym vlastnostem masa. Tato
genotypizace bude provedena u vybranych jedincti plemene ceského strakatého
skotu. Analyzy budou provedeny pomoci molekuldrné-genetickych metod a na
zakladé metod statistickych bude provedeno nasledné vyhodnoceni vztahu

vybranych lokusii s vybranymi technologickymi vlastnostmi masa.



3. Literarni prehled

3.1 Genomika skotu

3.1.1 Struktura savciho genomu

Pojem genom je chapan jako soubor veskerého genetického materialu bunky,
organismu, druhu ¢i vyssi taxonomické jednotky (Gazdova, 2007). U eukaryotickych
organismu je geneticka informace v podobé DNA (deoxyribonucleic acid) ulozena
zejména v bunéfném jadfe (jadernd DNA) a extrachromozomalné¢ pak
v mitochondriich (mitochondrialni DNA), (Snustat a Simmons, 2009). Pievazna ¢ast
genomu hospodaiskych zvitat je tvofena nekddujicimi sekvencemi (~95%). Tak jako
kodujici DNA i nekédujici tisek muize byt unikatni, nebo se miize v genomu nachézet
ve vice identickych ¢i velmi podobnych kopiich. Tyto sekvence DNA s vysokym
mnozstvim kopii se nazyvaji repetitivni sekvence a pokud jsou jednotlivé kopie
sekvenéniho motivu v blocich, v fad¢ za sebou, hovotime o tandemovych repeticich.
Mezi jejichz zastupce s nejdelSimi repeticemi fadime satelity, stfedni minisatelity
(také VNTR) a nejkratsi repetice tvoiené opakovanim 1-5bp (base pair) jsou tzv.
mikrosatelity (Knoll a Vykoukalova, 2002).

Kazdy gen, nebo anonymni nekddujici sekvence ma na chromozomu
specifické, zpravidla stalé misto, tzv. lokus. Vyjimkou jsou rozptylené¢ sekvence
pfitomné V jednotlivych kopiich napii¢ genomem, které se nazyvaji transpozony
ajejichz dal§i c¢lenéni je mimo rozsah této reSerSe. Satelitni DNA je hojna
v oblastech centromer a konstitutivniho heterochromatinu. Tyto oblasti nebyvaji
zahrnuty v dostupném sestavovaném genomu zpravidla z divodu problemati¢nosti
jejich sekvenovani. Zbyvajici ¢ast genomu (~5%) je tvofena Strukturnimi geny, které

kéduji syntézu polypeptidovych fetézct (Obr. 1), (Gazdova, 2007).
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Obr. 1. Schématické znazornéni struktury sav¢iho genomu (upraveno

z Gazdova, 2007)

3.1.2 Struktura savéiho genu

Typicky savéi gen se skladd z nckolika funkcnich Casti. Na 5° konci je
pfitomna oblast promotoru a v pozici -26 az 34 pied prvnim nukleotidem je
lokalizovan tzv. TATA box (TATAAAA), nazyvany také Goldberg-Hognesstv box,
ktery slouzi ke spravnému navazani RNA polymerasy Il a pro iniciaci transkripce.
Vzdalengjsi regulacni sekvence je oznacovana jako CAT box a je zhruba -100
nukleotidii proti sméru transkripce. Pfepisovand cast DNA sekvence se nazyva
kodon (ATG) znadici zacatek translace u vSech eukaryotickych genl je umistén
zpravidla v pozici +64 (Gazdova, 2007).

Sekvence mezi zacatkem transkripce a start kodonem se oznacuje jako 5°-
UTR (neptekladany usek), poté nasleduje rtizny pocet exoni oddélenych introny
zacinajicich donorovym GT a koncici akceptorovym AG mistem sestfihu. Konec
transkribované ¢asti DNA je kodovan tzv. stop kodonem, ktery nasleduje 3°-UTR
obsahujici sekvenci AATAAA, piedstavujici polyadenylacni signal. Ptiblizn¢ 10-30
nukleotidii za nim je fetézec RNA rozst€pen a uvolnén od DNA. Kromé¢ téchto ¢asti
se mohou vyskytovat dal$i regulacni oblasti fidici genovou expresi. Jednd se
0 vazebna mista transkripénich faktori lokalizovand v promotoru, dale tzv.
zesilovace (delsi sekvence lokalizované v oblasti pfed ¢i za genem) nebo zeslabovace

(kratké, Casto se opakujici sekvence) transkripce (Kopeény, 2000).
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3.1.3 Mapovdni genomu skotu

Mapovani genomu skotu ma za cil vytvofit hustou sit’ polymorfnich markert
a odhalit znaky zemédé¢lského a biologického vyznamu. K identifikaci lokust
svelkym fenotypovym ucinkem je mapa genetickych markeri rozmisténych
v intervaech 5-20 cM (centimorgan) dostacujici, ale pro lokusy s vyslednym men$im
vyjadienim ve fenotypu, jako napt. QTL (quantitative trait loci) jsou vhodnéjsi
intervaly 1-2 cM (Matise et al., 1994). Geneticka mapa znazornuje distribuci DNA
genetickych markeri v genomu. DNA marker je polymorfni znak, jehoz varianty
vykazuji mendelistickou dédi¢nost a mohou byt v asociaci s variabilitou znaku
dalezitou pro chovatele. Zpravidla se jednda o jednoduché nukleotidové
polymorfismy (SNP), inzerce/delece (InDel) nebo mikrosatelity (SSR). Mezi dulezité
vlastnosti markeru patii kodominantni typ dédi¢nosti, jednotkova heritabilita, snadna
identifikace béhem prenatalniho a postnatalniho zivota jedince — i po jeho smrti
(Putnova, 2002).

Karyotyp skotu (Bos taurus) se sklada z29 pari autozomd a 1 paru
pohlavnich chromozomu. Délka genomu skotu bez ohledu na pohlavi byla stanovena
na 3532cM (Barendse et al., 2000). S pomoci technik NGS (next generation
sequencing) se v roce 2009 podafilo zaclenit skot do ,.elitni* skupiny savcd, jejichz
genom byl  kompletné¢  sekvenovan  (pfistupova  verze  ,Btau 4.2%
www.hgsc.bcm.tmc.edu/project-species-m-Bovine.hgsc?pageLocation=Bovine).
Bovinni genom o velikosti 2,87 Gb (90%), (Liu et al., 2009) byl dostupny jiz v roce
2007, avsak postupné byl dopliovan o vysoce kvalitni sekvence. Odhaduje se, ze
obsahuje ptiblizné 22000 genti (Anson, 2009). Znalost sekvence kompletniho genomu
umoznuje nasledné (po opraveni chyb vzniklych pii jejich ¢&teni) rozkliCovat
informace v sekvencich ulozené, identifikovat a objasnit funkci jednotlivych gent,
jejich interak¢nich vztaht a zpuisobu jejich regulace. K identifikaci jednotlivych gent
je vyuzivana komparativni analyza za pomoci modelovych (nejlépe blizce
ptibuznych) organismu a detekce nejcastéji ortolognich genti v homolognich tsecich
genomu. Sekvence identifikovanych genti pak mohou byt pfinosné v riznych
oblastech specifickych zajmt v chovu a slechténi skotu (Knoll a Vykoukalova, 2002;
Gazdova, 2007).

12



3.2 Genetické markery dle vyuZiti pFi mapovani genomu

Za genetické markery jsou povazovana polymorfni mista v DNA, ktera
vykazuji mendelistickou dédicnost a mohou byt v asociaci ke sledovanym znakm.
O'Brien et al. (1999) rozdélil genetické markery do tii skupin:

l. Markery 1. typu - kodujici exprimované geny, které muzou byt

I kaidatnimi geny pro QTL. Tyto geny se vSak vyznacuji nizkou hladinou

polymorfismu, a proto je nelze uplatnit naptiklad pro studie diverzity rodin.

Il. Markery Il. typu — nekodujici vysoce polymorfni sekvence DNA

tvofené zejména mikrosatelity (dnes nejvyznamnéj$i markery pro vazbové

mapovani, 1 az 6 bp) a minisatelity (9 az 60 bp). Vysoky stupen
polymorfismu urcuje jejich informativni charakter, ktery je vyuzivan zejména

V populacnich studiich.

[1l. Do skupiny markert III typu patii jednonukleotidové polymorfismy

(SNP) vyskytujici se jak v exonech, tak v intronech, v¢etné intergenovych

oblasti. Vyznacuji se vysokou hustotou vyskytu, malym polymorfismem.

Jejich vyznam vzrostl s nastupem automatickych screeningovych metod jako

je napt. microarrays (Gazdova, 2007).

Slechtitelsky proces prochazel v priibdhu staleti postupnymi etapami svého
vyvoje a metodou zpiesiiovani. Z po€atku se chovatelé orientovali pouze na projev
zvitete ve fenotypu a i pres kiiZzeni mezi plemeny tvofila selekce uvnitf plemen
pevny zéklad. Identifikace jedinct s vysSi plemennou hodnotou a vyssi uzitkovosti
byla zalozena na piekonani znakli a vlastnosti soucasnych rodi¢id. V poslednich
desetiletich doslo k hlubSimu poznani struktury DNA, k identifikaci a zmapovani
ucinkil urcitych gend ovlivilujicich komplexni znaky u jednotlivych druhi zvitat
(Snustat a Simmons, 2009). Souhrnné feeno: poznava se geneticka informace
a hodnoti se efekt jeji ¢asti na masnou uzitkovost (Steinhauser, 2000). Diky témto
vyzkumim Ize jednoznacné determinovat, zda a jakym zpisobem variabilita v DNA
(polymorfismus) konkrétnich zvifat ovliviiuje jejich produkéni ¢i jiné ekonomické
vlastnosti (Urban, 2009).

V soucasnosti je prosazovana do Slechtitelskych zamért 1 selekce zaloZzena na
genetickych markerech. Mezi nesporné vyhody genetickych markerti patfi moznost

detekce v kazdém véku zvitete, v embryu, ¢i ve spermatu. Tento fakt je vyznamny
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predev§im u znakl tykajici se produkce masa, jez se normalné daji hodnotit az po
pordazce. Dale pouzivani genetickych markeri umoziiuje analyzovat vlastnosti
vyskytujici se jen u jednoho pohlavi i u pohlavi druhého. Diky kodominantnimu
vztahu mezi jednotlivymi variantami markeri mizeme piesné¢ urCit vSechny
genotypy, vcetné piipadnych heterozygotl, jez by se fenotypové neprojevily. Na
zakladé genotypizace provedené pomoci genetickych markerii lze cilené vybirat
rodice, provadét selekci a cilen¢ tak produkovat zvifata pozadovanych genotypu.
Diky zafazeni genetickych markert do selekéniho procesu lze efektivné zvysit
selekéni efekt (Steinhauser, 2000). V soucasné dobé predstavuje naptiklad
microarrays technologie metodu, jak analyzovat expresi vSech gent jednoho

organismu soucasné V jedné reakci (Snustat a Simmons, 2009).

Techniky pro genotypizaci

Existuje cela fada molekularnich markert, které lze pouzit pro genotypizaci
hospodaiskych zvifat, avSak neexistuje Zadna jednotlivd technika, kterou Ize
aplikovat k zodpovézeni vSech rozmanitych otdzek tykajici se genomické analyzy.
Kazda technika ma své pfednosti a nedostatky a je nejlépe aplikovatelna za urcitych
podminek pro stanoveny vyzkumny cil. Typy markert se lisi v informa¢nim rozsahu,
ktery poskytuji, poctu detekovanych polymorfismii na jednu reakci a stupni
automatizace. Vybér metody také ¢asto zdvisi na stupni pozadovaného genetického
rozliSeni a dostupnych technologickych a finanénich prostfedcich. Nize je uveden
prehled nejduilezitéjsich a casto pouzivanych technik pouzivanych pro genotypizaci u
hospodaiskych zvitat, ve vztahu K technologickym vlastnostem masa (Knoll
a Vykoukalova, 2002; Gazdova, 2007; Snustat a Simmons, 2009).

3.3 Rozdéleni markeri dle charakteru jejich polymorfismu

3.3.1 Polymorfismus délky restrikénich fragmentii (RFLP)

Tato technika vyvinuta v osmdesatych letech (Botstein et al., 1980) umoziuje
konstrukei celogenomové mapy a identifikaci alel na zakladé pfitomnosti, nebo
absence specifického restrikéniho mista. Genomova DNA je Stépena pfislusnou
restrikéni endonukleasou, separovana elektroforézou na agarézovém gelu
a prenesena (blotovana) na pevnou membranu pomoci tzv. Southernova pienosu. Po
hybridizaci se zna¢enou sondou a vizualizaci lze zjistit polymorfismus ve velikosti
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vzniklych restrikénich fragmentti DNA. Jedné se o kodominantni marker umoznujici
urit, zda je vézany znak pfitomen u urcit¢ho jedince v homozygotnim, nebo
heterozygotnim stavu. Piestoze je RFLP (restriction fragment length polymorphism)
V dnesni dobé povazovan spiSe za staromddni a Casové ndrocnou markerovaci
techniku, jedna se stale o velmi u¢innou metodu S vysokou vypovidajici informacni
hodnotou. Vzhledem k relativni pracnosti této metody, a také k moznym rizikim
spojenym S radioaktivnim znacenim pro pracujici personal, je dnes upfednostiiovana
spiSe jeji modifikace vznikla kombinaci s PCR (PCR/RFLP), (Brown, 2007,
Gazdova, 2007).

3.3.2 SSR - mikrosatelity

Jedna se o polymorfismus v délce sekvence, kam patii mikrosatelity
(MS/STRs — short tandem repeats nebo SSRs — simple sequence repeats)
a minisatelity (t¢Z oznatované VNTR - variable number tandem repeat).
Mikrosatelity jsou sekvence DNA slozené z mnohokrat se opakujicich se motivi
0délce 1 — 6 nukleotidid (napt. (GA),, (GATA),. Jsou soucasti kodujicich
I nekodujicich oblasti genomu. Obvykle se vSak tato polymorfni mista vyskytuji
v nekodujicich oblastech, jelikoz by meénila ¢teci ramec odpovidajiciho proteinu.
(Tautz, 1984).

Je prokdzédno, ze vpribéhu evoluce dochdzi k prodluzovani
mikrosatelitovych sekvenci, coZ lze pozorovat uz v pribéhu nékolika stovek
generaci. Dalsi mikrosatelity se ovSiem mohou snadno vystépit rekombinaci. Zda se
ale, ze n€které¢ mikrosatelitové sekvence ziskaly ¢asem urcitou funkci, ktera ptispiva
k jejich udrzeni v genomu.

Podle sloZeni 1ze mikrosatelity rozdélit na dokonalé, nedokonalé a sloZené.
Dokonaly mikrosatelit je tvofen souvislym motivem, napi. (AG)24, u nedokonalych
je tvofen nékolika ruznymi motivy, napt. (AG)14(AT)ss (Weber, 1990). Oblasti
pfilehlé k mikrosatelitim jsou obvykle unikatni. Lze tedy navrhnout primery, které
mohou dany mikrosatelitovy marker vyhledavat. Diky malé velikosti a délkovému
polymorfismu jednotlivych lokusti se screening provadi jednoduse amplifikaci
lokusti pomoci PCR z okrajovych primerd a naslednou elektroforézou. Je to metoda
¢asove nenaro¢nd, daji se tak hodnotit rizné lokusy a velky pocet vzorkli najednou.

Mikrosatelity jsou markery kodominantni, takze 1ze ziskat od kazdého jedince dva

15



typy amplifikatd. To dokazuje jejich vysokou informativnost. Nevyhodou je naro¢na
izolace mikrosatelitovych lokusii z genomu, pro ziskani unikatni okolni sekvence.
Avsak ne vSechny mikrosatelity jsou informativni a snadno identifikovatelné PCR
(Knoll, Vykoukalova, 2002).

Tyto vysoce polymorfni markery se vyskytuji ve vSech eukaryotnich
genomech a v nékterych genomech prokaryot. Pouzitelnost SSRs jako genetickych
markerti je Castecné limitovana jejich specifitou pro urcité taxony. Bylo prokazano,
ze stejné markery mohou byt nékdy pouzivany pro ptfibuzné druhy. Mikrosatelity se
staly dobrym nastrojem pro konstrukci genovych map a maji také velké vyuziti
V oblasti populacni genetiky a molekularni evoluce. Mikrosatelitové markery se
ziskavaji bud’to prohledavanim zndmych sekvenci obsazenych v databazich nebo

izolaci z ruznych typti DNA knihoven (Brown, 2007).

3.3.3 SNP —single nucleotide polymorphism

Polymorfismus jednotlivych nukleotidd SNP, nékdy také nazyvany jako
geneticky marker nové generace, se vyskytuje ve formé jednonukleotidovych
bodovych mutaci - inzerce/delece (tzv. InDels) a na jeho zakladé lze od sebe
naptiklad odlisit i jednotlivce uvnité druhu. Jedna se o nejcastéji se vyskytujici DNA
polymorfismus napfi¢c genomem. Napt. v lidském genomu je odhadovan pocet
minimalné 1,4 mil. SNP (Brown, 2007). Binarni charakter a mezigenera¢ni stabilita
zvySuje atraktivitu pouziti SNP pro QTL mapovaci studie a MAS (marker-assisted
selection).

Zakladni metodou detekce SNP je sekvenovani, avsak tato technika je ¢asové
1 finan¢n€ naroc¢na, poskytuje vice informaci, nez je potieba a pokud pochdzi DNA
templat od heterozygota, nedochazi k detekci SNP. Siroce pouzivanou technikou je
PCR/RFLP, také nazyvana jako CAPS (cleaved amplified polymorphis sequence),
(Konieczny a Asubel, 1993), tato technika je vSak limitovana naslednou $tépnou
reakci po PCR, kterda omezuje jeji vyuziti u velkého mnozstvi vzorkd. Alelové
specifickh PCR (AS-PCR) je technika zaloZzend na pouziti oligonukleotidovych
primerti s komplementdrnim nukleotidem na 3'konci pro dany SNP (Ugozzoli
a Wallace, 1991).

Dalsi dulezitou technikou k detekci SNP je SSCP (single-stranded

conformation polymorphism analysis), (Orita et al., 1989). Diskriminace alel je
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zalozena na zmén€ v sekundarni struktuie ssDNA PCR produktu, ktery se lisi
Vjednom ¢i vice nukleotidech. PCR produkt je denaturovan a elektroforeticky
separovan pomoci PAGE (polyacrylamide gel electrophoresis). OdliSnost
Vv elektroforetické mobilité mezi jednotlivymi amplikony pfedpoklada piitomnost
jednonukleotidovych polymorfismii (SNPs). Prestoze se jedna o velice jednoduchou,
ptesnou a pomérné levnou techniku, separace pomoci PAGE neumoziiuje jeji vyuziti
pro vysoko-efektivni alelickou detekci. VSechna vySe zmifiovana omezeni
uuvedenych technik dala vznik novym technologiim zalozenych na
minisekvenovani, analyze heteroduplexti a alelové specifické hybridizaci (ASH),
(Mohler a Schwarz, 2005).

3.4 Zakladni molekularné genetické metody detekce a testovani

polymorfismi DNA

3.4.1 Polymerdzovd Fetézovd reakce (PCR - polymerase chain reaction)

Polymerasova fetézova reakce, kterou objevil roku 1983 Kary Mullis (prvné
publikovano Saiki et al., 1985), je metoda in vitro amplifikace specifického
fragmentu DNA o znamé sekvenci. Podminkou pouziti této metody je znalost
sekvence Vv bezprostiednim sousedstvi tseku DNA urc¢ené¢ho k amplifikaci. Vlastni
sekvence tohoto useku nam vsak znama byt nemusi. Pomoci této metody je tedy
mozné selektivné amplifikovat ur€ité oblasti genomu z nékolika malo kopii do
radove biliond kopii. PCR nachézi Siroké uplatnéni v molekuldrni biologii a jeji
uplatnéni se stale rozSifuje (pfimé klonovani DNA, cDNA, tvorba rekombinantni
DNA, fingerprinting, in vitro mutageneze, detekce pfitomnosti ciziho genomu,
detekce jednotlivych alel atd.) (Brown, 2007).

Templatem je ssDNA obsahujici pozadovany tusek, ktery chceme
amplifikovat (tzv. amplikon). Metoda je zalozena na extenzi primerd, které se
pfipojuji na komplementarni tseky DNA a tim zaroven vymezuji usek DNA
k amplifikaci. Prekurzory DNA tvoti deoxyribonukleosidtrifosfaty (ANTPs) slouzici
k syntéze polynukleotidového fetézce, které se s pridanym termostabilnim enzymem
Taq polymerasou stavaji zarodkem pro syntézu nového vlakna. Pomér C, G, A, T by
mél byt ve stejném mnozstvi. Nezbytnou slozkou reakéni smési je dostatecné

mnozstvi Mg2+ ¢1 jinych ionth. Prabeh reakce je tvoten tifemi po sob¢ jdoucimi kroky
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liSicimi se pouze teplotnimi podminkami. Dvouvlaknovd DNA je nejprve
denaturovana na dvé jednovldknové templatové (matricové) molekuly DNA
pusobenim teploty ~95°C. Prvni kolo denaturace trva déle, nebot’ je potieba
denaturovat celou genomovou DNA. Druhym krokem je tzv. annealing, v tomto
kroku je reak¢éni smés zchlazena na teplotu 35-65°C (dle pouzitého primeru) a jsou
ptipojeny specifické oligonukleotidové primery k 5" konctim cilové ssDNA. Tietim
krokem je tzv. elongace, pii niz dochazi k syntéze novych vldken pomoci
termostabilni DNA polymerasy (60-72°C) ve sméru 5’ — 3'. V kazdém cyklu
piibyva mnozstvi nasyntetizovanych sekvenci exponencidlni fadou (2"; n = podet

cykld), jak je vidét na Obr. 2 (Brown, 2007).

dth cvele
wanted gene —— : : :
— ihovele T — Exponential amplification
— ¢{ Indeycle
= lstoycle <mmeemmoeo- 3 350h cyele
template DN A —_—
:-h - :j'.'. - .f‘ L
4 copics Boopies |6 copies 32 copies 2" = 68 billion copies

Obr. 2. Exponencialni amplifikace v PCR (Vierstraete, 1999).

3.4.2 Polymorfismus délky restrikénich fragmenti (RFLP - restriction
fragment length polymorphism)

Jedna se o propojeni dvou vyse uvedenych technik. Pomoci PCR se na
zakladé genomové DNA amplifikuje specificka sekvence (napf. Usek genu). Tento
fragment DNA se $té€pi souborem restrik¢énich endonukleas (Botstein et al., 1980).
V ptipad€ bodové mutace v restrikénim misté toto misto zanik4 nebo naopak vznika
nové. To ma za nasledek vznik fragmenti DNA rtzné velikosti, které jsou
separovany na agar6ézovém, nebo PAGE gelu. Vizualizace DNA se provadi pomoci
ethidium bromidu. Vyhodou této metody je jeji nenarocnost a moznost uréeni mista
mutace. Mezi nevyhody patii to, ze pravdépodobnost detekce mutace

(polymorfismu) je relativné nizka a zavisi na poctu pouzitych enzymut. Metoda je
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vhodna pro geny s vétSim polymorfismem nebo nekodujici sekvence (analyzy

introntt), (Knoll a Vykoukalova, 2002).

3.5 Geny pro masnou uzitkovost a efekt pritomnych SNP na
kvalitu masa

Odlisnosti na urovni DNA zpasobené piitomnosti jednonukleotidovych
polymorfismi mohou pfispét pii genetické charakterizaci populaci hospodarskych
zvirat. Jejich detekce miize pomoci v identifikaci moznych hybridizacnich (nebo
mutacnich) udalosti tak, jako detekci evolucnich trendii. Variace v oblasti exonu
muze vést ke zméné kodované aminokyseliny, ktera ovlivitluje exprimovany protein,
zatimco zmeény v oblasti intronu neméni sekvence aminokyselin a jejich proteint,
avSak mohou hrat vyznamnou roli pfi genovém sestfihu ¢i pii vazbé regulacnich
proteint v pribéhu transkripce. U hospodatskych zvirat mohou byt tyto malé zmény
v DNA spojeny s ekonomickymi vlastnostmi, které jsou fizeny mnoha geny malého
ucinku. Z obecného genového modelu vyplyva, Ze pouze malé mnozstvi gentt mize
byt z velké Casti variabilni (Lande, 1981) a takovéto geny maji vliv na biologii
danych znakl a stavaji se kandidatnimi geny pro molekularni markerovani. Dalsi
moznosti je také jejich propojeni s moznymi QTLs, které z velké casti ovliviuji
variabilitu danych znakd.

Mezi analyzované genetické markery majici vyznamny vztah ke kvalit€¢ masa
a jateCné vytéznosti patii napt. calpain (CAPN) — vliv na kichkost, calpastatin
(CAST), myostatin (MSTN), jehoz mutace zpusobuje svalovou hypertofii/hyperplazii,
dvoji osvaleni, ovliviiuje vytéznost a skladbu JUT (jatecné upravené télo), growth
hormone (GH), jez ma vztah k rGstovym schopnostem, kompozici JUT a kvalité
masa, leptin (LEP) ovliviwjici pfijem krmiva, masnou uzitkovost a ukladani tuku,

thyroglobulin (TG), atd. (Jezkova, 2010, Gazdova, 2007).

3.5.1 Calpain (calcium activated neutral protease - CAPN) a jeho inhibitor
Calpastatin (CAST)
Kiehkost masa je dillezitym kritériem, které ma vliv na chutové vlastnosti
hovéziho masa a vyznamné tak ovliviiuje celkové hodnoceni jeho kvality
U konzumenti. Z tohoto diivodu se tento znak stal klicovym faktorem pouZzivanym

pfi selekci na masnou uZzitkovost. Mnoho environmentalnich faktorti miize mit vliv
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na findlni kiehkost masa, pfesto se zda, Ze geneticky aspekt mize také sehravat
vyznamnou roli (Shackelford et al., 1994). Za ucelem determinovat vliv dédi¢nosti
na postmortalni kiehkost byla realizovana rozsahld studie s pouzitim segregujici
populace telat pro detekci QTL ovliviiujicich tento znak. Vysledky této studie
prokdzaly pfitomnost dvou lokusti majicich vliv na kiehkost masa testovanou pomoci
Warner-Bratzlerova shear testu (WBSF). Jeden lokus byl mapovan v centralni ¢asti
chromozomu BTA15 (Keele et al., 1999) a druhy na konci telomerického useku
chromozomu BTA29 (Casas et al., 2000). Komparativni analyza naznacuje ¢aste¢nou
homologii téchto lokust s lidskym chromozomem HSA11l (Barendse et al., 1997,
Kappes et al., 1997), ktery byl zkouman pro pfitomnost genti ovliviiujicich vyvoj
a metabolismus svalové hmoty s cilem nalézt moZzné kandidatni geny majici vliv na
texturu masa.

V provedenych studiich byl prokdzan vliv kalcium-dependentniho
proteasového systému na procesu posmrtného zrani masa (Koohmaraie, 1996)
a soucasné¢ byl posuzovan gen kodujici velkou podjednotku mikromolekularnich
aktivovanych calpaint, jako kandidatni gen pro QTL.

Rozpad myofibrilarnich proteint a v disledku i kifehnuti masa je ovliviiovano
pritomnosti calpainového sytému (CAPN) a jeho inhibitorti, jako je napt. specificky
endogenni inhibitor calpastatin (CAST).

Calpainy je superrodina 14 cysteinovych proteas, pficemz systém calpaind
kosterniho svalstva se sklddd minimaln¢ ze tfi proteas. Dilezitou roli zde hraje
i calpastatin, ktery funguje jako inhibitor calpaini a muize tak negativné ovlivnit
proces tenderizace (Koohmaraie and Geesink, 2006; Moudilou et al., 2010). Neutrani
proteasy aktivované Ca'*? ionty zvané calpainy, se vyskytuji univerzalné ve vsSech
zivociSnych bunkach. Ve svalu se calpainy nachazi v cytoplasmé a bunécné
membrané. Calpain II se vétSinou nachazi v cytosolu, zatimco calpain | je v 70%
vazan na myofibrily (Xu et al., 2009). Diivejsi vyzkumy ukazaly, ze calpain | je
VvV 66% situovan na Z-linii a zbytek je v I-pasmu (20%) a A-pasmu (14%). Calpain 11
je v 52% na Z-linii, v l-pasmu (27%) a A-pasmu (21%), (Koohmaraie, 1994;
Kumamoto et al., 1992). Calpain Il je v nejvétsi mife lokalizovan v blizkosti
sarkomery pobliz Z- a M-linie. Lokalizace calpastatinu (konkrétné c inhibitoru

calpainu) ve svalové buiice je podobna jako u calpainti (Nowak, 2011). Calpastatin je
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dalsi z ustfednich slozek ovliviiujici postmortalni zrani masa. Jeho vzrustajici aktivita
vede K potlaceni aktivity calpainu I, coz ma negativni vliv na kiehkost masa.

Calpain I je kodovany genem CAPN1, calpain Il genem CAPNZ2, calpain IlI
genem CAPNS3 a calpastatin genem CAST. Calpainy I a II se skladaji z velkych
specifickych katalytickych podjednotek a malé regula¢ni podjednotky kdédovanych
genem CAPN4 (Moudilou et al., 2010). Ve velké podjednotce lze rozliSit Ctyii
domény (I — IV) a v malé pak dvé domény (V a VI). Doména I funguje jako inhibitor
proteolytickych Cinnosti. Doména II ma katalytickou funkci a ve IV doméné byly
potvrzeny oblasti, které by mohly byt zodpovédné za vazani Ca®" iontd. Na zbytky
glycinu bohatd doména V ma silné hydrofobni charakter. Doména VI, podobné jako
IV, obsahuje Ctyii oblasti vazajici ionty vapniku (Carragher a Frame, 2002). Calpain
I11 je jeden polypeptid, jehoz velka podjednotka je homologni s velkou podjednotkou
calpainu 1 a Il (Koohmaraie a Geesink, 2006). Calpastatin obsahuje 4 inhibi¢ni
domény, z nichz kazda mize inhibovat aktivitu calpainu. V téchto doménach jsou tfi
oblasti A, B, C schopné interagovat s calpainem. Region nachazejici se mezi
regionem A a C — region B, poté blokuje aktivni misto calpainu (Kemp et al., 2010).
Cinnost calpainového systému zavisi na mnoha faktorech, jako jsou pH, teplota
a predevsim na koncentraci vapenatych iontd (Nowak, 2011).

Geny kodujici calpastain (CAST) a calpain | (CAPN1) jsou povazovany za
dilezité funkéni kandidaty majici vliv na finalni kiehkost hovéziho masa. CAST gen
byl mapovan na chromozomu BTA7 (Bishop et al., 1993) a gen CAPN1 byl
detekovan v telometrickém tseku chromozomu BTAZ29, na stejné pozici, kde byla
detekovana ptitomnost QTL vztahujicich se ke kiehkosti masa (Smith et al., 2000).
Kodujici oblast CAPN1 je tvotena 2 948 bp a vykazuje 91% identitu k lidskému
CAPNL1. Hypoteticky protein skladajici se ze 716 aminokyselin a ukazuje 97%
podobnost (95% identitu) k lidskému CAPN1, jez je tvofen ze 714 aminokyselin.
Strukturni analyza genu CAPN1 prokazala pfitomnost minimalné¢ 19 exont
a 17 intront, o celkové velikosti sekvence tohoto genu 11 055 bp (Smith et al.,
2000).

Nejnovéjsi studie zamétené na detekcei faktor regulujicich genovou expresi
calpastatinu ukazuji, Ze je tento gen regulovan na urovni nékolika promotort (1xa,
1xb, které jsou v tandemu a lu, ktery je v oblasti 3’ konce distalné k 1xa a 1xb )

ovliviyjicich 5 exon (Meyers a Beever, 2008). Rozdily mezi transkripéni aktivitou
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téchto promotor pro gen calpastatin mezi jednotlivymi druhy i v rdmci odliSnych
reakci na stimula¢ni podnéty, maji pravdépodobné vliv na riiznou uroven exprese
calpastatinu, ktera prispiva k odliSnostem v kiehkosti masa (Kemp et al., 2010;
Nowak, 2011).

S pouzitim techniky PCR/RFLP lze identifikovat polymorfismus v tsecich
téchto gent, ktery ma vliv na jejich aktivitu. Chung et al. (2001) detekoval
s pouzitim restrikéniho enzymu Xmnl pfitomnost nového Stépného mista v Sestém
intronu genu CAST, kterA muze napomoct pii genotypizaci jedinct s odlisnou
calpastatinovou enzymatickou aktivitou. Smith et al. (2000) detekoval
polymorfismus Vv podobé piitomnosti dvou jednonukleotidovych zamén (SNPs)
pfitomnych na 12 intronu genu CAPNL1. Jind studie prokazala pfitomnost dvou
jednonukleotidovych substituci (SNPs) v kodujicich oblastech genu CAPN1 majici
vliv na kiehkost hovéziho masa. Tyto dv€ jednonukleotidové mutace CAPN316
(AF252504:9.5709C>G, v exonu 9) a CAPN530 (AF248054:9.4558A>G, v exonu
14) zptsobuji AK zdmeénu, a to Gly316Ala a Val530Ile, kterd ma vliv na kiehkost
masa u masnych plemen (Page et al., 2002, 2004; Corva et al., 2007). Rincon
a Medrano (2006) popsali PCR/RFLP techniku pro genotypizaci polymorfismu
CAPN530 za pouziti enzymu Psyl. Dalsi studie prokazala epistatické plisobeni mezi
dvéma QTLs (zplisobené ptitomnosti SNPs), jeZ spolu nejsou ve vazbé a ovliviiuji
stejny znak (kiehkost masa), (Barendse et al., 2007). Tato studie byla vypracovana
diky moznosti provedeni genovych testi na zékladé¢ detekce SNP u genu
CAPN:c.947G>C a u genu CAST (CAST:c.155C>T) pro tyto QTLs. Detekce téchto
mutaci miiZze slouzit jako uZite¢ny model pro studium vztahu gen-gen u QTL, jelikoz
tyto QTLs maji obecné maly fenotypicky efekt.

Uvedené studie detekujici SNPs ¢i QTLs hraji v soucasnosti vyznamnou roli,
jelikoz piima role calpainu | a calpastatinu na postmortalni zrani masa je dobie
znama (Whipple et al., 1990; Koohmaraie, 1996), avsak rizné DNA varianty téchto
gend (CAPNL1 chr. 29 a CAST chr. 7) ovliviuji vyslednou kiehkost masa (Drinkwater
et al., 2006; Morris et al., 2006; Van Eenennaam et al., 2007).
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3.6 Technologické vlastnosti masa

Stavba masa a jeho chemické slozeni ovliviiuje jeho chemické
i organoleptické vlastnosti. Mezi nejvyznamnéjsi vlastnosti masa patiéi chutnost,
textura, barva, vaznost a kiehkost (Pipek, 1993). Kvalita masa se da definovat jako
souCet nutricnich, senzorickych (barva, chutnost, viin€¢, Stavnatost a kiehkost),
technologickych (vhodnost masa ke zpracovani, podil masa, tuku) a hygienicko—

toxickych vlastnosti (Skodlivé latky, celkovy zdravotni stav a welfare).

3.6.1 Barva masa

Barva masa je pro konzumenta na prvni pohled velmi napadny znak, podle
kterého posuzuje jakost masa a masnych vyrobki. Cervenou barvu masa zptisobuji
hemova barviva myoglobin a hemoglobin. Obsah hemovych barviv v mase je
individudlni a v ramci rtiznych zivocisnych druhii se pohybuje obvykle v rozmezi
100 az 10000 mg.kg™. Myoglobin je globularni protein, ktery je slozen z jednoho
bilkovinového fetézce (globinu) a jedné barevné skupiny (hemu), proto je schopen
transportovat jen jednu molekulu O,. Reverzibiln¢ vaze a pienasi kyslik
v myocytech. Hemoglobin je ervené krevni barvivo (chromoprotein), které zajistuje
transport O, z plic do tkani a transport CO, a protoni z perifernich tkani
do dychacich organt. Jedna se o tetramerni protein slozeny ze Ctyf peptidovych
fetézci a ¢ty hemovych skupin, reaguje podobné jako myoglobin. Podil
hemoglobinu pfitom zavisi na tom, jak kvalitné je maso vykrveno. Zakladem
molekuly hemu, je porfyrinovy skelet s centrdlné vazanym atomem Zeleza Fe?*,
Zmény barvy masa souviseji praveé s reakcemi na atomu Zeleza. Bud’ dochazi k vazbé
urcitych molekul na tento centralni atom, aniz by pii tom doslo ke zméné valence
zeleza, nebo naopak dochazi k oxidaci, kdy Zelezo ptejde na trojmocnou formu Fe*".
Hem se diky této vlastnosti podili na redoxnich reakcich riznych metabolickych
drah. Mezi dal$i vlastnost hemu patii jeho schopnost vazat dvouatoméarni plyny, kdy
se jako ligand mlZe na Zelezo vazat molekularni kyslik (vznikd Ccerveny
oxyhemoglobin), ktery chrani atom zeleza pfed oxidaci. Pfi snizeném parcialnim
tlaku kysliku prevladne oxidace zeleza na Fe*a myoglobin se zméni na hnédy
az Sedohnédy metmyoglobin. Nasledn¢ pak dojde koxidaci myoglobinu
na metmyoglobin, pficemz zjedné molekuly oxyhemoglobinu se uvolni tolik

kysliku, kolik je potfeba k oxidaci ¢tyf molekul myoglobinu na metmyoglobin.
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Pti skladovani masa dochézi ke vzniku metmyoglobinu, jez podléha nasledné oxidaci
za vzniku zelenych barviv choleglobinu, verdoglobinu a verdohemu. Nasleduje
transformace na biliverdin (zelené barvivo), ktery redukuje na bilirubin (Cerveny).
Tepelné opracovani masa zpusobi denaturaci globinu a zménu barvy masa na hnédou
az Sedohnédou. Barviva tepelné opracovaného masa se obecné nazyvaji hemichromy.

Diky pridavku dusitand si masné vyrobky udrzuji rizovou barvu (Pipek, 1993).

3.6.2 Vaznost

Schopnost masa vazat vlastni i pfidanou vodu pfi piisobeni né&jaké sily
¢ijiného fyzikdlniho namahéani, je definovana jako vaznost a patii mezi
nejvyznamngjsi technologické vlastnosti (Pipek, 1993). Vaznost se obvykle
vyjadiuje jako podil vody vazané (hydrata¢ni a imobilizovana) Kk celkovému obsahu
vody v mase. V libové svaloving je obsazeno az 75% vody. Ta je ve zde vazana
riznym zpuisobem a ruzné pevné. Nejpevnéji je vazana tzv. hydratacni voda (voda
vazéna v mono a multimolekuldrni vrstvé na hydrofilni skupiny proteind). Dalsi
podil vody zahrnuje ¢ast imobilizovanou mezi jednotlivymi strukturalnimi ¢astmi
svaloviny a zbytek je voln€ pohyblivy v mezibun&enych prostorech. Vaznost
ovlivituje celd fada faktor: intravitalni vlivy, pH, obsah soli a nékterych ionti,
stupen desintegrace vlaken, pribéhem posmrtnych zmén v mase, atd kiehkost (Pipek,
1993).

Zasadni vyznam pro vaznost ma naboj bilkoviny, ktery je pravé hodnotou pH
ovliviiovan. Pfi hodnoté pH izoelektrického bodu (pfiblizné¢ 5,0) lze pozorovat
vyrazné minimum vaznosti. Pomoci okyseleni ¢i zalkalizovani svaloviny smérem
od izoelektrického bodu, dochazi ke zméné disociace funkénich skupin bilkovin
azmeéni se rozloZzeni nabojii na molekule bilkoviny. Diky naslednému rozstépeni
nékterych z pfi€nych elektrostatickych vazeb dojde k oddalovani peptidovych
fetézcl, coZ umozni dalsi imobilizaci vody ve vzniklém prostoru. V mase a masnych
vyrobcich se pH pohybuje v rozmezi hodnot 4 az 7 (nejcastéji 5,5 az 6). Vliv soli
na vaznost masa zavisi na vzajemnych interakcich iontt soli, ionti bilkovin a pH.
Anionty na kyselé oblasti od izolelktrického bodu zpisobuji zahu$téni bilkovinné
struktury s naslednym  poklesem  vaznosti, zatimco nabazické strané
od izoelektrického bodu naopak rusi pfitazlivé sily skupin sousednich peptidovych

fetézell, coz vaznost zvySuje. Vliv kationtli ma ptesné opacny tcinek. Z intavitalnich
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vlivii na vaznost masa lze zminit vliv pohlavi, véku a zplsobu chovu. Béhem
posmrtnych zmén dochézi k vyreznému kolisani hodnot vaznosti. Ta, nejprve vlivem
okyseleni a tvorb¢ pevné struktury béhem rigor mortis klesa, a nasledné se zvySuje
beéhem procesu zrani masa (Pipek, 1993). Mezi klasick¢é metody analyzy vaznosti
masa patii lisovaci metoda podle Grau-Hamma, dale pak zjistovani objemu uvolnéné
masné S$tavy, ¢i hodnoceni ztrity masné Stavy samovolnym odkapavanim

nebo hodnoceni schopnosti udrzet vodu pii tepelné apravé (Ingr, 1996).

3.6.3 Kiehkost masa

Z hodnoceni spotiebitelti vyplyva, ze kiechkost masa je povazovana za jednu
z nejvyznamnéjSich  vlastnosti kvality masa, pficemz zprizkumi vyplyva,
ze spotiebitelé jsou ochotni zaplatit vySsi cenu hovéziho masa, pokud bude zarucena
odpovidajici kiehkost (Nowak, 2011). Ta je ovliviiovana rdznymi faktory
pred porazkou (v€k, pohlavi, plemeno, vyziva, stupenn stresu pied porazkou),
po porazce (procesy rigor mortis a zrani masa), jakoz i strukturou, stavem
a chemickym slozenim masa (Destefanis et al., 2008). Problém kiehkosti se tyka
hlavné masa hovéziho. To vyZaduje nejméné¢ 14 dnl skladovani v chladicich
podminkach pro ziskani finalni kiehkosti, zatimco u vepfového masa staci 5 az 7 dnil
a jehnéciho 7 az 10 dni (Koohmaraie a Geesink, 2006). Koohmaraie a Geesink
(2006) uvadi, ze béhem procesu zrani masa dochazi ke zménam v mikro
a ultrastruktute svalovych vlaken (oslabeni myofibril, fragmentace, zmény v oblasti
Z-linie a l-pasma), degradaci hlavni struktury cytoskeletonu a také k degradaci
myofibrilarnich a cytoskeletdrnich proteini. Tyto zmény vedou k ziskani finélni
kiehkosti masa. Mnoho studii vede k z&véru, ze kiehkost zavisi na vlivu neékterych
enzymu, jako jsou cathepsiny a calpainy. Jiné studie zase vyslednou kiehkost
pfipisuji vlivu proteaosomu a dalsi se priklanéji ke kaspasam. (Kemp et al., 2010).

Nicmén¢ mnoho védci pfipisuje tuto roli systému calpaint (Kemp et al.,
2010; Nowak, 2011). Proto je tato studie zaméfena na analyzu calpainu, resp. jeho
vlivu na vyslednou kiehkost masa. Hlavni Glohu v posmrtné proteolyze a kiehnuti
masa tedy hraje systém calpaint (pfedev§im calpain I a calpastatin) a v neposledni
fad¢ téz proteasomy a kaspasy (Nowak, 2011). Ackoliv bylo provedeno mnoho
vyzkumu k objasnéni mechanizmi kiehnuti masa a faktorti zodpovédnych za iniciaci

a prubéh tohoto procesu, neexistuje zatim studie, kterd by kompletné objasnila
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veskeré principy tohoto komplikovaného procesu. Existuji dvé zékladni teorie -
enzymatickd a neenzymatickd. Mnoho studii doklada, Ze za tenderizaci jsou
zodpovédné pravé enzymy (proteasy) a podporuje tak enzymatickou teorii kiehnuti
masa. Aby se mohl proteasovy systém podilet na posmrtné proteolyze a kiehnuti
masa, musi spliiovat nckterd zdkladni kritéria: proteasy musi byt endogenni
k bunkam kosterni svaloviny, musi byt schopny napodobit postmoralni zmény
v myofibrilach in vitro a musi mit pfistup k myofibrilam ve tkani (Nowak, 2011).

Mnozstvi vyzkumu potvrdilo ve svalech pfitomnost proteolytickych systému,
které se mohou podilet na posmrtné proteolyze a tenderizaci: systém calpain,
cathepsinii a proteaosomi (hlavné pak MPC - multicatalytic proteinase complex,
nazyvany 20S proteasom), (Dransfield et al.,, 1992ab; Koohmaraie, 1996;
Koohmaraie a Geesink, 2006; Kemp et al., 2010).

Kiehkost masa se hodnoti bud’ senzoricky nebo objektivné jako sila ve stiihu
[N], namétena podle Warner-Bratzlerova shear testu (viz. obr. 3.), kiehkost (Pipek,
1993).

SPAE Mueps

’Y‘f‘nv)

Obr. 3. Warner-Bratzlertiv shear test (Stable micro systems at the forefront of fish
texture testing, 2011).

Mechanismus proteolytickych funkci calpainu doposud nebyl zcela objasnén.
Velmi Casto jsou védomosti o tomto mechanismu ziskané pomoci dil¢ich dikazi

zaloZzenych na méfeni aktivity procisténého enzymu ziskané prostrednictvim
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proteinu, funkci inhibitori a aktivatorti, zménami koncentrace a lokalizace
intracelularniho calpainu a calpastatinu ¢i G€inkli aktivovaného calpainu
Vizolovanych bunkach. Pii studiu produkti degradace pfitomnych proteint
ve svalech béhem zrani a produktu, které jsou produkovany béhem in vitro inkubace
myfobril s calpainem, lze urcit vliv calpainil na proces tenderizace.

Cinnost calpainového systému ovliviiuje mnozstvi faktorti, napt. pH, teplota
a predevsim koncentrace vapenatych ionti (Nowak, 2011). Jako prvni navrhl teorii
0 mechanismu tenderizace masa Dransfield (19923, ¢, 1994a, b). Podle tohoto autora
neni calpain I v mase po porazce aktivni pravé kvili nizké koncentraci vapenatych
iontd, ktera v sarkoplasm& dosahne hodnot mensich nez 10”7 mol. Aktivace calpainu
I se objevuje asi 6 hodin po pordzce (pH 6.1 az 6.3), nasledné koncentrace
vapenatych iontii vzroste na hodnotu 10 mol. Zvy3eni koncentrace vapenatych ionti
v sarkoplasm¢é probiha prostiednictvim aktivace kalciovych pump nebo
prostfednictvim  proteolytického pasobeni na sarkoplazmatické retikulum
(Dransfield, 19923, ¢, 19944, b). Podle jinych vyzkumu potiebuje, calpain I ke své
aktivaci 3 az 50 mmol/l iontd véapniku a calpain II 0,4 az 0,8 mmol/l vapniku
k dosazeni poloviny své maximalni aktivity. Koncentrace iontd vapniku v zivém
svalu dosdhne 0,2 mmol/l, a to je troveil mnohem niz§i nez uroven nezbytné nutna
k aktivaci calpainu | (Kurebayashi et al., 1993).

Po pordzce se koncentrace volného vapniku v buiice postupné se zvySuje
azna 100 mmol/l (Jeacocke, 1993). Hopkins a Thompson (2001) dokazali,
ze koncentrace vapenatych iontt po porazce pii pH 5,5 v longissimus lumborum (LL)
a longissimus thoracis (LT) ovci dosahne 110 mmol/l, coz bylo dostatecné
pro aktivaci calpainu I. Aktivace enzymu pod vlivem vapenatych iontli zptsobuje
hydrolyzu obou dil¢ich jednotek. V disledku hydrolyzy, velkd podjednotka zméni
svou hmotnost v rozmezi 80 do 76 kDa, zatimco mensi podjednotka od 30 do 18 kDa
(Dransfield, 1999; Moudilou et al., 2010). Dalsi autolyza zptisobuje vznik fragmenti
z velkych podjednotek, které maji jeSt€ menSi hmotnost a ztradci enzymatickou
aktivitu. Byly ur€eny i optimalni podminky pro aktivaci calpainl. Pfi stanoveni
in vitro je to: pH 7.2 az 7.8 a teplota 25 °C (Dransfeld, 1999; Kanawa et al., 2002).
Nicméné, béhem zréni, je maso drzeno v mnohem nizSich teplotach (chlazené) a pH
dosahuje kolem 5.5 az 5.7. Vyzkumy ukazuji, Ze Cisté myofibrily jsou degradovany

calpainem I pfi teploté 4 °C a pH 5,6 v pfitomnosti 100 mmol/l chloridu vapenatého
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(Huff-Lonergan et al., 1996). Thomson et al. (1996) ukazali, ze aktivita calpainu I
klesala né¢kolik prvnich dni po pordzce a korelovala se zvySovanim vysledné
kiehkosti. Studiem produkti degradace proteind piitomnych ve svalu béhem zrani,
a také produktt, které vznikaji v prab&hu in vitro inkubace myofibril s calpainy, lze
urcit vliv calpaintli na proces tenderizace.

Utinky calpaind na svalové myofibrily jsou dobie znamé. Diky vlivu
calpaini dochazi k odstranéni Z linie, coz zpusobuje degradaci myofibril. Calpain
uvolni ze Z linie a-actinin, aniz by zpusobil jeho degradaci, zato vSak zpusobi
degradaci tropomyosinu, T a I troponinu a zdkladnich cytoskeletarnich proteinti
(Koohmaraie, 1992, 1994; Homma et al., 1995; Taylor et al., 1995a; Takahashi,
1996; Tornberg, 1996; Koohmaraie a Geesink, 2006; Kemp et al., 2010).

Stupenn degradace téchto cytoskeletarnich proteinii urcuje kiehkost masa.
Predpokladda se, Ze systém calpaini v kosternich svaloviné, odpovédny
za tenderizatci masa muze byt tvofen z dalSich enzymu, které jsou stale jesté

neznamé (Hanna et al., 2008; Moldoveanu et al., 2008; Nowak, 2011).
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4. Material a metodika

4.1 Material

Pro tuto studii bylo vybranol62 jate¢nych bykid plemene Ceského strakatého
skotu pochazejicich z komer¢nich chovii. Praimérny vék byku pii porazce dosahoval 551
dni. Analyzovany byly vzorky krve téchto jedinci odebrané v obdobi od roku 2007
do roku 2009. Odbéry krve probéhly do zkumavek obsahujicich roztok EDTA (pH = 8)
a byly uskladnény pfi teploté - 20° C.

4.2 lzolace DNA

Genomova DNA byla izolovana pomoci klasické ,,proteinasové™ metody
dle navrzeného postupu ze vzorkl srazlivé krve vybranych bykd.

Do eppendorfky bylo ptevedeno 50 pl krve a pfidano 500 ul TE pufru (10
mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH=8). Vzorek byl nasledné¢ promichan a stocen
pii 14000 rpm po dobu 5 min. Po odstranéni segregovaného supernatantu, bylo
opctovné piidano 500 pl TE pufru a cely postup nasledné¢ opakovan tfikrat.
Po odstranéni supernatantu oddéleného po poslednim staceni, se k vyslednému peletu
leukocytti ptidalo 100 pl lyzaéni smési (20 mM Tris-HCI, pH 8,3; 50 mM KCI;
2,5mM MgCl2; 0,5% Tween 20; proteinasa K (20 mg/ml)). Nasledn¢ se vzorky
inkubovaly v termostatu ptfes noc, pii stalé teploté 54 °C. Po inkubaci se vzorek
opatrné¢ promichal Spickou a vytéZzek izolované DNA se ovéfoval pomoci
elektroforézy na 1% agar6zovém gelu. Do kazdé jamky bylo napipetovano 5,0 ul

vzorku obarveného 5,0 pl bromfenolové modii.

4.3 PCR/RFLP

Analyza vzorkli metodou PCR/RFLP probéhla dle metodiky — Calpain, mutace
CAPNS530 (Rincon a Medrano, 2006).
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431 PCR

Sekvence primert pouzitych pro PCR (5-3"), (Rincén a Medrano, 2006) byla
nasledujici:

Forward primer (1): CGT TTC TTC TCA GAG AAG AGC GCA GGG A

Reverse primer (2): CCT GCG CCATTACTATCG ATCGCAAAGT

Pomoci PCR prob¢hla in vitro amplifikace pozadovaného tiseku DNA. Prvnim

krokem byla pfiprava reak¢ni smési, viz. tab. 1.

komponent mnozstvi
Taq pufr 2,0 ul

25 mM MgCl, 2,0 ul
dNTP’s 2,5l
primer 1 1,0 ul
primer 2 1,0 ul
DNA 2,0 pl
Tag DNA polymerasa (1U/pl) 2,0
H,0 12,5 pl
Celkovy objem 25,0 ul

Tab. 1. PCR - reakéni smés pro 1 vzorek

Pro zvySeni vynosu PCR, byl oproti plivodnimu protokolu nahrazen 1,0 pl
vody 1,0 ul DMSO. Veskera piiprava PCR master mixu i manipulace s Taq
polymerasou probihaly na chladicim stojanku. Pfipraveny master mix (Taq pufr,
MgCl,, dNTP’s, primer 1, primer 2, H,O) byl pfeveden do pfedem popsanych,
sterilnich eppendorfek a nasledné bylo do kazdé z nich ptidano 2,0 pl izolované
DNA. Vzorky byly vlozeny do termocykleru (Biometra T3000 thermocycler)
anavolil se pozadovany program (viz. Pfiloha 2.). Po pocatecni asi 2 min trvajici
denaturaci (slouzici k inaktivaci PK) se ptidala nafedéna Tag-polymerasa a nasledné
zapocala vlastni PCR reakce. Ta, se svymi 35 cykly, trvala pfiblizn€ 2,5 hod, viz. tab.
2. Po ukonceni reakce udrzoval termocykler vzorky pti konstantni teploté 4° C.

Vytézek amplifikované DNA se ovétoval elektroforézou na 2,5% agarosovém

gelu obarvenym ethidium bromidem a vizualizaci pod UV svétlem. Do kazdé jamky
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bylo napipetovano 5,0 ul vzorku smichaného s 5,0 pl bromfenolové modfi, pti¢emz
Vv prvni jamce byl pro kontrolu poustén marker PUC19 DNA/Mspl (Hpa Il). Pozitivni

vysledek amplifikace prezentovala piitomnost bandu o velikosti 341 bp.

pocatecni denaturace | 95° C pauza Tag polymerasa
denaturace 95°C 455
annealing 64° C 1 min 35 cykla
annealing 72° C 1 min
finalni extenze 72° C 5 min

4°C pauza

Tab. 2. Prabéh PCR reakce

4.3.2 RFLP

Produkty PCR ziskané pouzitim standardniho protokolu, byly §t€peny pomoci
restrikéni endonukleasy Psyl. Ke kazdému vzorku, se pfidalo uréené mnozstvi Psyl
a kompatibilniho pufru, jak je uvedeno vtab. 3. S enzymy se opét manipulovalo
pouze na chladicim stojanku. Nasledovala inkubace pti 37 °C pies noc. Nastipané
fragmenty byly rozdéleny pomoci elektroforézy na 3% agar6zovém gelu obarvenym
ethidium bromidem. Opét se do kazdé jamky pipetovalo 5,0 pul vzorku obarveného
bromfenolovou modii v poméru 1:1, pfiemZ v prvni jamce se poustél marker
PUC19 DNA/Mspl (Hpa 1). Vysledky elektroforézy byly vizualizovany pod
UV svétlem.

komponent mnozstvi
Restrik¢éni endonukleasa Psyl (10 U/ul) 1,0 ul
Pufr 1,7 ul
PCR produkt 20,0 ul
Celkovy objem 22,7 ul

Tab. 3. RFLP - reakéni smés pro 1 vzorek
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Naslednd genotypizace byla stanovena dle nasledujicich velikosti

jednotlivych fragmentd: 341 bp (alela A), 195 a 146 bp (alela G).

4.3.3 Elektroforéza v agarosovém gelus

Agarosovy gel byl pfipraven dle bézné metodiky v zavislosti na stanovené

koncentraci, dle tab. 4.

% objem agarosa 1x TBE ethidium bromid
1 100 mi 1049 100 ml 14 ul
2,5 100 ml 2549 100 ml 14 ul
3 100 ml 3,049 100 ml 14 ul

Tab. 4. Ptiprava agarosovych gell o rizné koncentraci

Elektroforéza byla provadéna v horizontalni elektroforézni aparatuie
za nasledujicich podminek: 1%, 2% gel — 110V po dobu 40 min, 3% gel —
80 V po dobu 60 min. Jako elektrolyt do elektroforetické vany byl vzdy pouzit 1x TBE
pufr. Do kazdé jamky bylo napipetovano 5,0 ul vzorku a 5,0 pl barvy. K odecéteni
vysledkd byl pouzit marker PUC19 DNA/Mspl (Hpa II).

SloZeni 1x TBE pufru:

180 g TRIS

55 g kyseliny borité

800 mL destilované vody

40 ml EDTA

Odmeétené reagencie byly doplnény destilovanou vodou do objemu 11.

4.4 Stanoveni kiehkosti masa

Pro stanoveni kiehkosti masa u jednotlivych bykii bylo zvoleno metody
hodnoceni velikosti stfizné sily pomoci Warner-Bratzlerova shear testu (viz. Ptiloha
3.). Vysledky tohoto testu byly =ziskdny ve spolupraci s katedrou specialni
zootechniky Zemédélské fakulty JihoGeské univerzity v Ceskych Budgjovicich, kde

byly stanoveny. K analyze byly vyuzity vzorky musculus longisssimus dorsi.
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Analyzovany byly vzorky syrového a grilovaného masa vzdy 1., 14. a 28. den

po porézce.

4.5 Statistické vyhodnoceni

Vysledky genotypizace ziskané metodou PCR/RFLP byly nasledné¢ statisticky
vyhodnoceny. Byly ur¢eny frekvence genotypt a alel v ndmi studovaném souboru
zvitat a spoCtena Hardy-Weinbergova rovnovaha.

Dale byl vyhodnocen vztah mezi genotypy a velikosti stfizné sily jako
ukazatelem technologické vlastnosti masa — kiehkosti. K vyhodnoceni tohoto vztahu

bylo vyuzito funkce ANOVA v programu Statistica.
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5. Vysledky

V diplomové praci byly provedeny genetické analyzy lokusu CAPN1 u 162
jateénych bykd plemene ceského strakatého skotu, pochazejicich z komerénich
chovii v Ceské republice. Ze vzorki krve téchto bykid byla naslednd pomoci klasické
proteinasové metody vyizolovana DNA. Pii izolaci DNA nebyly ani u jednoho

ze vzorki zjistény podstatné problémy a izolace byla u vSech vzorku Gspésna, jak Ize

spatfit na obr. 4.

1 2 3 4 5 6

Obr. 4. Vizualizace vytézku genomové DNA

Metodou PCR/RFLP byla provedena genotypizace téchto vzorkd v lokusu
CAPNL1. Po uspésné amplifikaci PCR produktu byly ziskany fragmenty o délce 341
bp (viz. obr. 5.).

Vysledkem celé metody bylo stanoveni genotypti. U jedincti S genotypem AA
byl na agarosovém gelu po elektroforéze ptitomen 1 fragment o délce 341 bp.

U homozygotnich jedinci GG se na gelu nachazely 2 fragmenty o délkach 195

a 146 bp. Heterozygoté AG byli prezentovani pfitomnosti 3 fragmentt o délkach 341,
195 a 146 bp, které jsou vidét na obr. 6.

M 1 2 3 4 5 6 /7 8 9 10

Obr. 5. Vizualizace vytézku PCR
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M AG AA AG GG GG AG AG AA

Obr. 6. Vizualizace PCR/RFLP

5.1 Frekvence genotypu a alel

Ve studovaném panelu bykl bylo zjisténo 11 homozygoti AA, 89
heterozygoti AG a 62 homozygoti GG. Nejméné Cetnym byl tedy homozygotni
genotyp AA s frekvenci 0,068. Ze zbyvajicich genotypli byl jako méné cetny
s frekvenci 0,383 zastoupen homozygotni genotyp GG. Nejcetnéjsi genotyp AG
se v panelu testovanych zvifat vyskytoval s Cetnosti 0,549. Ze ziskanych vysledkt
lze wusuzovat na velmi malé zastoupeni homozygotnich jedinci s ohledem
na pievazujici vyskyt heterozygott. Z hlediska zastoupeni jednotlivych alel je ziejma
vyrazna pirevaha alely G, ktera se v populaci vyskytovala s frekvenci 0,657.
Frekvence vyskytu alely A byla 0,343. Genotypové a alelické frekvence jsou
uvedeny v tab. 5.

rekvence Genotyp Alela
AA AG GG A G

absolutni P 11 89 62 111 213
relativni 0,068 0,549 0,383 0,343 | 0,657
o¢ekavana (absolutni) O 19,059 73,014 69,927
d=(P-O) -8,059 15,986 -7,927
d?/ o&ekavana (absolutni) 3,408 3,500 0,899
Chi kvadrat y2 7,807

Tab. 5. Genotypové a alelické frekvence v nami sledované populaci
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Pro vypocet testovani Hardy-Weinbergovy rovnovahy byl pro gen se tfemi
genotypy a dvéma alelami zvolen stupeni volnosti df =2 a hladina vyznamnosti

p<0,01.

Hladina Stupeii volnosti df

vyznamnosti 1 2 3 4 5
0,05 3,84 5,99 7,81 9,48 11,07
0,01 6,35 9,21 11,34 13,27 15,08

Tab. 6. Tabulkové hodnoty chi kvadratu

Populace je pro dany lokus v genetické rovnovaze, pokud plati 2 ap. > %2 wyp.
Mezi pozorovanymi a o¢ekdvanymi ¢etnostmi byl zjiStén prukazny rozdil. Vzhledem
K tomu, ze hodnoty y2 vy (7,807) > %2 (9,21), populace pro dany lokus je

Vv genetické rovnovaze.

5.2 Vyhodnoceni vztahu mezi genotypy a hodnotami pro silu stfihu

Pomoci metody ANOVA byly statisticky vyhodnoceny vztahy mezi
jednotlivymi genotypy v lokusu CAPNL1 a silou Ve stiihu, jako méfitelnou hodnotou
technologické vlastnosti masa — kiehkosti. Byly testovany vztahy mezi genotypy
a silou ve stfihu u syrového a grilovaného masa, a to 1., 14. a 28. den po poraZzce.
Pruméry jednotlivych skupin jsou vypsany v tab. 7 a 8.

Ztabulky 7. lze vyc€ist, Zze nejvys§i primérna hodnota sily ve stiihu
u syrového masa byla zjiSténa u genotypu AA 1. den po pordzce. Nejnizsi pramérna
hodnota v téze skupiné byla zaznamenana u genotypu AG opét 1. den po porazce.
a nejvyssi primérnou hodnotou sily stfihu u odliSnych genotypti. Nejnizsi rozdil
mezi primérnymi hodnotami sily stfihu v zévislosti na genotypu byl u syrového

masa vypocten ve 14. dni po poraZce.
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Primér u syrového masa
Vybér | Pocet 1. den 14. den 28. den
GG 61 4,411193 4,42702 4,603349
AG 89 4,198768 4,47553 4,699401
AA 11 4,981528 4,611176 4,921254

Tab. 7. Vysledky ANOV A — priimérné hodnoty u jednotlivych genotypt

Dle udaji uvedenych v tabulce 8. lze fici, Ze nejvyssi primérna hodnota sily

stiihu ve skupiné grilovaného masa byla zjisténa u genotypu GG 1. den po porazce.

porazce. V zavislosti na dob¢ zrani lze fici, ze nejvyrovnangj$i primérné hodnoty
sily stfihu mezi jednotlivymi genotypy vykazovala skupina méfend 1. den po
porazce. Nejvétsi rozdily mezi pramérnymi hodnotami sily stfihu nalezneme ve

skuping¢ s dobou zrani 28 dni.

Primér u grilovaného masa
Vybér | Pocet 1. den 14. den 28. den
AA 11 19,84203 12,66365 12,13675
AG 89 19,47584 11,97355 10,81663
GG 61 20,44398 12,99491 11,35123

Tab. 8. Vysledky ANOVA — primérné hodnoty u jednotlivych genotypi

V ptipadé¢ syrového masa byl zjistén vyznamny vliv genotypu v lokusu
CAPNL1 pouze u sily stfihu méfené u vzorka 1. den po porazce (P<0,01), viz. graf 1.
Hodnoty stfizné sily dosahovaly u genotypu AG hodnot v pruméru o 5,06 % nizsich
nez u genotypu GG a 0 18,64% nizsich nez vykazoval genotyp AA. Z vypocitanych
hodnot 1ze konstatovat, ze z hlediska naméfené stiizné sily vychazi genotyp AG 1.
den po porazce nejlépe.

Vysledky analyzy ANOVA jsou uvedeny v tabulce 8. U vzorkd méfenych
14. a 28. den po porazce nebyl zjistén zadny vliv genotypu na silu ve stfihu, potazmo

kiehkost masa.
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Zdroj ss Rozdil MS F Hodnota |\ 5
variability P

Mezi vibery | 32,92226 2 16,46113 | 10,37449 | 6,03E-05 | 3,056366
Vsechny {538 504 159 | 1,586693

vybéry

Celkem | 2709262 | 161

Tab. 9. Vysledky ANOVA u syrového masa 1. den po porazce

U masa grilovaného nebyl zjistén zadny vyznamny vliv genotypu na silu

sttthu ani vjednom dni meéfeni. Lze tedy fici, ze vliv genotypu na kiehkost

grilovaného masa je u nascho panelu zvifat naprosto minimalni. Lépe feceno, nelze

jej statisticky prokazat.
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Graf 1. Srovnani pramérnych hodnot sily ve stiihu viech genotypt 1. den po porazce

Pro srovnani dosahovanych hodnot stfizné sily mezi jednotlivymi genotypy 1.

den po pordzce u syrového masa, byl vytvofen histogram cCetnosti (viz. graf 1.).

Hodnoty namétené pomoci WBSF [N] byly rovnomérné rozdéleny do Sesti intervali.

Poté byly do histogramu zaneseny hodnoty procentudlniho vyskytu jednotlivych

genotypil pro kazdy interval namétenych hodnot. Z histogramu je napt. dobte patrny

nulovy vyskyt genotypu AA V intervalech namétfené stiizné sily 2,05 az 3,04 N a 7,05

az 8,03 N, stejné jako nejvyssi vyskyt tohoto genotypu v hodnotach 5,05 az 6,04 N.
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6. Diskuze

V diplomové praci byla metodou PCR/RFLP provedena genotypizace u 162
jate¢nych bykt plemene CESTR za pouziti markeru CAPN530. Ve studované
populaci bykii bylo zjisténo 11 homozygoti AA, 89 heterozygoti AG
a 62 homozygott GG.

Analyza frekvence genotypu a alel ve vybraném lokusu CAPN1 poskytla
vysledky, jez ukazaly vyraznou pievahu genotypu, obsahujicich alelu G — ftj.
homozygotniho genotypu GG a heterozygotii AG. Podil téchto dvou genotypti Cinil
93,2 % z celé populace. Témto vysledkim odpovidaji i frekvence jednotlivych alel.
Zde je prevazujici alelou alela G s frekvenci 0,657. Alela A potom byla zastoupena
v populaci s frekvenci 0,343. Vzhledem k velmi nizké Cetnosti alely AA, a tim i ze
statistického hlediska pfili§ malého souboru jedincii stouto alelou, by bylo
nejvhodnéjsi homozygoty AA do celkové statistické analyzy nezahrnovat, jako to
ud¢lali napt. Corva et al. (2007), ktery vyzkum provadél na skupiné vold plemene
Hereford, Angus a jejich kiizencti s min 80% podilem téchto plemen. Velmi vzacny
vyskyt genotypu AA pro CAPN530 doklada ve své praci i Pinto et al. (2010). Ten ve
své studii u skotu Nellore hodnotu pro vyskyt genotypu AA jako mensi nez 1 % ve
studované populaci.

Vysledky provedenych analyz jsou velmi podobné vysledkim, kterych doséhl
ve své studii Page et al. (2004). V této praci se zabyval dvéma odliSnymi
populacemi, z nichz jednu tvofil panel 362 potomkl 23 bykl registrovanych
U American Simmental Association (ASA) a druhou potom piedstavovala populace
Germ Evaluation Cycle VII (Cycle VII) zUSDA Meat Animal Research Center,
V nizZ byli zastoupeni potomci plemennych bykt 7 vybranych plemen masného skotu
(konkrétné Angus, Charolais, Gelbvieh, Hereford, Limousin, Red Angus a Simental).
U populace ASA byla frekvence alely A stanovena na hodnotu 0,37, coz je velmi
blizko vyse zjisténym hodnotam. Pievazujici alelou tedy v populaci ASA stejné jako
v mnou studované populaci byla alela G. U populace Cycle VII byla pfevaha alely G
jesté vyraznéjsi. Zde méla mensinova alela A zastoupeni pouze ve 28 %. Lze tedy
tfici, ze vysledky frekvenci alel v mnou studované populaci se vyrazné shoduji

s vysledky u populace ASA a poné€kud lisi od vysledkt populace Cycle VIIL.
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Tento fakt mize mit ptivod v plemenném zastoupeni u jednotlivych populaci.
Nami studovana populace a populace ASA zahrnuje jedince simentalského plemene,
cozZ je plemeno kombinované. Populace Cycle VII je slozena ze zastupct rtznych
plemen, s pfevahou plemen masnych.

Curi et al. (2009) provedl genotypizaci CAPN530 u 6 genetickych skupin
skotu (Nelore, Angus x Nelore, Canchim, Brangus (9/16 B. taurus + 7/16 B. indicus),
Braunvieh (3/4 B. taurus + 1/4 B. indicus, Rubia Gallega x Nelore ). Frekvence alely
A byla vyrazné nizsi nez u alely G, piicemz nebyl prokazan signifikantni rozdil ve
frekvencich alel mezi jednotlivymi genetickymi skupinami. Genotyp AA mél nejnizsi

vyskyt napti¢ vS§emi skupinami. Genotyp GG ptevazoval ve vSech skupinach, pouze

wewr

vvvvvv

u brahmanského skotu B. indicus (Casas et al., 2005), Curi et al. (2009) prokazal
21.9% frekvenci alely A u Nelore B. indicus. Vysledky dosazené analyzou napii¢
plemeny i skupinami plemen (Page et al., 2004; White et al., 2005; Corva et al.,
2007) ukazuji, ze frekvence alely A u CAPN530 dosahuje nizsich hodnot. A to jak u
B. taurus, tak u B. indicus (Curi et al., 2009). Nicméné, Zadna z vySe uvedenych
studii, u nichz byla cilovymi skupinami plemena B. taurus, neprokézala lokus jako
monogenni, s nulovym vyskytem alely A, jak je tomu u plemen B. indicus.

Pokud se zaméfime na vztah mezi genotypem v potencidlnim markeru
CAPN530, prokazala nase studie statisticky vyznamny vztah mezi genotypem
a hodnotou sily stiithu u syrového masa 1. den po porazce. Existuje cela fada studii,
které nami stanovené vysledky potvrzuji. Takovymi studiemi jsou napiiklad prace
Page et al., (2002, 2004) a Corva et al. (2007). Ti rovnéz prokazali evidentni asociaci
mezi polymorfismem a kiehkosti masa. Zajimavé je, ze mezitim co Page et al. (2002,
2004) hlasi piiznivy efekt alely G na kiehkost masa, Corva et al. (2007) prokazal
nizsi, a tedy zadangjsi vysledky stiihové sily v zavislosti na genotypu AG ve srovnani
sGG. To je vsouladu i snasim vyzkumem, jez prokazal hodnoty stiizné sily
u syrového masa 1. den po porazce u genotypu AG V pruméru o 5,06 % nizsi nez
u genotypu GG. Tento fakt je o to pozoruhodnéjsi, Zze prace Page et al.(2002)
vyuzivala jako studovaného panelu plemennych bykt amerického simentalského
plemene, tedy plemene vyrazné ptibuzného s nami studovanym ceskym strakatym
skotem. Corva et al. (2007) oproti tomu pracoval vyhradn¢ s masnymi plemeny.
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Ptesto jsou vysledky studie na masnych plemenech podobnéjsi nasim vysledkim,
nez studie provadéné na plemeni stejného uzitkového typu.

White et al. (2005) doSel k zavérim, ze soucasné studie neprokazaly
vyraznou asociaci mezi genotypem CAPN530 a kiehkosti masa. V souCasnosti se
vyuziva 1 jinych markert, jako naptiklad SNP CAPN4751, ktery ukazal velky
potencial jako ukazatel kiehkosti masa skotu B. taurus, B. indicus a B. indicus x B.
taurus (White et al., 2005; Van Eenennaam et al., 2007).

Allais et al. (2011) provadél obdobnou studii, ovSem s vyuzitim vice markert
(tfi pro CAST a ctyt pro CAPNI). Asocia¢ni analyza zahrnovala populaci tii masnych
plemen: Charolaise, Limousin a Blond d’Aquitaine. Vysledky genotypizace
odpovidaly ostatnim studiim, kdy genotyp AA dosahoval nejmensi frekvence vyskytu
napfi¢ vSemi tiemi plemeny. Nejvétsi zastoupeni pak vykazoval u plemen Limousin
a Blond d"Aquitaine genotyp AG, pouze u plemene Charolaise mél nejvétsi frekvenci
vyskytu genotyp GG. Frekvence vyskytu pocetnéjsi alely G dosahovala hodnot 76%
u Charolaise a 64% u Limousin a Blond d’Aquitaine. U byku Charolaise byla
potvrzena signifikantni asociace mezi markerem CAPN530 a naméfenymi hodnotami
stfizné sily.

Pokud by se uvaZzovalo o dal§im vyzkumu v této oblasti, navrhovala bych
nasledujici inovace. Pfedev§im odbéry novych vzork krve k rozsiteni testované
populace a tim i souboru dat pro statistickou analyzu. Diky tomu by data byla snaze
statisticky hodnotitelna s vét§i vypovidajici hodnotou. Dale by stdlo za to zvazit
hlubsi analyzu a analyzu interakci mezi jednotlivymi SNP pouzitim vice markert.
Vzhledem k tomu, Ze sledovana vlastnost je silné¢ polygenni a jednotlivé QTL spolu
vyrazné interaguji, dd se uvazovat i 0 hlubsi analyze interakci mezi jednotlivymi
geny ovliviiujicimi findlni kiehkost masa. A to jak v rdmci systému calpaint a jejich
inhibitoru calpastatinu, tak i dalSich proteolytickych systéma (proteasomy
a kaspasy), jez se dle poslednich vyzkumi také podili na tenderizaci masa (Nowak,
2011). Studie by pak mohla poskytnout unikéatni data v ramci plemene CESTR, navic
vztazena k podminkam CR, kde ma tento skot velmi vyrazné zastoupeni.

Casas et. al. (2005) do svého vyzkumu zahrnul 3 rtzné populace byku,
pficemz prvni skupina zahrnovala skot skupiny B. taurus (kfizenci plemen Hereford,
Angus, Red Angus, Limousin, Charolais, Gelbvieh a Simmental), druha kiizence

skupin
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7. Zavér

V soucasn¢ dobé nastava v chovatelské a Slechtitelské praxi odklon od
tradicniho Slechténi zaméfeného vyhradné na kvantitativni ukazatele. Trend
novodobé¢ho Slechténi se postupné zaméfuje i1 na ukazatele kvality. Jednim
z takovych ukazatelll jsou u chovu skotu v masné produkci technologické vlastnosti
masa, zejména vlastnosti zaméfené na konecného spotiebitele. Takovou vlastnost
prezentuje i kichkost masa, udavajici konzumentsky vyhledavanou snazsi manipulaci
se syrovym masem a soucasn¢ vyS$i chutnost. Jelikoz se jednd o vlastnost
komplexni, v podstat¢ nepopsatelnou fyzikalnimi parametry, nahrazuje se
Vv asociacénich studiich pouhou méfitelnosti tzv. sily sttihu.

Cilem této prace bylo stanovit vliv genotypu, ve vybraném potencidlnim
markeru, na silu ve stfihu u syrového a grilovaného masa a tim prokazat asociaci
mezi genetickym zalozenim v daném lokusu a vyslednou kiehkosti masa.

Pro tuto studii bylo vyuzito jedinci kombinovaného plemene ceského
strakatého skotu, chovanych na maso. U téchto jedincti byly provedeny molekularné
genetické analyzy lokusu CAPN1, konkrétné markeru CAPN530. Dale byly ziskany
vysledky WBSF testu, pti kterém byly pro jednotlivé jedince stanoveny hodnoty sily
stiihu na vzorcich m. longissimus dorsi. Nasledné byly statisticky vyhodnoceny
vysledky analyz a ovéfen potencidlni vztah mezi genotypy ve zmifiovaném markeru
a empirickymi daty pro silu stfithu. NaSe zavéry ukazuji, Ze v urcité dob& zrani masa
(konkrétné¢ 1. den po porazce) lze pozorovat statisticky vyznamny vztah mezi
uvedenymi veli¢inami.

Vzhledem k rozsahu dané problemaiky je nezbytné nutné ovéfit dany vztah
rovnéz s ostatnimi markery, které se v lokusu pro calpain nachazeji. Zde je nutné se
zam¢fit zejména na markery, které jsou ve vazbé s nami studovanym lokusem.
Nespornou dalSi soucast pifipadné navazujici studie predstavuje 1 studium
epistatickych vztah mezi nami studovanym markerem CAPN1 a lokusy, které maji

regulacni vztah k ndmi studovanému markeru.
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8. Seznam pouzitych zkratek

AK - aminokyselina

ASH - allele specific hybridization
AS-PCR - allele-specific PCR

bp — base pair

CAPN - calcium activated neutral protease
CAST - calpastatin

cDNA - complementary DNA

DMSO - dimethyl sulfoxide

DNA - deoxyribonucleic Acid

dNTP - deoxyribonucleotide triphosphate
EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid
GH - growth hormone

JUT - jate¢né upravené télo

LEP - leptin

LL - longissimus lumborum

LT - longissimus thoraciss

MAS - marker-assisted selection

MPC - multicatalytic proteinase complex
STR - short tandem repeats

MSTN - myostatin

NGS — next generation sequencing,

PAGE - polyacrylamide gel electrophoresis
PCR - polymerase chain reaction

PK - proteinase K

QTL - quantitative trait loci

RFLP - restriction fragment length polymorphism
RNA - ribonucleic acid

SNP - single nucleotide polymorphism
SSCP - single-strand conformation polymorphism
sSDNA - single-stranded DNA

SSR - simple sequence repeats

VNTR - variable number tandem repeats
WBSF - Warner-Bratzler shear force
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10. P¥ilohy

Ptiloha 1. Genetickd mapa CAPNI

A. Map of CAPN1 on bovine chromosome 29 (27 kb)
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Ptiloha 2. Thermocycler T-3000 (Whatman Biometra, Géttingen, Germany)

L

Block 3

LR

biometra

Zdroj: http://www.b4i.cz/jihoceska-univerzita-v-ceskych-
budejovicich/zemedelska-fakulta/katedra-genetiky-slechteni-a-vyzivy-
zvirat/laborator-molekularni-genetiky-hospodarskych-zvirat/t3000-thermocycler-
biometra [online: 23. 4. 2012].
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Ptiloha 3. M¢éteni kiehkosti masa (WBSF)

Zdroj: http://www.b4i.cz/jihoceska-univerzita-v-ceskych-
budejovicich/zemedelska-fakulta/katedra-specialni-zootechniky/laborator-kvality-
masa/stanoveni-textury-masa [online: 22. 4. 2012].

57



