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ABSTRAKT

Chov zvierat s nadmernym osvalenim ma doélezity vyznam pri produkeii
potravin v Zivo¢iSnej vyrobe. U cicavcov bola objavena dysfunkcia myostatinového
génu. Straty tejto aktivity u dobytka boli spajané s dvojito osvalenym fenotypom, ktory
sa vyskytoval ueurdpskych plemien hovéddzieho dobytka. Myostatin je negativny
regulator svalového rastu. Mutacie v tomto géne st zodpovedné za fenotyp dvojité¢ho
osvalenia u niektorych plemien hovéddzieho dobytka.

Na identifikaciu genotypov Myf-5 a mutdcie Q204X myostatinu pri vybranych
plemenach dobytka sme pouZili metddu PCR-RFLP. Tieto gény maji dolezitu ulohu
v regulacii svalového vyvoja. Na PCR-RFLP sme pouzili 243 zvierat od siedmich
plemien. Len u dvoch plemien (charolais a slovenské strakaté) bol dostatoény pocet
jedincov pre Statisticki analyzu. PCR metdéda je optimalizovand na identifikaciu
rozdielov medzi normalnymi a mutovanymi alelami.

Pre Myt-5 gén sme identifikovali nasledovné genotypy:
- charolais: 11 =34 %, 12=153 %, 22 =13 %,
- slovenské strakaté plemeno: 11 =14 %, 12 = 41 %, 22 = 45 %

Pre myostatin gén sme identifikovali len 2 genotypy s nasledovnymi frekvenciami:
- charolais: AA=91 and AB=9

Nepodarilo sa nam identifikovat jedinca s genotypom BB.

Gén myostatin sme u plemena slovenské strakaté neskamali.

Klucové slova: Myt-5, myostatin, charolais, PCR-RFLP



ABSTRACT

The production of animals with superior muscle structure is of great importance to
food animal agriculture. Dysfunction of myostatin gene has been reported in mammals.
In bovine the loss of this gene activity have been associated to the double-muscled
phenotype present in some european cattle breeds. Myostatin acts as a negative
regulator of muscle growth. Mutations in the gene are responsible for the double
muscling phenotype in several European cattle breeds.

We used a PCR-RFLP method for genotyping Myf-5 gene and myostatin Q204X
mutation. These genes play an important role in the muscular development
regulation. PCR- RFLP was used to genotype 243 animals of the seven breeds. But
only two breeds (charolais and slovak siemmental breed) had enough individuals for
statistical analysis.

A PCR based test was designed to differentiate between the normal and mutant
alleles. This test is faster and less expensive to perform than sequencing of PCR
products, which was used previously to resolve the two alleles.

We detected following genotype frequencies for Myf-5 gene:

charolais : 11 =34 %, 12 =153 %, 22 =13 %,

slovak siemmental breed: 11 =14 %, 12 = 41 %,22= 45%

For the myostatin gene Q204X mutation we detected only 2 genotypes with following
frequences:

charolais: BB =91 and AB =9.

We do not detect individuals with AA genotype.

Slovak siemmental breed was not detected for myostatin gene.

Key words: Myf-5, myostatin, charolais, PCR-RFLP
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UvVoD

Miso je jednou znajstarSich aaj najdolezitejSich zékladnych potravin l'udi.
Je cenné najméd pre obsah bielkovinovych latok. V Eurdpe miso produkujice zvierata
zohravaju vyznamnu ulohu v T'udskej vyzive a ekonomike. Predtym, ako sa sval stane
misom (pokial’ zviera Zije), kostrovo-svalové tkanivo plni délezita tlohu pri udrziavani
telesného vzrastu a pri pohybe. PoCas Zivota sa tkanivo prisposobuje jeho funkcii
a aktivite, a preto znalosti o svalovom vyvoji dobytka maja vel’ku ddlezitost’.

Detekcia novych genetickych markerov v spojeni s kvantitativnou genetikou

vedie k zlepSeniu kvality Zivo¢isnych produktov.

1 PREHLAD O SUCASNOM STAVE RIESENEJ
PROBLEMATIKY

Vytvaranie svalového vlakna je pod kontrolou génovej rodiny svalovo-
regulacnych faktorov (Muscle Regulatory Factors — MRF) (Te Pas et al., 2001).
U dvojito osvalenych hlodavcov a dobytka mnoZstvo svalovych vlékien je dvojnasobne
vyssie ako u normalneho dobytka sposobené mutaciou génu myostatinu (McPherron et
al., 1997; Kampadur et al., 1997). Produkt tohoto génu, GDF-8, patri k superrodine
transforma¢nych rastovych faktorov B a moéze zdrziavat' diferenciaciu a zniZzovat
proliferaciu myoblastov. U cicavcov je vela génovych rodin kodujucich proteiny,
ktorych ¢lenovia vykazuju vyvojovu alebo tkanivovu Specificku expresiu.

Rodina MyoD génov sa skladd zo Styroch génov: MyoD ( MyoD1, Myf3), myogenin
(Myf4), MyfS, MRF 4 (Myf6, herculin).

1.1 Myf-5

Myf-5 je znamy ako prvy marker pre myogénne prekurzory (Ott et al., 1991).
Gén bol lokalizovany na 5. chromozdéme, presnejSie v oblasti 592.5 (Soumillion et al.,
1997). Mytf- 5 je aktivovany v bunkach produkovanych chrbtovou svalovinou
(Crescenzi et al., 1990; Cepica et al., 1996; Ciestak et al., 2002). Ako uvadzaju Firulli
a Olson (1997), Myf-5 pdsobi od 8. dila veku mysSieho embrya (8 - 11,5 dna), cast’
Myf-5 (5,5kb) s lacZ transgénom, podmienuje reguldciu pri tvorbe mimickej svaloviny

hlavy, ale pdsobi az po expresii génov pre tvorbu svaloviny trupu (tj. 12. den).



Neskor Li et al.,, (2004) na zaklade svojich vysledkov s hovddzim dobytkom
potvrdil siln spojitost’ medzi genotypmi Myf-5 a produkénymi znakmi medzi dvomi
liniami dobytka, ktoré porovnaval. Preto mézeme gén Myf-5 oznacit’ za gén, ktory hra
dolezita ulohu v raste a vyvoji cicavcov. Hmotnost pri narodeni, priemerny denny
prirastok po odstave (PWADG) a priemernd dennd davka (ADGF) u médsového dobytka
su tri znaky spajané so svalovym tkanivom. Li et al. (2004) zistil, ze SPN u Myf-5 ma
vyznamny aditivny vplyv na PWADG. Jedinci s genotypom ,,22 mali vysSie prirastky

ako jedinci s genotypom ,,11°.

1.2 Dvojité osvalenie

Dvojito osvalené zvierata su zname tym, ze maju chudsSie miso ako normalne
zvieratd. Znak dvojitého osvalenia u dobytka je charakterizovany nérastom svalovej
hmoty o priblizne 20%, vychézajuci z podstatne vysSej misovej vytaznosti, vysSej Casti
cennejSich cCasti chudého a mikkého misa, z ktorého je skutocny zisk. Znak je
autozomalne recesivny a lokus bol oznaceny symbolom mh. Autori pouzivali rdzne
oznacenia na rozliSenie medzi dvojito odvalenym genotypom a normalnym genotypom
zvierat ako napriklad: dvojito osvalené alebo normalne, DM alebo N, D a n, DM a dm,
CaN, can, Aaa, mh a + (Bellinge et al., 2004) AA — dvojité osvalenie, AB —
heterozygot, BB — normalne osvalenie (Dvoték et al., 2002).

Tento extra svalovy ndrast je dosledkom muticie prislusSného génu, ktory

produkuje neaktivnu bielkovinu myostatinu (Kambadur, 1997).

1.3 Myostatin
Synonyma: gén myostatinu (myostatin, MSTN, GDF§, MH)

Mpyostatin alebo rastovy diferenciacny faktor 8 (GDF-8) bol identifikovany pri skimani
novych ¢lenov TGF-B rodiny (McPherron et al., 1997). Je ¢lenom skupiny rastovych
faktorov (TGF-B) a hra ulohu vraste a vyvoji svaloviny. Je to latka zasahujlica
do regulécie pri tvorbe myofibril. Ukoncuje diferenciaciu myoblastov do myofibril
a pri jeho nedostatocnosti (obmedzena funkcnost’, ¢i absencia) vyvolava nedostatocny
signal pre ukoncenie tvorby svalovych vldkien a dava tak podnet pre vznik
abnormalneho osvalenia u takto postihnutych organizmov. Smith et al. (1997)

lokalizoval lokus pre myostatin na 2. chromozdéme hovidzieho dobytka.



Skumanim dvojito osvalené¢ho dobytka z 10 europskych plemien, bolo objavenych
7 rdéznych variant sekvencii (alel) v kodujucej oblasti génu myostatinu (Grobet et al.,
1998, Georges et al., 1998).
Pét’ z nich moze zapricinit’ stratu (deléciu) v myostatine: delécia 11bp, inzercia/delécia,
v ktorej 10 nestvisiacich baz je vlozenych na miesto 7 baz, ktoré boli deletované na 418
pozicii, C-T tranzicia na pozicii 610, G-T transverzia na pozicii 676, G-A tranzicia
na pozicii 938. Dve dalSie mutacie nepravdepodobne zapriCiiiuji deficienciu : C-A
tranzverzia na pozicii 282 (vychadzajuc zo zachovania Phe-Leu aminokyselinovej
substitticie) a tich¢ C-T tranzicie na pozicii 414.

Mutantni krizenci len v jednej alele z paru nevykazuji jednoznacny fenotyp
,»dvojitého osvalenia®, ale majii o 7% vys$iu hmotnost’ a o 15% menej tuku v jatocnom

tele, ako u jedincov ,,normélnych* (Smith, Hruska 1999).

2 CIEL PRACE

Doktorandské dizertacna praca bola sucast'ou rieSenia projektov VEGA 1 /2377/05,
VEGA 1/4440/07 a APVT — 20-006-102.

Ciel'om DDP bolo Studium a detekcia genetického polymorfizmu vybranych
génov ovplyvitujucich misovu Gzitkovost’ hovadzieho dobytka. Na detekciu genotypov
sme pouzili molekularno-genetické metody. Pri detekcii génov zodpovedajicich
za misovu uzitkovost’ sme sa zamerali na gény Myf-5 a myostatin (Q204X mutacia
v exone2), ktoré sme sledovali u vybranych plemien hoviddzieho dobytka.

Na zaklade uvedeného sme stanovili nasledovné ciele:

1. Optimalizacia vybranych molekularno-genetickych metéd v laboratoriu Katedry
genetiky a plemenarskej biologie.

2. Detekcia genotypu Myf-5 a myostatin génu v populaciach vybranych plemien
hovédzieho dobytka.

3. Vyhodnotenie frekvencie genotypov aalel Myf-5 amyostatinu vo vybranej
populacii.

4. Zhodnotit vplyv jednotlivych genotypov pre ukazovatele kvality zivo¢iSnych
produktov a vplyv tychto produktov na vyzivu l'udi.

e

Podl'a poziadaviek chovatel'ov zaviest’ analyzu polymorfizmu DNA do praxe.



3 MATERIAL A METODY

3.1 Experimentalne zvierata a odber vzoriek

Do analyzy sme zahrnuli 243 zvierat: 201 zvierat plemena charolais, 29 slovenské
strakaté, 3 kusy pinzgauského plemena, 1 siemental, 2 belgické modré, 1 galoway
a 6 kusov zvierat s 1/3 podielom hereford u plemena charolais.

Biologicky materidl pozostaval z krvi, ktord bola odobrana z podchvostovej zily
veterinarnym lekdrom do sktmavky s antikoagulantom ACD (0,48 9% kyselina
citronova, 1,32 % citrat sodny, 1,47 % glukéza) alebo do roztoku EDTA. Dalsim
biologickym materidlom boli insemina¢né davky (0,25 ml - Plemenarska stanica
Luzianky) a vzorky misa (rostenka od chovatel’a plemena charolais v Cesku, odoberané

pri porazke).

3.2 Izolacia genomovej DNA

a) izolacia genomovej DNA z krvi
Na izolaciu DNA zkrvi (500 pl) sme pouzili ¢iastoéne modifikovani metéodu podla

Millera (1988). Okrem tejto metédy sme izolovali DNA z krvi (200 pl) pomocou kitu
NucleoSpin Blood od Macherey-Nagel podl'a prislusnej metodiky.

b) izolacia z miisa
DNA zmisa (0,2 g) sme izolovali pomocou kitu JETQUICK KIT TISSUE DNA
od Genomedu. Pri izol4cii sme postupovali podla prislusnej metodiky.

c) izolacia gendmovej DNA zo spermii
Genodmova DNA bola izolovand zo spermii Ciasto¢ne modifikovanou metédou podla

Trommelen et al., (1993).

3.3 Polymerazova ret’azova reakcia

Polymerazova retazovli reakciu sme uskutocnili v programovate'nom termocykleri
Minicycler ™ MJ Research.

Na amplifikdciu cielovych tsekov Myf-5 a mutacie Q204X myostatinu sme pouzili

Specifické oligonukleotidové primery:

Myf-5 MYFi2F : 5" ACA GCG TCT ACT GTC CTG ATG 3’
MYFi2R : 5" CGT GGT ATA TAC TAA GGA CAC 3’
(Drogemiiller a Kempers, 2000)



MSTN FOR: 5" TGA GGC CTG TCA AGA CTC CT 3’
REV: 5" CAC TGT CTT CAC ATC AAT GCG CT 3’
(Antoniou a Grosz, 1999)

PCR reakéné zmesi

Pre Myt-5 gén sme pouzili dva varianty PCR reakénych zmesi.
PCR reak¢na zmes pre DNA ziskanl z krvi vysolovacou metddou a z inseminacnych
davok pozostavala z nasledujucich zloziek v nasledovnych vyslednych koncentraciach:
1,5 mM MgCl,, 2,5 mM dNTPs, 4 pmol kazdého primera, 1 U Tag DNA polymerazy
a buffer (Promega), a priblizne 50 ng DNA. Celkovy objem vzorky 25 pnl.
PCR reakénd zmes pre DNA ziskant zkrvi pomocou kitu NucleoSpin Blood,
pozostavala srovnakych zloziek srovnakymi koncentraciami, ale vzhladom
na vyrobcom deklarované mnozstvo a kvalitu vyizolovanej] DNA, sme pridali len 3 pl
(50 ng/ul ) DNA. Zmes bola pripravena na celkovy objem vzorky 23 pl.

I ked” sme upravovali zloZenie reakénych zmesi v zavislosti od metodiky
ziskavania DNA, teplotny a ¢asovy rezim reakcii sme nemuseli upravovat.
Teplotny a ¢asovy rezim reakcie:
Myf-5: Start — 94°C, 4 min., denaturacia - 94°C, 30 s., anneling — 58 °C, 60 s.,
polymerizéacia — 72 °C, 60 s., elongacia — 72 °C, 4 min. Pocet cyklov: 38.

Pre analyzu mutacie Q204X myostatinu sme pouzili nasledovné zloZzky pre PCR
reakénu zmes pri pouziti DNA ziskanej z lyzatov v kone¢nych koncentraciach: 2,5 mM
MgCl,, 30 uM (kazdého) dNTPs, 0,4 umol kazdého primera, 0,35 U Taq polymeraza
a buffer (Promega). Celkovy objem vzorky 20 pl
Teplotny a ¢asovy rezim reakcie:

MSTN: start — 92°C, 3 min., denaturdcia - 92°C, 30 s., anneling — 56 °C, 30 s.,
polymerizéacia — 72 °C, 30 s., elongacia — 72 °C, 4 min. Pocet cyklov: 35.

3.4 Restrikéna analyza PCR produktov (PCR-RFLP) a elektroforéza

na agarézovom géle
Pre RFLP analyzu boli vybrané Specifické restrikéné enzymy, ktoré Stiepia
ziskané PCR produkty so znamou sekvenciou. PCR produkty génu Myf-5 sme Stiepili
endonukledzou 7ag’l (N.E.B) a PCR produkty myostatin génu endunukleazou Fnu4HI
(Fermentas) a FastDigest Fnu4HI (Fermentas). Okrem klasickej endonukleazy Fnu4HI
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sme Cast vzoriek Stiepili aj modifikovanou endonukledzou FastDigest Fnu4HI
(1FDU/pl). Cas $tiepenia bol iba 30 minut pri teplote 37 °C. Tento sposob 3tiepenia bol
z hl'adiska prace rychlejsi, ale finan¢ne narocne;jsi.

Identifikdcia a analyza produktov po izolacii, amplifikécii a Stiepeni bola
uskutoCnend elektroforetickou separaciou na agaré6zovom géle v 1x TBE tlmiacom
roztoku. Vysledna koncentracia gélu zavisela od velkosti delenych fragmentov DNA
(Sambrook et al., 1989). Ako interak¢né cinidlo sme pouzivali etidium bromid
(0,5 ng.ml™) alebo ¢inidlo Golden view (Lambda). Elektroforéza prebiehala v 1 x TBE
roztoku pri napédti max. 130 V po dobu 30 mintt. Po skonceni elektroforézy sme
fragmenty DNA detekovali UV transilumindtorom. Pre presné urcenie velkosti
fragmentov sme pouzivali DNA velkostné markery (DNA ladder 50 — 1000 bp,

Promega).

4 SUHRN VYSLEDKOV S UVEDENIM NOVYCH
POZNATKOV A NAVRHOM NA VYUZITIE PRE
DALSI ROZVOJ VEDY

4.1 Detekcia genotypov

4.1.1 Detekcia genotypov Myf-5 génu
Na detekciu genotypov Myf-5 génu jedincov sme pouzili metdédu PCR a PCR -
RFLP, podl'a reakénych podmienok uvedenych v kapitole 3.3.

Amplifikovany produkt 445 bp pre Myf-5 gén sme Stiepili pomocou restrikénej
endonukledzy Taq’l . Jeho Stiepenim vznikli dva fragmenty s velkost'ou 93 bp a 352 bp
(recesivny homozygot, alela 2 — oznaCenie 22). Pritomnost’ alely 1 (dominantny
homozygot, oznaceniell) charakterizoval fragment 445 bp. Pritomnost’ oboch alel

charakterizovali fragmenty 445 bp, 352 a 93 bp (heterozygot, oznacenie 12).

4.1.2 Detekcia genotypov s Q204X mutdciou myostatinu

Podobne ako pri Myf-5 géne sme na detekciu genotypov pre Q204X mutaciu
myostatinu pouzili metédu PCR a PCR-RFLP, podla reakénych podmienok uvedenych
v kapitole 3.3.
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Velkost’ amplifikovaného produktu pre myostatin je 155 bp. Stiepenim tohto PCR
produktu pomocou restrikénej endonukleazy Fnu4HI vznikli dva fragmenty o velkosti
23 bp a 132 bp.

Homozygotni jedinci s normalnym genotypom vytvarali fragmenty 23 a 132 bp.
Fragmenty s vel’kostou 155 bp by mali homozygoti s Q204X genotypom. Heterozygoti
(Q204X /normalny) produkovali fragmenty o velkosti 23, 132 a 155 bp.

4.2 Geneticka Struktira populacie pri Myf-5 a mutiacii Q204X

myostatinu
Na Sstatisticku analyzu boli dostatocne pocetné len plemenda charolais a slovenské
strakaté. Na zdklade PCR-RFLP analyzy sme  stanovili genotypovu Strukturu
sledovanej populacie a vypocitali frekvencie alel v jednotlivych polymorfnych génoch
sledovanej populdcie. Na vypocet sme pouzili Statisticky program Statgraphics
Version 4.0.

Vyznamnost' rozdielov medzi experimentilne pozorovanou a teoreticky
o¢akavanou frekvenciou genotypov sme overovali y* — testom. Dalej sme pouzili
neparametrické testy: Mann-Whitneyov test a Spearmanov korelacny koeficient,
z dovodu mensieho poctu vzoriek, nepritomnosti normality distribicie a homogenity

rozptylov porovnavanych stiborov.

4.2.1 Polymorfizmus genu Myf-5

Pri detekcii genotypov na Myf-5 gén sme zistili v sledovanej skupine (121
zvierat) najvicsie zastipenie jedincov s heterozygotnym genotypom. Genotyp jedincov
(12 -heterozygot) sa u plemena charolais vyskytoval s frekvenciou (53%), o je viac ako
polovica pri danom plemene. U plemena slovenské strakaté sa genotyp ,,12* vyskytoval
s frekvenciou (41%). Heterozygotny genotyp pri oboch plemnach sa vyrazne nelisil ako
pri homozygotnych genotypoch.

Frekvencia homozygotneho genotypu pri plemene charolais bola 34%, Co je viac
ako dvojnasobok v porovnani s frekvenciou vyskytu homozygotneho genotypu
pri plemene slovenské strakaté, kde frekvencia bola len 14%.

Ovel'a vyraznejsi bol vyskyt recesivneho genotypu u plemena slovenské strakaté
(45%) ako uplemena charolais, kde genotyp ,,22“ sa vyskytoval len s frekvenciou

(13%).
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Frekvencia dominantnej alely u plemena charolais bola 60,7% a u slovenského
strakatého 34,5%. Recesivna alela sa vo vysSej miere vyskytovala u slovenského
strakatého dobytka (65,5%). Pri plemene charolais bola frekvencia recesivnej alely
39,3%.

Pri overovani genetickej rovnovahy vo vySetrenych populécidch oboch plemien,
sme zistili, ze obe plemena sa signifikantne neodliSuji v genotypovych frekvenciach

od ocakavanych pocetnosti.

4.2.2 Polymorfizmus mutdcie Q204X myostatinu

Pri detekcii genotypov na myostatin sme vyuzili zvieratd plemena charolais (170
zvierat). V sledovanej skupine  vyrazne prevazoval normalny genotyp (91%).
Heterozygotnému genotypu patrilo zostavajucich 9% populacie, pretoze v sledovanej
skupine sme nedetekovali ani jedné¢ho jedinca s genotypom pre dvojité osvalenie.
Nepritomnost’ jedincov s genotypom AA (dvojité osvalenie) moZeme vysvetlit' tym, Ze
zvieratd, ktoré sme testovali, boli uz zaradené do plemenidby. Chovatel’ musel vyberat’
zvierata na zaklade ich konstitucie, alebo uz poznal genotypy zvierat a zamerne vyberal
jedincov s pozadovanym genotypom.

Frekvencia alely pre normalne osvalenie bola B = 0,956 a pre dvojité osvalenie
A=0,044.

Pri testovani pritomnosti Hardyho-Weinbergove] genetickej rovnovahy,
populédcia vykazovala zna¢ni geneticki rovnovahu, pricom vSak recesivna alela sa
nachadzala vylu¢ne v heterozygotnej forme a jej frekvencia je vel'mi nizka v porovnani
s recesivnou alelou u polymorfizmu Myf-5.

Kedze frekvencia alely pre dvojité osvalenie bola vel'mi nizka pri plemene
charolais, ktoré¢ patri medzi mésové plemenda, plemeno slovenské strakaté sme

na pritomnost’ tejto alely netestovali.

4.2.3 Polymorfizmy Myf-5 a Q204X MSTN v podsuboroch plemena

charolais

Iba pocet vySetrenych jedincov charolais umoznil blizSie testovanie parametrov
oboch polymorfizmov aj v podsuboroch tohoto plemena, definovanych pohlavim

a povodom.
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a) polymorfizmus Myf-5 a Q204X mutacie MSTN u pohlavi

Zo 79 zvierat genotypovanych pre polymorfizmus Myf-5 bolo 50 krav a 29

bykov. Zistené genotypové a alelové frekvencie pre Myf-5 udava tabulka 1 a 2.

Tabulka 1: Rozdiely v genotypovych frekvenciach Myf-5 medzi pohlaviami

) Genotypové frekvencie (%
Pohlavie n 1 |yp T | (%) 7
krava 50 12,00 70,00 18,00
byk 29 72,18 24,14 3,45
Spolu 79

11 — dominantny homozygot, 12 — heterozygot, 22 — recesivny homozygot

Tabul’ka 2: Rozdiely v alelovych frekvenciach Myf-5 medzi pohlaviami

Frekvencia alely Alela 1 Alela 2 Chi-kvadratovy test
Celkova 0,607 0,393 1 (d.f) p
kravy 0,470 0,530 7,87 (1) | <0,001
byky 0,845 0,155 23,75 (1) | <0,001

2 - testova charakteristika, d.f. - pocet stupfiov volnosti, p - hladina vyznamnosti vysledku testu

I ked” sa obe pohlavia pri Myf-5 signifikantne lisili v alelovych aj genotypovych

frekvenciach, u krav je ovela vysSie zastipenie recesivnej alely (0,53) v porovnani

s bykmi (0,155).

Na myostatin sme testovali

frekvenciach pre Q204X mutéciu st uvedené v tabul’ke 3 a 4.

170 zvierat. Rozdiely v genotypovych a alelovych

Tabul’ka 3: Rozdiely v genotypovych frekvenciach pri mutdcii myostatinu Q204X

medzi pohlaviami

. Genotypové frekvencie (%)
Pohlavie n AA | AB | BB
krava 88 0 13,64 86,36
byk 82 0 3,66 96,34
Spolu 170

AA — genotyp dvojitého osvalenia, AB — heterozygot, BB — genotyp pre norméalne osvalenie
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Tabulka 4: Rozdiely v alelovych frekvencidch medzi pohlaviami pri Q204X mutacii

MSTN
Frekvencia alely A B Chi-kvadratovy test
Celkova 0,044 0,956 v (d.f.) p
kravy 0,068 0,932 1,37 (1) 0,24
byky 0,018 0,982 1,61 (1) 0,20

A - alela pre dvojite osvalenie, B - alela pre normalny genotyp, * - testova charakteristika, d.f. - pocet

stupniov vol'nosti, p - hladina vyznamnosti vysledku testu

V pripade polymorfizmu Q204X mutdcie myostatinu sme nezistili signifikantné
odchylky jednotlivych alelovych frekvencii medzi jednotlivymi pohlaviami
a celopopulacnou hodnotou. Preto mdézeme suhlasit’ s inymi zisteniami, ze pohlavie
nema vplyv na mnozstvo svalového vladkna u zvierat produkujicich miso, i ked” ma

silny vplyv na zlozenie svalového vldkna.

b) frekvencie Myf-5 a Q204X mutacii MSTN u jednotlivych chovov

Zistené udaje ndm umoznili porovnat’ u krav frekvencie jednotlivych alel
pre Myf-5 aj Q204X myostatinu podl'a farmy, z ktorej jedince pochadzaju. Vybrali sme
dva chovy (resp. subory), ktoré boli dostatoCne pocetné na porovnanie tychto
parametrov: chov 32095 (priradeny kéd = A) a chov 843 (priradeny kod = B).

V chove A sme u 28 krav zistili 3 dominantne homozygotné jedince (11), 20
heterozygotov (12) a 5 recesivnych homoygotov (22) pre polymorfizmus Myf-5.
V chove B (13 testovanych samic) boli pre tento génovy polymorfizmus zistené 2
jedince (11), 9 jedincov heterozygotnych (12) a 2 jedince (22) recesivne homozygotné.

Pre Q204X mutéaciu myostatinu bolo v chove A testovanych 52 kréav, z toho bolo
43 BB (normalne osvalenie) a 9 heterozygotov (AB - normalny/Q204X genotyp).
V chove B bolo vsetkych 15 vzoriek s genotypom BB — normalne osvalenie. Tieto udaje
sa uz nedaju porovnat’ chi-kvadratovym testom, pretoze sa znizil pocet Statistickych
jednotiek v jednotlivych genoypovych kategéridch pod n = 2, uz kriticki hodnotu
pre tento inak robustny test. Takisto sa uz v chove B nevyskytuje mutovand alela ani
ujediného zvierata a okrem toho, pri tak malych poctoch nemozno urcit' vzt'ah
genotypovych frekvencii ku alelovym.

Z popisnej Statistiky bolo zjavné, Ze rozdiely v alelovych a genotypovych

frekvenciach populacii porovnavanych chovov A a B sa vel'mi neliSia v genetickych
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parametroch polymorfizmu Myf-5 a odliSnosti vo frekvencii muticie myostatinu st
v rozmedzi marginalnej Statistickej vyznamnosti (p<0,10), ktord sice ukazuje isty

rozdiel, ale seridznejsi zaver sa neda vyvodit’.

4.3 Navrh na vyuzitie poznatkov pre d’alsi rozvoj vedy

Metoda DNA analyzy je vhodna na sledovanie uvedenych polymorfizmov génov
Myf-5 amyostatinu pri hovddzom dobytku. Umoziiuje chovatelom identifikovat
jedincov s predispoziciou na lepSi vyvoj svalove] hmoty (vysSie prirastky hmotnosti)
a identifikovanie jedincov, ktori vo svojom genotype nesu alelu, ktord je pri¢inou
neziadiicej] mutacie u dobytka. Chovatel' preto bude vediet, bud’ vyradit' jedinca
s takymto genotypom z plemenidby, alebo ho spravne vyuzit’ k vhodnym plemeniciam,
pri ktorych nie je také vel'ké riziko uhynu telata alebo plemenného zvierata. Tymto
sposobom mu mdzeme pomoct’ pri zostavovani Slachtitel'ského programu pri chove

hovédzieho dobytka a k dosiahnutiu pozadovaného ekonomického efektu.

Zlozenie a metdédy regulujlice myostatinovu aktivitu mézu mat’ Siroky rozsah
pouzitia, okrem zlepSovania produkcie u dobytka aj pri lieCeni I'udskych ochoreni ako
si svalova dystrofia, kachexia a sarkopénia. Tlmenie myostatinovej aktivity mdze byt
tiez uzitoné pri liecbe metabolickych porach ako je obezita a diabetes II, pretoze
na zaklade spomenutych poznatkov je mozné produkovat' mdso niz§im obsahom tuku.

V stcasnosti  existuju  aj rychlejSie metddy identifikacie jedincov. Metoda

PCR-RFLP z hl'adiska ekonomiky je pre chovatel’a lacnejsia.

5 ZAVER

Maisova uzitkovost’ a jej komplexné znaky (prirastok hmotnosti, konverzia krmiva
a pod.) teda predstavuju kvantitativne znaky s polygénnou dedi¢nostou.
V dizertacnej praci sme vyhodnocovali frekvenciu genotypov a alel genév Myf-5
a mutacie Q204X myostatinu pri vybranych plemenach hovidzieho dobytka. Genotypy
zvierat sme stanovili pomocou metddy PCR-RFLP. Identifikdciu fragmentov sme
uskuto¢nili na agar6zovom géle.
Testovali sme 121 zvierat na gén Myf-5 a 176 zvierat na Q204X mutaciu

myostatinu.
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Pri géne Myf-5 sme zistili nasledovné zlozenie testovanej populédcie: 33
dominantnych homozygotov, 65 heterozygotov a 23 recesivnych homozygotov.

Na myostatin gén sme testovali len zvieratd plemena charolais. V sledovanej
skupine zvierat sme zistili vyskyt len dvoch genotypov ato jedinci s normalnym
osvalenim (155 ks) a heterozygoti (21 ks). Nepodarilo sa ndm detekovat’ jedincov
s genotypom dvojit¢ho osvalenia. Tuto skutoCnost vSak mézeme vysvetlit' tym, Ze
testované zvierata boli plemena charolais. Vzorky od tohto plemena pochadzali z chovu
Charolais Kft. (Lajosmizse, Madarsko). V tomto chove uz museli byt zvierata
selektované na pritomnost’ danej mutacie eSte pred zaradenim do plemenidby. Jedinci,
ktori vykazovali heterozygotny genotyp, boli va¢Sinou krizenci charolais s 1/3 podielom
hereforda.

Jednym z cielov tejto dizertacnej prace bolo aj zhodnotit” vplyv tychto génov
na ukazovatele kvality zivociSnych produktov a vplyv tychto produktov na vyzivu l'udi.
Vplyv myostatinu na produkciu svaloviny s niz§im obsahom tuku, by mal pozitivny

dopad na vyzivu l'udi a na zniZenie poctu civilizaénych ochoreni.
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