Zemédélska Jihoceska univerzita

"‘ fakulta v Ceskych Budéjovicich

Facuity University of South Bohemia
.. of Agriculture  in Ceské Budéjovice

PROTOKOL O OBHAJOBE DISERTACNI PRACE DSP

jméno studenta: Ing. Lucie LISKOVCOVA

Narozen(a): 6. 2. 1988 v Ceskych Budéjovicich
Studijni program: Biotechnologie

Studijni obor: Zemédélské biotechnologie

Forma studia: Kombinovana

Skolici pracoviité: KZVE ZF JU v C. Budéjovicich

Datum a misto konani zkousky: 18. 5. 2017, ZF JU v Ceskych Budéjovicich
Zkusebni termin ¢&.: 1.

Néazev disertacni prace:
Asocia¢ni analyza gent ovlivitujicich kvalitu masa skotu

Vysledek obhajoby:

Prospé! (a) Neprospél (a)

M " /(./
Zkulebni komise: - = Podpis:
Pfedseda: doc. Ing. Mgr. Ivan Maijzlik, CSc.; CZU v Praze %,/,7" 7
Clenové: prof. Ing. Vaclav Rehout, CSc.; ZF JU v Ceskych Budé&jovicich Z /N
doc. Ing. Karel Kodvanec, CSc.; ZF JU v C. Budéjovicich = -
v .9 "
doc. Ing. Karel Mach, CSc.; CZU v Praze (oponent) i’ 45 : & 5 >
A
doc. Ing. Jarmila Vofiskova, Ph.D.; ZF JU v . Budéjovicich f , /
(oponent) /WL
prof. Ing. Tomas Urban, Ph.D.; CZU v Praze (oponent) { s
doc. Ing. Miroslav Marsalek, CSc.; ZF JU v €. Budé&jovicich //Zdé/%
/ v
Skolitel: prof. Ing. Jindfich Citek, CSc.; ZF JU v C. Budé&jovicich 7 %

Zemédélska fakulta Vyfiizuje: +420 389 032 541
Studijni oddéleni .
Studentska 1668, 370 05 Ceské Budéjovice Ing. Petra Juraskova www.zf.jcu.cz

Ceska republika jurasek@zf jeu.cz WWW.jCU.CZ



Zemédélska JihoCeska univerzita

‘.‘ fakulta v Ceskych Budéjovicich

Faculty University of South Bohemia
‘. of Agriculture  in Ceské Budéjovice

OBHAJOBA DISERTACNI PRACE DSP
PROTOKOL O HLASOVANI

Jméno studenta: Ing. Lucie LISKOVCOVA
Narozen(a): 6. 2. 1988 v Ceskych Budéjovicich
Studijni program: Biotechnologie

Studijni obor: Zemédélské biotechnologie
Forma studia: Kombinovana

Vysledek hlasovani:
Pocet clent komise: 3;-/ pocet pritomnych ¢lent komise: é
pocet platnych hlas(: & kladnych: A
zapornych: #
pocet neplatnych hlasu: "ﬂ/

Zku3ebni komise: Podpis:

Pfedseda: doc. Ing. Mgr. Ivan Maijzlik, CSc.; CZU v Praze

Clenové: prof. Ing. Vaclav Rehout, CSc.; ZF JU v Ceskych Budéjovicich

)
B
)

doc. Ing. Karel Ko3vanec, CSc.; ZF JU v C. Budéjovicich

-
doc. Ing. Karel Mach, CSc.; CZU v Praze (oponent) /,Z(/CQC( (_,7/

doc. Ing. Jarmila Vofiskova, Ph.D.; ZF JU v C. Budéjovicich
oponent)

prof. Ing. Tomas Urban, Ph.D.; CZU v Praze (oponent)

™

- = - — — —
doc. Ing. Miroslav Marsalek, CSc.; ZF JU v €. Budéjovicich MW g%/
Zemédélska fakulta Vyfizuje: +420 389 032 541
Studijni oddéleni .
Studentska 1668, 370 05 Ceské Budéjovice Ing. Petra Juraskova www.zfjcu.cz

Ceska republika jurasek@zf.jcu.cz WWW._jCU.CZ



Errata

Oprava chyb disertacni prace
Asociacéni analyza genu ovliviujicich kvalitu masa skotu

1.) Str. 17 — typografické pochybeni tykajici se %:

Jalovice dosahuji o 10 — 30 % niZ3i intenzity ristu nez byci.; Za nizce dédivé znaky se oznaduje
vétSina fitness znakd pohybujici se v rozmezi 2 — 15 %.; Za znak s dobrou dédivosti je povazovana
mlé¢na uzitkovost pohybujici se na trovni 30 % a vice, masna uzitkovost 20 — 40 %.

2.) Str. 52 — typografické pochybeni tykajici se %:
Byla provedena na 2,5% agardzovém gelu.; K rozdéleni do3lo na 3,5% agar6zovém gelu barveném
ethidium bromidem pfi dobé trvani elektroforézy cca 2 hod.

3.) Str. 59, 61, 62, 63, 64, 67, 70, 72 - Ve viech tabulkach je uvedena hodnota priimémého
nejmensiho Ctverce a stfedni chyba priméru. SAS popisuje linearni modely pomoci LSM a
sttednich chyb priméru (standard error — SE).

4.) Str. 50 - Linearni rovnice: Rovnice pro model, v némz byly zohlednény genotypy CAPN a CAST
s opakovanim a bez opakovani byla nasledujici:

Yijklmnop =u+ CAPN; * CASTj + MSTNy + MYF5] + jatky,, + PP, + chov,+ ejjklmnop
5.) Chybe¢jici citace v seznamu literatury:

Weller J.1., Glick G., Ezra E., Zeron Y., Seroussi E., Ron M. (2010). Paternity validation and
estimation of genotyping error rate for the BovineSNP50 BeadChip. Animal Genetics.

Kugera J. (2006). Vyvoj a souasna situace chovu skotu v Ceské republice, Council Meeting
WSEFF 2007 Czech Republic, Sbornik referat(i, Svaz chovatelti ¢eského strakatého skotu, 2006, s.
63-66.

Schenkel et al. (2006). — jedna se pouze o pieklep

Ing. Lucie Liskovcova

Ceské Budgjovice 13 . 5. 2017



Dotazy doc. Ing. Karel Mach, CSc.

1) Korelaéni koeficienty mezi jednotlivymi ukazateli kvality masa v 1., 14. a 28. dni post
mortem. Dotaz: jedna se o korelace fenotypové (rp), genetické (rg), pfipadné prostred’ové (rg)?

Odpovéd’:

Fenotypové korelace — byly vypoéteny na zakladé vysledkt uzitkovosti (korelace
uzitkovosti).

2) Korela¢ni koeficiety mezi jednotlivymi ukazateli kvality masa v 1., 14. a 28. dni post
mortem. Stejny dotaz (pfipominka), jako u pfedchoziho bodu. Je tieba zdtiraznit, zejména
pokud by se jednalo koeficienty genetické korelace, jejich ptinos pfi selekci na jednotlivé
ukazatele masné uzitkovosti.

Odpoved':

Jedna se o fenotypové korelace.

3)Studium interakce mezi vemi ¢tyfmi analyzovanymi geny (polymorfnimi typy), jatkami,
plemenem a chovem na jedné strané a délkou zrani na strané druhé. Jedna se o pfinosné
vysledky ve sméru propojeni poznatk molekularni genetiky a klasického posuzovani
vybranych vlivii na masnou uZzitkovost — konkrétné na jeden z ukazateld kvality masa.

4)Vliv interakce mezi genotypy v genu CAPN x CAST na jednotlivé ukazatele kvality masa.

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

Odpovéd’;

Vliv interakce je posuzovan na zakladé vysledki v GLM, kdy interakce CAPN a CAST
byla zatazena jako jeden z efektii do modelové rovnice. Na zakladé toho vysla prikaznost
nebo nepriikaznost efektu v modelové rovnici a tedy vliv interakce je bud’ priikazny nebo
neprikazny.

6)V casti ,,Souhrn® (3. fadek) autorka uvadi; cituji: ,, Byl analyzovan vliv nékterych
kandidatnich gend na kvalitu masa.....”“. Nelze tyto analyzované geny, v souladu s
dosaZenymi poznatky, s pfihlédnutim k dal$im poznatkim uvedenych v literarnim ptehledu,
oznacit za QTL?

Odpovéd’:

Domnivam se, Ze lze.

Kandiddatni gen, kandidadtni fyziologicky gen




Je soucasti metabolickych drah, vedoucich k manifestaci studovaného znaku.

Poziéni kandiddtni gen

Nachazi se v dtive identifikované QTL oblasti.

Kriiéria pro jejich vvbér:

1) znalost funkce genu

2) dloha genu ve vyvoji dané vlastnosti

3) znalosti o vlivu genu na fenotyp u jinych druhd (mys, ¢lovék)
4) exprese genu v dané tkani a to i béhem vyvoje (sval, tuk apod.)

5) gen se nachazi v blizkosti QTL pro danou vlastnost (pozi¢ni kandidéatni gen)

Standardy asociacni analyzy

» pouZzivat prah signifikance pro mnohonasobné testovani (viz dale)
+  Upln¢ popsat diverzitu haplotypi a strukturu existujici ve studované populaci
» opakovat analyzu pozitivni asociace v nezavislé populaci

« zahrnout udaje o resekvenovani odlisnych haplotypt za u¢elem identifikace
domnélych ptic¢innych mutaci

Jinak se ¢asto pro vztah mezi genem a uzitkovosti délaji pfedéasné nebo statisticky
nepodlozené zavéry!

7T)Zavér prace (s. 86) je znatné€ obecny. Domnivam se, Ze vliv nékterych genotypt v
analyzovanych lokusech, byl jiz prokazan. Je mozno tuto asociaci, (tento priikazné
prokazatelny vztah?) vyuzit ve Slechténi zaméteného na kvalitativni ukazatele masné
uzitkovosti skotu? Ktery z vysledki disertaéni prace by mél byt rozvijen dalsi vyzkumnou
¢innosti?

Odpovéd’:
Studium MSTN a MYF35.

8) Ktery z poznatki molekularni genetiky — selekce pomoci markeri (MAS), kandidatnich
gent, QTL, pfipadné SNP ma4, podle nazoru autorky, prespektivu ve §lechténi hospodatskych
zvifat, konkrétn€ skotu a jeho masné uzitkovosti? Dojde v budoucnosti k vyraznému poklesu
vyuZivani dosavadnich Slechtitelskych postupti, vychézejicich z aplikace poznatk{ populaéni
genetiky?

Odpovéd’:



Rozvijet a aplikovat GS. U mlé¢né uz. jiz bézné pouzivana, zvl. u holstyna. To zvl. souvisi
se strukturou populace, ktera je pocetné velka, ale geneticky mala, ma nizkou N, (Efektivni

vvvvvv

komplikovana je u masnych plemen, kterych je mnoho a kazdé z nich ma vétsi N nez
holstyn.

Dotazy prof. Ing. Toma$ Urban, Ph.D.

1) Pro¢€ byly vybrany praveé tyto polymorfizmy? Byly popsany pfed vice nez 10 lety a byly
urCité jiz dostateCné analyzovany. Nejsou v téchto genech popsany novéjsi polymorfizmy?

Odpovéd’:

Mnoho autoru hodnotilo pouze geny zvlast. Vliv viech téchto 4 kandidatnich geni s
vlivem na kvalitu masa nebyl v Zadné praci doposud hodnocen. Prace je souéasti
rozsahlej§iho vyzkumu, ktery zahrnoval vice lokust, s ohledem na rozsah DDP byly vybrany
tyto.

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

Odpovéd’:

we, o=

hodnot, vypo€tu smérodatné odchylky. Program statistika pro vypo¢et HW-rovnovahy a.
Program SAS byl k hodnoceni pomoci GLM.

3) V metodice u nékterych modelovych rovnic je zahrnut efekt otce, v popisu je uvedeno
135+. Znamena to, Ze bylo pouzito 135 otci? Pokud ano, mél se efekt otce pouzit jako
nahodny efekt (coz v GLM procedute SASu lze nastavit). Popi. méla byt pouZita ptimo
procedura MLM pro smiSené modely.

Odpovéd’:

Piipominka je spravna.

4) 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 (vyjadiené
pravdépodobné v intervalech) ma?

Odpovéd’:

Je tam jako regrese (tedy neni v kategoriich, ale jako spojitd proménna).



5) V kapitole Vysledky nejsou vysledky ** testu podrobnéji okomentované a u polymorfizma
v genech MSTN a MYF'5 zcela chybi. Co tedy vysledky o HW rovnovaze vypovidaji o
populaci byka?

Odpovéd’:

Pokud je populace v nerovnovaze miZe to ukazovat na nepfimou selekci. Déle se zde mohou
uplatnit nahodné vlivy a nebo, Ze rovnovaha nebyla dosud pro kratkou dobu nastolena.

6)Jakou metodou byly poéitany korelace? Neni uvedeno v metodice. Rovnéz v metodice
nejsou uvedeny modelové rovnice pro vypoéty interakci mezi geny CAPN a CAST.

Odpovéd’:
PROC CORR - v SASu (procedura v ramci bali¢ku SAS).
Modelova rovnice je uvedena na str. 50 DDP

Rovnice pro model, v némz byly zohlednény genotypy CAPN a CAST s opakovanim a bez
opakovani byla nasledujici:

D Yitmop= pt + CAPN* CAST;+ MSTN+ MYF5,+ jatkyn+ PPt chovo™ ejumop

7) Jaky zplsob vyuziti studovanych genetickych markert byste pro $lechténi doporu¢ila?
Naznacujete ptimé vyuZiti znalosti genotypt k selekci. Ma tento zptisob MAS v dnesni dobg
genomickych selekci opodstatnéni? Byl by zajem §lechtitelskych firem a svazii chovatela?

Odpovéd’:
Odkazala bych se na otazku od doc. Macha ¢. 8.

Je Zadouci sledovat geny s velkym u¢inkem.

8)Pro¢ tyto plivodni 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 opatieni dékana ZF JU &. 17/2010)?

Odpovéd’:

Daia jsou pfipravovana na publikaci. Dosud jsem publikovala 3 prace s IF.

Dotazy doc. Ing. Jarmila Voriskova, Ph.D.

1) Kapitola Material a metodika... Pro piehlednost by autorka p#i obhajob& mohla uvést, jak
ona sama se podilela na této ¢innosti.

Odpovéd’:

- Pfijem vzorku.



- Izolace DNA.
- Genotypizace.

- Vyhodnoceni.

2) V textu citovani autofi nejsou uvedeni v Seznamu literaturya to Weller et al. (2010),
Kucera (2006), Schenkel et al. (2007)

Doplnéni:

Weller].1., Glick G., Ezra E., Zeron Y., Seroussi E., Ron M. (2010) Paternity validation and
estimationofgenotypingerrorrateforthe BovineSNPS0 BeadChip. Animal Genetics.

Kucera J. (2006). Vyvoj a soucasna situace chovu skotu v Ceské republice, Council Meeting
WSFF 2007 Czech Republic, Sbornik referatli, Svaz chovateli ¢eského strakatého skotu,
2006, s. 63-66.

Schenkel et al. (2006). — jedna se pouze o pieklep

3) V kapitole Material a metodika je uveden rozsah ziskani podkladovych dat za roky 2009 az
2013 (s. 41) a nasledné pak 2007 az 2013 (s. 43)

Odpovéd’:
Jedna se o data z let 2009 - 2013.

4) Autorka by mohla uvést sviij nazor na to, pro¢ se ve svété autofi nevénuji problematice
lokusticalpastatinu, myostatinu a MYF5u populaci skotu ve vztahu k chemickému sloZeni
masa (s. 61)

Odpovéd’:
Pro spott. je hlavni kiehkost, vaznost, zfejmé proto se jim vénuje vé&tsi pozornost.

- chemické sloZeni masa je ovlivnéno zejména kvalitou krmné davky

5) Jaky vyznam a vztah k ostatnim ukazatelim hrala teplota, ktera nebyla v praci u Zadnych
vztaht komentovana (s. 64, 67, 70 a 72)

Odpovéd’: '

- pH metr ma teplotni sondu a souc¢asné méfi teplotu a pH najednou, méfici pfistroj to
umi ¢asteCné kompenzovat, aby se méfilo spravné.

- teplotni ukazatel je vyznamny pfi zjist'ovani pH masa, kdy je nezbytnou soucasti
dosazenych vysledkl méfeni, koriguje spravnost vysledkli méteni

- pfi procesu zrani je také dopliyjicim ukazatelem dodrZovani podminek pro zrani masa

- jeho uvedeni ve vyslednych tabulkach je dokladem spravnosti postupu feSeni



6) U fady hodnoceni uvadite, Ze nejsou dostupni autofi, kteti se zabyvali obdobnym tématem.
Pro¢ si myslite, jaky je vas nazor, Ze je mala pozornost ve vyzkumu zaméfena na tuto
problematiku (otdzka finan¢niho zatiZeni, dostupnost, nebo?)

Odpovéd’:
Pracnd, zdlouhav4 a finan¢né€ naro¢na analyza. Nutnost opakované analyzy kand. lokust.

- u sledovanych kandidatnich lokusd nebyl prokazian vyznamny vztah ke
sledovanym ukazatelim
- malé mozZnost genetického ovlivnéni sledovanych ukazateld

Nyni jsou mozZnosti GS, NGS, ...

7) Které dalsi markry je podle Vas mozné vyuzit pii §lechténi skotu na masnou uzitkovost?
Odpovéd’:
LEP, GH, GHR, PIT1, FASN, DGATI, ....

Customer Cipy umoziiuji zafadit SNP v kandidatnich lolusech, to by umoznilo tyto majorgeny
analyzovat v ramci programi genomové selekce.

8) Na zéklad¢ ziskanych obsahlych poznatki za dobu studia by autorka mohla naznacit jakym
procentem (v jednotkach, desitkach) by se genotypizace mohla promitnout na zlep3eni
vysledkl masné uzitkovosti (kvality masa) u populace ¢eského strakatého skotu.

Odpovéd’:

Prvni otazkou je heritabilita dané vlastnosti, ty se lisi. Z ni 1ze pomoci asocia¢ni analyzy
vysvétlit ¢ast. GS slibuje komplexnéjsi ptistup. Problém vyzaduje soustfedénou pozornost.

Z genetické proménlivosti by se mohlo jednat fadové o desitky procent.
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Obhajoba disertaéni prace Ing. Lucie Liskovcové 18.5.2017

Diskuze:

1.) prof. Ing. Vaclav Rehout, CSc. - geneticka rovnovéha na co to ukazuje?

Odpovéd’: Pokud je populace v genetické nerovnovaze miZe to ukazovat na nepfimou
selekci. Déle se zde mohou uplatit ndhodné vlivy nebo, Ze rovnovaha doposud nebyla
nastavena.

2.) doc. Ing. Miroslav Marsalek, CSc. - kdy se zjistovala teplota a pH masa? Jakym
zpusobem se maso skladovalo?

Odpovéd’: - pH metr mé teplotni sondu a soucasné méfi teplotu a pH najednou, méfici

pristroj to umi ¢astecné kompenzovat, aby se méfilo spravné.

- teplotni ukazatel je vyznamny p#i zji§tovani pH masa, kdy je nezbytnou souéésti

dosazenych vysledkd méfeni, koriguje spravnost vysledk méfeni

- pfi procesu zrani je také dopliujicim ukazatelem dodrZzovani podminek pro zrani masa

- jeho uvedeni ve vyslednych tabulkach je dokladem spravnosti postupu feseni

- maso bylo skladovano pfi 2 - 4 °C pfi 80 % vlhkosti vakuové zabalené v chladnicce
3.) doc. Ing. Miroslav MarSalek, CSc. -lze zjistit genotyp ze Zivych zvitat?

Odpovéd’: - Ano, lze. Z krve, kdyzZ pfijde veterinaf.

4.) doc. Ing. Miroslav Mar§alek, CSc. — Jak je finanéné naroéné udélat analyzu u genti?
Odpovéd’: cena jednoho vyizolovaného vzorku - DNA se pohybuje kolem 100,-, déle
je zapotiebi chemikalii na PCR, RFLP, piistroje, ...

5.) doc. Ing. Miroslav MarSalek, CSc. — Uvadite jatka jako jeden z faktorli, jakym

zpusobem mobhli 3 jatka ovlivnit vysledky?
Odpovéd’: zachdzeni se zvifaty na jatkach je dilezity faktor, z pohledu, Ze zvite je
vystavovano stresu. Zachézeni se zvitaty je dilezité, protoZe stres pted poraZkou se
podepisuje na kvalité masa. Zplsob naskladnéni povazuji za dilezity, jako objektivni
ukazatel.

6.) doc. Ing. Miroslav Marsalek, CSc. - Jakym zpisobem to uplatit v chovu? V &em to
bude mit negativni dopad? Jaky hol3tyn na rozdil od Geskéhostrakatého skotu?
Odpovéd’: U mlééné uZitkovosti je jiz béZné pouZivana GS, zvl. u holstyna. To zvlasté
souvisi se strukturou populace, ktera je pogetng velka, ale geneticky mal4, mé nizkou
Zejména komplikovana je u masnych plemen, kterych je mnoho a kazdé z nich ma vétsi

Ne nez holstyn.

PRSP IO S Y
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7.) doc. Ing. Karel Mach, CSc. — Jak je $lechtén holstyn?
Odpovéd’: U holStyna uz doslo ke kiiZeni jedinc mezi sebou a byl dosazen pozadovany
chovny cil.

8.) doc. Ing. Majzlik, CSc. — 28. den zrani je skute&né nejlepsi?
Odpovéd’: Ano. S piibyvajici délkou zrani hovézi maso kiehne.

9.) doc. Ing. Majzlik, CSc — 3 zplisoby izolace DNA — jak kvalitni DNA je z které metody?
Odpovéd: nejkvalitn€jsi a nej¢ist&jsi byla z automatického izolatoru nukleovych

kyselin od KRD. Nejméné &ista byla z klasické chloroformové izolace.

10j doc. Ing. Jarmila Vofiskova, Ph.D. - myostatin, jaky ma tento gen negativni dopad?

Jsou né&jaké problémy se dvojim osvalenim?
Odpovéd’: Problém jsou spojené s porody. Zvifata jesté nenarozend maji dvoji osvaleni
a jsou proto velkd, neni mozné je rodit normalng, ale jsou rozeny cisafskymi fezy.

Cisatsky fez je finan€né naro¢ny a krava ho nemtiZe podstupovat stale.

V Ceskych Budé&jovicich 18.5.2017 zapsala: Pavla Pinerova
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