Oponentsky posudek

Na disertacni praci Ing. Lucie Liskovcové zpracovanou na téma: , Asociaéni analyzy genu
ovliviiujicich kvalitu masa skotu”

Skolitel: prof. Ing. Jindfich Citek, CSc.
Doktorsky studijni program: Biotechnologie

Doktorsky studijni obor: Zemédélské biotechnologie

Oponent: prof. Ing. Tomas Urban, Ph.D.

PfedloZena disertacni prace se zabyva hodnocenim kvality masa skotu a jeji asociace a
variabilitou markera ve vybranych kandidatnich genech. Disertacni prace vznikla na
pracovisti Katedry zootechnickych véd ZF JU v Ceskych Budéjovicich. Prace ma rozsah 104
stran bez pfiloh.

PfedloZena disertalni prace ma obvyklé ¢lenéni. Po Uvodu a cili, nasleduje prehled literatury,
ktery je clenén do péti podkapitol, kde jsou popsany jednotlivé hodnocené viastnosti kvality
masa a analyzované polymorfizmy gena kalpain, kalpastatin, myostatin a Myf5. Disertacni
prace vychazi ze 115 literarnich zdroju, pfedevsim zahranicnich zdrojd.

Cile disertacni prace jsou formulovany jasné, pouze v cili 1 je obsaZzeny viastné dva cile, které
mély byt samostatné: 1. genotypizovat a stanovit frekvence... a 2. posoudit vliv na chemické
sloZeni... Formulace ,stanoveni vlivu“ a ,,stanoveni asociace” ma stejny vyznam (i kdyz
asociace je pfesnéjsi pojem nez ,vliv“) a je zbyte¢né zvySovat ,inflaci” slov.

Materidl a metodika popisuje populaci testovanych bykd, podminek jejich

vykrmu, zpracovani jejich JUT a fyzikdlné chemické analyzy kvality masa. Podrobné byly
popsany molekularné genetické metody pro izolaci DNA, genotypovani markerd vcetné
primerd pro PCR reakci, sloZzeni reakéni smési a predpokladané vysledky Stépeni restrikénimi
enzymy. Ve statistické analyze jsou popsany zejména modelové rovnice pro asociacni
analyzy. Nejsou viak popsany viechny metody pouiitych statistickych analyz (napf. korelaéni
analyzy, x? test — stupné volnosti, zvolené a hladiny vyznamnosti).

Kapitola Vysledky a diskuze je uvedena na 30 stranach a je tvofena 4 podkapitolami podle
dil¢ich cilt s vyhodnocenymi a diskutovanymi vysledky. V tabulkach asociaci €. 13-16 jsou
uvadény hodnoty P a R2 celého modelu. V dalsich tabulkach €. 17 a dalsich jiZ tyto udaje
nejsou. Stacilo tyto hodnoty popsat v textu, ale opét u viech asociacnich analyz.

Hodnoceni formalni stranky prace: Text ma kvalitni zpracovani z pohledu typografického,
pfesto se objevily urcité prohifesky vici hladké sazbé (zbyte¢né roztahlé tabulky, ¢imz vznikly
velké mezery v textu) a nalezl jsem fadu typografickych pochybeni (zejména tykajici se
procent: je rozdil mezi 30% a 30 %, napf. na str. 17; nebo naopak na str. 52: ..2,5%
agar6zovém gelu... misto ...2,5% agar6zovém gelu...) = ty by mély byt opraveny v opravném
listu.



Anglické ndzvy genl Calpain a Caplastatin by se v ¢esky psaném textu mély psat esky, tj.
kalpain a kalpastatin, nebot tyto ekvivalenty existuji.

Dotazy oponenta k predloZené disertacni praci a naméty do diskuse:

Proc€ byly vybrany pravé tyto polymorfizmy? Byly popsany jiz pred vice nez 10 lety a byly
urdité jiz dostatecné analyzovany. Nejsou v téchto genech popsany novéjsi polymorfizmy?

Jaky byl divod pouZivat programy jako MS Excel, Statistica a SAS pro statistické hodnoceni,
kdyz by stacil pouze jeden (napf. SAS)? Navic MS Excel neni statisticky program a nepouziva
se ve védeckych pracich pro jakékoliv hodnoceni.

V metodice u nékterych modelovych rovnic je zahrnut efekt otce, v popisu je uvedeno 135+.
Znamena to, Ze bylo pouZito 135 otcu? Pokud ano, mél se efekt otce pouzit jako nahodny
efekt (coZ v GLM procedure SASu Ize nastavit). Popi. méla byt pouZita pfimo procedura MLM
pro smiSené modely.

RovnéZ v nékterych modelech je uveden efekt hmotnosti JOT. Z popisu rovnice opét neni
jasné, zda se jedna o proménnou nebo pevny faktor. Pokud se jedna o proménnou, je
zahrnuta do modelové rovnice jako regrese? Pokud jako pevny faktor, kolik Grovni
(vyjddiené pravdépodobné v intervalech) ma?

V kapitole Vysledky nejsou vysledky x* testu podrobnéji okomentované a u polymorfizm0
v genech MSTN a Myf5 zcela chybi. Co tedy vysledky o HW rovnovaze vypovidaji o populaci
byka?

V tabulkach asocia¢nich analyz jsou uvadény stfedni hodnoty ve formé primérnych
nejmensich ¢tverct (LSM) a smérodatnych odchylek. SAS viak vysledky linedrnich modeld
popisuje pomoci LSM a stfednich chybdch priméru (standard error — SE). Mélo by toto byt
zduraznéno v opravném listé.

Jakou metodou byly pocitany korelace? Neni uvedeno v metodice. RovnéZ v metodice nejsou
uvedeny modelové rovnice pro vypocty interakci mezi geny CAPN a CAST.

Jaky zpasob vyuZiti studovanych genetickych marker( byste pro slechténi doporuéila?
Naznacujete pfimé vyuZiti znalosti genotypu k selekci. Ma tento zplisob MAS v dneéni dobé
genomickych selekci opodstatnéni? Byl by zajem Slechtitelskych firem a svazi chovateld?

Proc¢ tyto pavodni vysledky nebyly publikovany v ¢asopisu (s impakt faktorem)? Publikaci
popisujici vysledky uvadéné v této disertacni praci jsem nenasel v seznamu publikovanych
praci (coZ je podminkou VS zakona a opatfeni dékana ZF JU ¢. 17/2010)?



2avéreéné hodnoceni

Pfi celkovém posuzovani doktorské disertaéni prace Ing. Lucie Liskovcové konstatuiji, Ze cile
disertadni prace byly spinény. | pfes vy$e uvedené nedostatky a pfipominky ma disertalni
prace vysokou Uroven a vysledky jsou zajimavé. Autorka prokazala schopnost samostatné
védecke prace, definovat cile, vybrat vhodné metody a vyhodnotit vysledky a srovnavat je
s literarnimi zdroji.

Doporucuji disertaci k obhajobé pfed oborovou komisi a po jejim ispé$ném obhdjeni
doporucuji jmenované udélit akademicky titul ,doktor”, ve zkratce Ph.D.

BTN
V Brné dne 4. 5. 2017 prof_ng. Tom}§ Urban, Ph.D.

Ustav morfologie, fyziologie a genetiky zvitat
Agronomicka fakulta
Mendelova univerzita v Brné



Oponentsky posudek na disertaéni praci s ndzvem:
Asociacni analyza geni ovliviiujicich kvalitu masa skotu
Autorka prace: Ing. Lucie Liskovcova

Skolitel: prof. Ing. JindFich Citek, CSc., Zemédélska fakulta JU v Ceskych Budéjovicich

Oponent: doc. Ing. Karel Mach, CSc.

Disertacni prace svySe uvedenym nazvem je bezesporu hodnotnym védeckym
pojednanim, jez svym pristupem k zadanému tématu a vysledky reseni splriuje viechny
pozadavky na tyto prace kladené. Na vysoké védecké urovni disertacni prace se m. j.
v kladném slova smyslu podepsaly studijni pobyty autorky na vybranych pracovistich v CR i
zahraniéi a absolvovani kurzl, zamérenych na studium biologie nukleovych kyselin a metody
molekularni biologie, v€etné uplatnéni PCR.

Z pomérné rozsahlého literarniho prehledu (26 s.) je zfejmé, Ze autorka prostudovala
velky pocet literarnich pramen(, zamérenych na genom skotu, soucasné (kandidatni geny,
QTL) i klasické poznatky (senzorické vlastnosti a chemické slozeni hovéziho masa), tykajici se
masné uzZitkovosti skotu. Dlraz je pochopitelné kladen na dosavadni zjiSténi pusobeni téch
kandidatnich gen( na kvalitu hovéziho masa, jejichz vliv byl pfedmétem feseni predloZené
disertacni prace.

Hypotéza disertacni prace jasné formuluje predpokladané ovlivnéni kvalitativnich
ukazateld masa (vaznost vody, krfehkost, pH a barvu) genetickym zaloZenim jedince.
Konkrétné se jedna o polymorfismus vybranych gent u bykl ceského strakatého skotu,
majici spojitost se vztahem k mife osvaleni a post mortem zrani masa. Cilem disertacni prace
bylo genotypizovani polymorfismu (stanoveni genotypovych a genetickych frekvenci)
v genech CAPN, CAST, MSTN a MYF5, véetné analyzy jejich vlivu na vybrané ukazatele
chemického slozeni (susina, tuk, bilkoviny, popeloviny) a kvalitu (kfehkost, vaznost, pH,
barvu) hovéziho masa.

Kap.: Materidl a metodika podrobné uvadi charakteristiku sledovanych zvifat a
postupy feseni, jez vedly k naplnéni cild prace. Dosazené vysledky lze, podle mého nazoru
rozdélit do 9 relativné samostatnych casti — sjednocenych zakladnim cilem prace, tim je
analyza vybranych gena na sloZeni a kvalitu hovéziho masa:

1) Zakladni charakteristiky kvality masa ve sledovaném souboru byku (kfehkost
syrového a grilovaného masa, vaznost, pH, barva a teplota). Toto sledovani mohlo byt
uvedeno v kap.: Vysledky a diskuze.



2) Genotypové a alelové frekvence viech &tyfech analyzovanych gen; vidy porovnana
skutecnost s hodnotami Hardy — Weinbergrovy rovnovahy na étyfech hladinach
vyznamnosti.

3) Chemické sloZieni masa u jednotlivych genotypl vsech étyf analyzovanych geni (u
kazdého z nich se jedna o dvé alely s kodominantni dédi¢nosti).

4) Asociacni analyza polymorfismu sledovanych genl a kvality masa (kfehkost, vaznost,
pH, barva — ¢ervené spektrum, Zluté spektrum a svétlost); vidy 1, 14 a 28 den post
mortem — zvlast prinosné vysledky z hlediska zpracovatele i spotfebitele.

5) Korela¢ni koeficienty mezi stejnymi ukazateli kvality masa v1, 14 a 28 dni post
mortem. Dotaz: jedna se o korelace fenotypové (rp), genetické (rg), pfipadné
prostiedové (re)?

6) Korelacni koeficienty mezi jednotlivymi ukazateli kvality masa v 1, 14 a 28 dni post
mortem. Stejny dotaz (pfipominka), jako u predchoziho bodu. Je treba zduraznit,
zejména pokud by se jednalo koeficienty genetické korelace, jejich pfinos pri selekci
na jednotlivé ukazatele masné uzitkovosti.

7) Studium interakce mezi vSemi Ctyfmi analyzovanymi geny (polymorfnimi typy),
jatkami, plemenem a chovem na jedné strané a délkou zrani na strané druhé. Jedna
se o prinosné vysledky ve sméru propojeni poznatkl molekularni genetiky a
klasického posuzovani vybranych vlivii na masnou uZitkovost — konkrétné na jeden z
ukazateld kvality masa.

8) Vliv interakce mezi genotypy v genu CAPN X CAST na jednotlivé ukazatele kvality
masa.

9) Vliv interakce mezi genotypy CAST, CAPN a délkou zrani na jednotlivé ukazatele
kvality masa. Dotaz: vliv interakce (tento a dva predchozi body) je posuzovan na
zakladé vypoctu koeficientu korelace?

Viechny vyjmenované cile prace byly spinény. Prace prohloubila dosavadni poznatky o
pusobeni konkrétnich kandidatnich gent na kvantitativni vlastnosti hovéziho masa.
V této souvislosti je tfeba mit na zfeteli, Ze ukazatele kvality masa (kfehkost, pH, vaznost
vody i barva) jsou zgenetického hlediska, podobné jako sloZeni masa, typickymi
kvantitativnimi vlastnostmi.

Vkap. 6: Vysledky a diskuze a kap. 7: Zavér jsou jasné formulovany dosaiené
vysledky. Autorka ziskala znacny pocet udaji, jez dokdzala vhodnym zpusobem, za
pouiiti sofistikovanych statistickych metod, zpracovat a nasledné interpretovat; napr. se
jedna o vyznamnou asociaci jednotlivych alel genu CAPN a CAST s obsahem susiny a
popelovin v mase. Podobné je tomu u viech ¢tyfech analyzovanych genu - jejich viiv na
barvu masa. Za zvlast cenné lze povaZovat vysledky interakci — podrobnéji vyse uvedeno
pod body 7,8a9.



Pripominky a dotazy

1) Prosim o stru¢né vyjadreni k vySe uvedenym dotazim pod body 5. - 9.

2) Vcasti ,Souhrn” (3. fadek) autorka uvadi; cituji: ,Byl analyzovan vliv nékterych
kandidatnich gent na kvalitu masa......“. Nelze tyto analyzované geny, v souladu
s dosazenymi poznatky, s pfihlédnutim k dalSim poznatkim uvedenych v literarnim
prehledu, oznacit za QTL?

3) Vdisertaéni praci bylo hodnoceno chemické sloieni a ukazatele kvality masa ve
vztahu ke genotypu na lokusech CAPN, CAST, MSTN a MYFS a ne na lokusech calpain,
calpastain, myostatin; (s. 83 v kap.: Zavér).

4) Zavér prace (s. 86) je znacné obecny. Domnivam se, Ze vliv nékterych genotypl
v analyzovanych lokusech, byl jiZ prokazan. Je moZno tuto asociaci, (tento prikazné
prokazany vztah?) vyuiit ve Slechténi zaméreného na kvalitativni ukazatele masné
uZitkovosti skotu? Ktery zvysledk( disertaéni prace by mél byt rozvijen dalsi
vyzkumnou cCinnosti?

5) Ktery zpoznatkl molekularni genetiky — selekce pomoci markert (MAS),
kandidatnich gent, QTL, pfipadné SNP ma, podle nazoru autorky, perspektivu ve
Slechténi hospodarskych zvifat, konkrétné skotu a jeho masné uzitkovosti? Dojde
v budoucnosti k vyraznému poklesu vyuzivani dosavadnich Slechtitelskych postupi,
vychazejicich z aplikace poznatk( populaéni genetiky?

Zaver

Disertacni prace pani Ing. Lucie Liskovcové, svySe uvedenym nazvem, odpovida
poiadavkim, kladenym na pojednani tohoto typu. Autorka prokazala mimofadnou
schopnost samostatné védecké prace.

Praci doporuéuji k obhajobé a po jejim tuspésném priibéhu doporuéuiji, aby byl pani
Ing. Lucii Liskovcové udélen akademicky titul ,,DOKTOR” (ve zkratce Ph.D.).

/éOC«,ae

Doc. Ing. Karel Mach, CSc.

V Praze 12. dubna 2017
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Oponentsky posudek

diserta¢ni prace Ing. Lucie Liskovcové na téma

»Asociacni analyza geni ovliviiujicich kvalitu masa skotu*

Oponent: doc. Ing. Jarmila Vofiskova, Ph.D.
ZF JU v Ceskych Budgjovicich

;

Se zvy3ujicimi poZzadavky spotfebitell na kvalitu potravin, je a bude otizka $lechténi,
a to nejen u nas, stle aktudlni. Problematika v predkladané praci, ktera je feSena na populaci
Ceského strakatého skotu, jako vyznamného producenta kvalitniho hovéziho masa, bude mit
v procesu 3lechténi sviij vyznam a pfinos, nebot’ objasnéni vztahi genetického zaloZeni
jedince miZe vyraznym zplsobem pfispét ke zlep3eni kvalitativnich ukazateli hovéziho
masa.

Stanovené cile disertani prace v navaznosti na hypotézy prace byly srozumitelng a
presné definované.

Kapitola Prehled literatury je zpracovana odpovédné, obsahuje 115 citaci pevazné
zahrani¢nich autorii (82) a zahrnuje nejen zikladni piehled o masné uZitkovosti &eského
strakatého skotu, ale také shrnuje doposud znamé informace o genech calpain (CAPN) a
calpastatin (CAST) a jejich vztazich k ukazatelim kvality masa zejména jeho kiehkosti,
jakozto vyznamného faktoru z hlediska spotfebitele. Dale se autorka pokusila v této &asti
prace shrnout dostupné informace o vztazich kandidatnich geni myostatinu (MSTN) a MYF5
ke kvalitativnim ukazatelim hovéziho masa.

Kapitola Materidl a metodika je zpracovdna podrobné a chronologicky popisuje
podminky vykrmu byki, odbéry vzorki masa, stanoveni jednotlivych kvalitativnich ukazatelt
masa (kiehkost, barva, pH, vaznost), pouZité metody, izolaci DNA a metodiky polymorfismi.
Pro piehlednost by autorka pfi obhajobé mohla uvést, jak ona sama se podilela na této
¢innosti. Autorce se podafilo shromaZdit a zajistit genotypizaci metodou polymerdzové
fetézové reakce a polymorfismu délky restrikénich fragmenti u 381 ks zvifat pro vybrané
lokusy. PouZité statistické metody pro zpracovani ziskanych udaji byly vhodné zvolené
véetné linedrnich modelt pro posouzeni jednotlivych vlivii.

Zjidteni, ke kterym autorka dospéla, jsou popsany v kapitole Vysledky a diskuze.
V této kapitole popisuje dosahnuté vysledky, které podle moZnosti konfrontuje s dostupnymi
autory. Tabulky, které v praci predklada, jsou zpracovany ptehledné a vystiZné.



Pfinosné jsou zavéry porovnani genotypoveé a alelické frekvence jednotlivych geni u
testovaného souboru, Ze kromé& lokusu pro myostatin nebyly ostatni zvolené t¥i lokusy pro
CAPN, CAST a MYFS5 v genetické rovnovaze.

Z dizertatni price vyvozuje autorka sprivné a odborné zavéry s popisem zjiiténé
situace. Za vyznamné povazuji jednak poznatky o potvrzeni vlivu polymorfismii v lokusu
CAPN a CAST na obsah suliny a popela v mase. Déle také poznatky o rozdilech mezi
genotypy vlokusu CAPN ve vztahu ke kfehkosti masa jak u syrového, tak i tepelnd

upraveného masa s ohledem na priib&h zrani.

Po formalni a obsahové strance se autorka nedopustila v praci vyraznych nedostatkd,
coZ svéd¢i o petlivém pfistupu, které vyplyvaji i z jejich dosavadnich publikaci.

K praci mam né€kolik pozndmek a dotazi:

- Vvtextu citovani autofi nejsou uvedeni v Seznamu literatury a to Weller et al. (2010),
Kucera (2006), Schenkel et al. (2007)

- vkapitole Materidl a metodika je uveden rozsah ziskani podkladovych dat za roky
2009 az 2013 (s. 41) a nésledné pak 2007 aZ 2013 (s. 43)

- autorka by mohla uvést sviij nazor na to, pro¢ se ve svété autofi nevénuji problematice
lokusti calpastatinu, myostatinu a MYF5 u populaci skotu ve vztahu k chemickému
sloZeni masa (s. 61)

- jaky vyznam a vztah k ostatnim ukazatelim hrala teplota, kterd nebyla v praci u
Zadnych vztahi komentovana (s. 64, 67, 70 a 72)

- U tady hodnoceni uvadite, Ze nejsou dostupni autofi, ktefi se zabyvali obdobnym
tématem. Pro€ si myslite, jaky je va$ nédzor, Ze je mala pozornost ve vyzkumu
zaméfena na tuto problematiku (otizka finanéniho zatiZeni, dostupnosti, nebo?)

- Které dalsi markry je podle Vas mozné vyuzit pfi $lechténi skotu na masnou
uzitkovost?

- Na zakladé€ ziskanych obsahlych poznatki za dobu studia by autorka mohla naznaéit
jakym procentem (v jednotkach, desitkdch) by se genotypizace mohla promitnout na
zlepSeni vysledki masné uZitkovosti (kvality masa) u populace eského strakatého
skotu.




Uvedené vysledky v disertatni praci poukazuji na nutnost Setrného zachdzeni se
zvifaty pfed porazkou, kdy lze kvalitu masa vyrazné ovlivnit a dale ji pak zlepSovat i
naslednou délkou zrdni. Nejsou viak prokizany jednozna&né vysledky sledovanych
markerd calpainu, calpastatinu, myostatinu a MYF5, protoZe vlivii na kvalitu masa
existuje mnoho a genotyp je pouze jednim z nich. Piesto je spis svym odbornym obsahem
a urovni zpracovani dal$im pfinosem v oblasti mapovani faktord piisobicich na masnou

uzitkovost skotu.

Zpracovani disertatni prace bylo naro&né od sb&ru podkladovych dat, fadu analyz az
po statistické zpracovani. Autorka tak prok4zala schopnost samostatné védecké prace.
Pfipominky pfevdzné formalniho charakteru nesniZuji troveit predkladané prace.
Doporuduji proto, aby po tispéiné obhajobé disertaéni price pred komisi byl Ing. Lucii
Liskovcové udélen akademicky titul ,,doktor* Ph.D.

V Ceskych Budgjovicich, 9.5.2017 doc. Ing. JTla Votiskova, Ph.D.



