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ABSTRAKT

Analyzovali sme 130 zvierat slovenského pinzgauského plemena a 77 zvierat plemena
charolais pre kandidatne gény CAPN1, CAPN2, CAST, TG, DGAT1 a SCD a ovce v celkovom
pocte 93 pre gény CLPG a CAST. Genotypovanie sa uskutoc¢nilo metodami ARMS-PCR, PCR-
RFLP, PCR-SSCP a Multiplex PCR-SSCP. Genomovi DNA sme izolovali zo vzoriek krvi
a chlpovych cibuliek. Genetickou analyzou populacie pinzgauského plemena sme zistili
nasledovné frekvencie alel pre vybrané gény. Frekvencie alel C a T pre SNP C4685T génu
CAPNI1 boli 0,5308 a 0,4692. Frekvencie alel C a G pre marker CAPN316 génu CAPN1 boli
0,0769 a 0,9231. Frekvencie alel C a T pre marker CAPN4751 génu CAPNI1 boli 0,6962
a 0,3038. Frekvencie alel A a B pre gén CAPN2 boli 0,4286 a 0,5714. Frekvencie alel C a G pre
marker UoG-CAST génu CAST boli 0,7538 a 0,2462. Frekvencie alel C a T pre marker TGS
génu TG boli 0,6308 a 0,3692. Frekvencie alel K a A pre marker K232A génu DGAT1 boli
0,0308 a 0,9648. Frekvencie alel C a T pre SNP T878C génu CAPNI1 boli 0,6346 a 0,3654.
Genetickou analyzou v populécii plemena charolais sme detegovali nasledovné frekvencie alel.
Frekvencie alel C a T pre SNP C4685T génu CAPNI1 boli 0,5909 a 0,4091. Frekvencie alel C a
G pre marker CAPN316 génu CAPNI1 boli 0,1623 a 0,8377. Frekvencie alel C a T pre marker
CAPN4751 génu CAPNI1 boli 0,5779 a 0,4221. Frekvencie alel A a B pre gén CAPN2 boli 0,38
a 0,62. Frekvencie alel C a G pre marker UoG-CAST génu CAST boli 0,6299 a 0,3701.
Frekvencie alel C a T pre marker TGS génu TG boli 0,8506 a 0,1494. Frekvencie alel K a A pre
marker K232A génu DGAT]1 boli 0,1104 a 0,8896. Frekvencie alel C a T pre SNP T878C génu
CAPNI1 boli 0,5649 a0,4351. Genetickou analyzu v populacii oviec sme detegovali
monomorfny prejav génu CLPG pre alelu A. Frekvencie alel M a N genu CAST boli pri
jednotlivych plemenach rozdielne. Pri plemene lacaune sme detegovali monomorfny prejav
génu CAST pre alelu M. Frekvencie alely M a N génu CAST pre d’alsie plemena boli 0,9138
a 0,0862 pre plemeno cigdja, 0,9 a 0,1 pre kriZzence plemien cigdja a lacaune a 0,9737 a 0,0263
pre plemeno zoSlachtend valaska. Evaluaciou pouzitych molekularno-genetickych metéd sme
dospeli k zaveru, ze najlahsSie optimalizovatelnou metédou bola PCR-RFLP metoda. ARMS-
PCR metdéda predstavovala najlacnejSiu  a najrychlejS§iu = metddu  detekcie  SNP
a najuniverzalnejsiu metddu s vysokou reprodukovatelnost'ou vysledkov predstavovala metoda

PCR-SSCP.

Kruacové slova: DNA, kandidatne gény, CAPN1, CAPN2, CAST, TG, DGATI1, SCD, CLPG

ABSTRACT

We analysed 130 animals of slovak pinzgau breed and 77 animals of charolais breed for
candidate genes CAPN1, CAPN2, CAST, TG, DGATI1 and SCD and 93 sheep for gene CLPG
and CAST. We used ARMS-PCR, PCR-RFLP, PCR-SSCP and Multiplex PCR-SSCP methods

for determination of genotypes for these genes. The genomic DNA was isolated from samples
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of blood and hairs. By using genetic analyses we detected in population of pinzgau cattle the
following frequency of alleles. Frequency of alleles C and T for SNP C4685T of gene CAPN1
were 0.5308 and 0.4692. Frequency of alleles C and G for marker CAPN316 of gene CAPNI1
were 0.0769 and 0.9231.Frequency of alleles C and T for marker CAPN4751 of gene CAPNI1
were 0.6962 and 0.3038. Frequency of alleles A and B for gene CAPN2 were 0.6962
and 0.3038. Frequency of alleles C and G for marker UoG-CAST of gene CAST were 0.7538
and 0.2462. Frequency of alleles C and T for marker TG5 of gene TG were 0.6308 a 0.3692.
Frequency of alleles K and A for marker K232A of gene DGAT1 were 0.0308 a 0.9648.
Frequency of alleles C and T for SNP T878C of gene SCD were 0.6346 a 0.3654. In population
of charolais breed we detected by using genetic analyses the following frequency of alleles.
Frequency of alleles C and T for SNP C4685T of gene CAPN1 were 0.5909 and 0.4091.
Frequency of alleles C and G for marker CAPN316 of gene CAPN1 were 0.1623
and 0.8377.Frequency of alleles C and T for marker CAPN4751 of gene CAPN1 were 0.5779
and 0.4221. Frequency of alleles A and B for gene CAPN2 were 0.38 and 0.62. Frequency of
alleles C and G for marker UoG-CAST of gene CAST were 0.6299 and 0.3701. Frequency of
alleles C and T for marker TGS of gene TG were 0.8506 and 0.1494. Frequency of alleles K and
A for marker K232A of gene DGAT1 were 0.1104 and 0.8896. Frequency of alleles C and T for
SNP T878C of gene SCD were 0.5649 and 0.4351. In population of 93 sheep we detected
monomorphic manifestation of allele A for gene CLPG. Frequency of alleles M and N for gene
CAST were different for each breed of sheep. For breed of lacaune we detected monomorphic
manifestation of allele M. Frequency of alleles M and N for gene CAST in the others breeds
were 0.9138 and 0.0862 for tsigai, 0.9 and 0.1 for crossbreed of lacaune and tsigai and 0.9737
and 0.0263 for improved valachian. By evaluation of using molecular genetic methods we
recognized that the easiest optimized method was PCR-RFLP. The ARMS-PCR method
presented the cheapest and quickest method for detection of SNP and the most universale

method with the high reproducibility of results was PCR-SSCP method.

Key words: DNA, candidate genes, CAPN1, CAPN2, CAST, TG, DGAT1, SCD, CLPG

Obsah
ADSTIAKL cunviniiiiiniiniiniininseisnnsncssninnesssesssissssssesssisseesseessassssssssesssssssssssessasssassssessesssasssasssase 3
Abstract 3
Obsah . 4
Uvod 5
1 Prehlad o sucasnom stave rieSenej problematiky 5
1.1. Kandidatske gény pre krehkost’ médsa hoviadzieho dobytka ...........ccceevvevveinennnnenn. 5
1.2 Potencialne kandidatske gény pre mramorovanie mésa hovidzieho dobytka......... 6
1.3 Kandidatske gény pre kvantitu a kvalitu jahfiacieho masa..........c.cccceevverveeneennenn. 7



2 CHEle PIrACE..cccccueicscrrsssaressanrcssnssssssssssssessnsisssssosssssssassossnsssssssosssssssnssssssssssnssssssssssassssassossassssnsssss 7

3 Materidl @ MELOAY ..c.cce covurrvrveressnrnssnicssnresssissssressssessassosssssssasssssssssssssossasssssssssssssssnssssssssssnses 7
31 MAEITAL .ttt 7
3.2 POUZIE MELOAY ..ecevierieiieiieiieeie et ete ettt et et eseb e et e e b e e saesseestaesssessseasseesseesseesssensnas 7

3.2.1 Izolacia genOmove] DNA ..ottt re e st e e enne 7
3.2.2 Metddy detekCie SNP ........occviiiieiiiiecece et st sra e s eene 8
3.2.3 Matematicko-Statistické vyhodnotenie genetickej Struktiry..........cocceveeereennnn 10

4 Vysledky 10

5 Navrh na vyuzitie poznatkov pre d’alsi rozvoj vedy 14

6 Zaver 15

7 Zoznam pouZzitej literatiry 17

8 Zoznam publikovanych prac autora stvisiacich s rieSenou problematikou ................... 19

Uvod

V poslednej dobe sa selekcia pri mdsovych plemenach hovidzieho dobytka a oviec
Coraz vyraznejSie zameriava v prospech zvySenia kvalitativnych znakov akymi sl jemnost
a mramorovanie mésa. Meranie uvedenych znakov kvality misa, ktoré su vSeobecne dolezité
pre zaujem konzumentov méisa, st vel'mi nakladné. Prave z toho dévodu sa v poslednej dobe
zaCinaju vyuzivat' testy zalozené na genotypovani zvierat na pritomnost’ jednotlivych mutacii,
pri ktorych bola zistend silna asocidcia medzi ich pritomnostou a zlepSenou kvalitou

hovidzieho a jahnacieho mésa.

Praca wvznikla s podporou projektu VEGA: ,Rozvoj a vyuzitie genetickych metod
pre  Slachtenie  hospodarskych  zvierat a  ochranu  ZivoCiSnej  biodiverzity*.

Registrac¢né Cislo projektu: 1/4440/07.

1 PrehPad o si¢asnom stave rieSenej problematiky
1.1 Kandidatske gény pre krehkost’ mésa hovidzieho dobytka

Medzi najznamejsie kandidatské gény asociované s jemnost'ou mésa zvierata patria gény
CAPN1 a CAPN2 koédujuce proteazy p-kalpain (EC 3.4.22.52) am-kalpain (EC 3.4.22.53)
a gén CAST kodujuci vznik kalpastatinu.
Gén CAPN1

Smith et al. (2000) podrobnym mapovanim lokalizovali gén CAPN1 (u-kalpain) na 29.
chromozéme hovidzieho dobytka. Doteraz bolo u bovinného CAPN1 génu popisanych 38 SNP
(Page et al. 2002; White et al., 2005; Kubiak-Juszczuk et al., 2004). Medzi dva najvyznamejSie
SNP génu CAPNI1 preukazne asociované s jemnejSim misom hovddzieho dobytka patria
CAPN316 a CAPN4751. Spominané markery su sucastou dvoch komerénych testov

vyuzivanych na predikciu jemnejSicho médsa hovéddzieho dobytka.



Gén CAPN2
Gén kodujuci protein m-kalpain dostal pomenovanie CAPN2. Podrobné stidie Smith et al.
(2000) preukazali lokalizaciu tohoto génu na 29. chromozdéme. Geneticky polymorfizmus
hovadzieho génu CAPN2 prvykrat zistili Zhang et al. (1996). Geneticky polymorfizmus génu
CAPN?2 objavili pomocou metédy PCR-RFLP v oblasti regula¢nej podjednotky m-kalpainu.
Gén CAST
Gén kodujtci vznik hovddzieho kalpastatinu je lokalizovany na 7. chromozéme s
relativnou poziciou 117, 8 cM (Bishop et al., 1993; Kappes et al., 1997). Barendse (2002)
objavil v3'UTR oblasti jeden z dvoch doposial’ najdoélezitejSich polymorfizmov CAST génu.
Podstatou jednoduchého nukleotidového polymorfizmu (SNP) je zamena G za A. Druhé
najvyznamnejs$ie SNP lokalizované v 5. intréne génu CAST popisal Schenkel et al. (2006).
Podstatou jednoduchého nukleotidového polymorfizmu (SNP) je zdmena G za C. Toto SNP
dostalo oznaéenie UoG-CAST. Stidia Van-Eenennaama et al. (2007) potvrdila silna asociaciu
oboch polymorfizmov génu CAST s jemnost’ou méisa.
1.2 Potencialne kandidatske gény pre mramorovanie méisa hovidzieho dobytka
Medzi najznamejsSie potencialne kandidatske gény asociované so zvySenym stupniom
mramorovania mésa hoviddzieho dobytka patria gény TG a DGAT1 a SCD.
Gén TG
Gén TG lokalizovany na 14. chromozoéme u hovéddzieho dobytka, koduje bielkovinu
tyroglobulin. Barendse et al. (1997) ako prvy objavili pritomnost’ SNP polymorfizmu génu TG
v 5" UTR oblasti. Podl'a samotnej lokalizacie SNP dostal pomenovanie TGS5. Vyvinuli test
GeneSTAR"™ Marbling, pomocou ktorého je mozné presnejsie odhadnut’ kvalitu jatoéného
zvierat’a, predovsetkym stupna jeho mramorovania.
Gén DGAT1
Gén DGATI je povazovany za velmi silny kandidatny gén pre obsah tuku v mlieku. Je
lokalizovany na konci centroméri 14. chromozému v oblasti, ktora obsahuje QTL vplyvajtci na
mnozstvo a zlozenie mlieka (Farnir et al.,, 2002). Podstatou najviac preStudovaného
polymorfizmu K232A je dinukleotidova substiticia ApA za GpC (AAG—GCQG) v pozicii
10433 a 10434 sekvencie DNA v 8. exone, ktora spdsobuje zmenu poradia sekvencie
aminokyselin proteinu z pdvodného lyzinu na alanin v pozicii 232 s oznacenim K232A ( Winter
et al., 2002). Thaller et al. (2003) zistili asociaciu medzi polymorfizmom K232A a zvySenim
stupfiom mramorovania pre plemene charolais.
Gén SCD
Gén SCD koduje expresiu enzymu s stearoyl-CoA desaturaza (EC 1.14.19.1), ktory je
kIiCovym enzymom pri bunkovej biosyntéze mononenasytenych mastnych kyselin (MUFA)
znasytenych mastnych kyselin v adipocytoch intramuskularneho tuku (Kim et al., 1999).
Taniguchi et al. (2004) objavili 8 nukleotidovych substitiicii (obrazok 1.2) v ré6znych poziciach
6



cDNA sekvencie génu SCD lokalizovaného na 26. chromozdéme hovidzieho dobytka (Cambell
et al, 2001). PodrobnejSimi analyzami medzi jednotlivymi mutaciami génu SCD a zloZzenim
mastnych kyselin v intramuskuldrnom tuku zistili preukaznu spojitost’ medzi jednou mutaciou
a zvySenym obsahom jednoduchych nenasytenych kyselin v tuku testovanych zvierat. Podstata
spominanej mutacie v 5. exone génu SCD spociva v substitlcii tyminu za cytozin v pozicii 878
bp sekvencie cDNA (4B075020), ktora sposobila zamenu aminokyselin valin za alanin.
1.3 Kandidatske gény pre kvantitu a kvalitu jahfiacieho misa
Gén CLPG

Mutacia v géne CLPG (,,callipyge*) predstavovala prvli kauzalnu mutaciu asociovanu so
svalovou hypertrofiou oviec (Cockett et al., 1994). Samotny gén CLPG bol lokalizovany
v oblasti teloméry 18. chromozému oviec (Cockett et al., 1994). Podstatou mutacie v géne
CLPG je jednoducha zdmena A za G (Freking et al., 2002). Podrobny vyskum zamerany na
dedivost’ callipyge mutécie z rodi€ov na potomstvo dokéazal unikatny typ dedi¢nosti oznaceny
ako “poldrna overdominancia®“ (lannuzzi et al., 1999). Poldrna overdominancia je urcitou
formou superdominancie, ktord je pri cicavcoch zriedkava. Fenotypovy prejav callipyge
mutacie sa totiz prejavi len pri jahnatach, ktoré zdedia mutantnu alelu od otca a normalnu alelu
od matky. Zvysné tri genotypy sa javia ako normalne.
Gén CAST

Prevazna vicSina génov sposobujucich svalova hypertrofiu oviec je sprevadzana

znizenym stupfiom jemnosti médsa, ktory vyznamne ovplyviiuje kvalitu jahnacieho mésa. Ovci
gén pre kalpastatin je lokalizovany na 5. chromozome (Killefer a Koohmaraie, 1994;.
Polymorfizmus ov¢ieho génu CAST lokalizovany v oblasti prvej domény kalpastatinu prvykrat
popisali Palmer et al. (1998). Spominany PCR-RFLP polymorfizmus sekvencie ov¢ieho CAST
génu objavili pouzitim restrikénych enzymov Mspl a Ncol. Doteraz vSak nebola uverejnena

v databéazach génov cela sekvencia ov¢ieho CAST génu.

2 Ciele prace
Mapovanim genému HD a oviec boli zaznamenané gény vyrazne ovplyvitujice kvalitu
ale aj kvantitu mésa. Zvlast pri mdsovom dobytku sa Coraz vyraznejSie vyuzivaji komercéné
DNA testy, pomocou ktorych sa stanovuju a nasledne selektuju jednotlivé genotypy pre gény
ovplyviiujlice Stavnatost’ a jemnost’ mésa. Na zdklade tychto poznatkov je cielom dizertacnej
préace:
1. Optimalizacia vybranych molekularno-genetickych metod (PCR-RFLP,
PCR-SSCP, ARMS-PCR) pre detekciu polymorfizmu génov CAPN1, CAPN2, CAST,
TG, DGATI1 a SCD pre hovidzi dobytok a génov CLPG a CAST pre ovce.
2. Zhodnotenie pouzitych molekularno-genetickych metod z hladiska financnej, Casovej,

technickej a manualnej narocnosti.



3. Vyhodnotenie genotypovej Struktury analyzovanych populacii hoviddzieho dobytka a

oviec.

3 Material a metody
3.1 Material

Pre $tadium polymorfizmu vybranych kandidatskych génov bol pouzity biologicky
material (krv, chlpy) ziskany od hovddziecho dobytka (slovenské pinzgauské
plemeno — 130 zvierat, plemeno charolais — 77 zvierat) a oviec (cigaja — 58 zvierat, lacaune —
11zvierat, zosl'achtena valaska — 19 zvierat a krizencov plemien lacaune a cigaja — 5 zvierat).
3.2 Pouzité metody
3.2.1 Izolacia gen6movej DNA

Izoléacia z krvi: vysolovacia metdda (Miller et al., 1988) fenolchloroformova metoda
(Sambrook et al., 1989), izolacia z krvnych zrazenin (Kanai et al., 1994), izolacia komerénym
kitom NucleospinBlood (Macherey Nagel), forézna metdéda izoldcie DNA z krvnych Skvin
(Zhou et al., 20006).

Izolacia zchlpov: nami navrhnutd metéda izoldcie DNA s vyuzitim chemikdlie
DNAzol® (Molecular Research Center) a nosi¢a LPA (linearny polyakrylamid) zarobeného
podla Gaillarda a Straussa (1990).

3.2.2 Metody detekcie SNP

Pre analyzu detekcie jednoduchych nukleotidovych polymorfizmov (SNP) vybranych
kandidatskych a potencidlne kandidatskych génov hovddzieho dobytka a oviec boli pouZité
metédy PCR-RFLP, PCR-SSCP a ARMS-PCR.

Gén CAPN1 - SNP C4685T
Detekciu SNP polymorfizmu C4685T génu CAPNI1 sme uskuto¢nili metdédou PCR-RFLP
a ARMS-PCR metddou.
PCR-RFLP

Na amplifikaciu Specifického tseku génu CAPN1 pre SNP C4685T sme pouzili primery
navrhnuté podl'a prace Kubiak-Juszczuk et al. (2004). Pre samotnu detekciu SNP sme pouzili
reStriként endonukleazu BseGI (Fermentas).

ARMS-PCR

Na amplifikaciu alelovo-Specifickych fragmentov pre alely C a T génu CAPN1 pre SNP
C4685T sme pouzili vlastné oligonukleotidové primery navrhnuté pomocou programu
Tetra-primer ARMS-PCR (Ye et al., 2001).

Gén CAPN1 — marker CAPN316



Detekciu polymorfizmu markeru CAPN316 génu CAPNI1 sme uskutoc¢nili ARMS-PCR.
metodou.
ARMS-PCR

Na amplifikaciu alelovo-$pecifickych fragmentov pre alely C a G génu CAPNI1 pre
marker CAPN316 sme pouzili primery navrhnuté podla prace Rincon a Medrano (2006).

Gén CAPNI1 — marker CAPN4751

Detekciu polymorfizmu markeru CAPN4751 génu CAPNI sme uskuto¢nili ARMS-PCR.
metddou.
ARMS-PCR

Na amplifikaciu alelovo-$pecifickych fragmentov pre alely C a T génu CAPNI1 pre
marker CAPN4751 sme pouzili primery navrhnuté podl'a prace Rincon a Medrano (2006).

Gén CAPN2 — polymorfizmus Hhal

Pre $tidium polymorfizmu (Hhal) génu CAPN2 sme optimalizovali metédu PCR-RFLP.
PCR-RFLP

Na amplifikaciu Specifického tseku génu CAPN2 sme pouzili primery navrhnuté podl'a
prace Zhang et al. (1996). Pre samotnt detekciu SNP sme pouzili restriként endonukledzu Hhal
(Fermentas).

Gén CAST — marker UoG-CAST

Pre stadium markeru UoG-CAST génu CAST (Bos taurus) sme optimalizovali metody PCR-
RFLP a PCR-SSCP.
PCR-RFLP a PCR-SSCP

Pre amplifikaciu $pecifického useku génu CAST pre marker UoG-CAST pouzitého pre
obe analyzy sme pouzili vlastné oligonukleotidové primery navrhnuté pomocou programu
BatchPrimer3 v1.0 (You et al., 2008). Pre reStrikéni analyzu sme pouzili enzym Rsal
(Fermentas).

Gén TG — marker TGS

Pre stadium markeru TGS génu TG sme optimalizovali metédy PCR-RFLP a PCR-SSCP.
PCR-RFLP a PCR-SSCP

Pre amplifikaciu Specifického useku génu TG pre marker TGS pouzitého pre obe
analyzy sme pouzili oligonukleotidové primery prevzaté z prace Barendse et al.(1997). Pre
reStriként analyzu sme pouzili enzym Psul (Fermentas).

Gén DGATI1 — marker K232A

Pre analyzu markeru K232A génu DGATI1 sme optimalizovali metddy PCR-RFLP a
PCR-SSCP.
PCR-RFLP a PCR-SSCP



Pre amplifikaciu Specifického useku génu DAGT1 pre marker K232A pouzitého pre
obe analyzy sme pouzili oligonukleotidové primery prevzaté z prace Wintera et al. (2002). Pre
reStriként analyzu sme pouzili enzym Cfrl (Fermentas).

Gén SCD — SNP T878C
Pre analyzu SNP polymorfizmu T878C génu SCD sme optimalizovali metody PCR-RFLP, PCR-SSCP
a ARMS-PCR.

PCR-RFLP a PCR-SSCP

Pre amplifikaciu $pecifického tuseku génu SCD pre SNP T787C pouzitého pre obe
analyzy sme pouzili vlastné oligonukleotidové primery navrhnuté pomocou programu
BatchPrimer3 v1.0 (You et al.,, 2008). Pre restrikénl analyzu sme pouzili enzym Satl
(Fermentas).
ARMS-PCR

Na amplifikaciu alelovo-Specifickych fragmentov pre alely C a T génu SCD pre SNP
T878C sme pouzili vlastné oligonukleotidové primery navrhnuté pomocou programu
BatchPrimer3 v1.0 (You et al., 2008).

Gén CLPG (Ovis aries)

Pre $tadium polymorfizmu génu CLPG sme optimalizovali metédu PCR-RFLP.
PCR-RFLP

Na amplifikaciu Specifického useku génu CAPN2 sme pouzili primery navrhnuté podl'a
prace Freking et al. (2002). Pre samotnu detekciu SNP sme pouzili restriként endonukleazu Fagl
(Fermentas).

Gén CAST (Ovis aries)

Pre stadium polymorfizmu génu CAST (Ovis aries) sme optimalizovali metodu PCR-RFLP.
PCR-RFLP

Na amplifikaciu Specifického useku génu CAPN2 sme pouzili primery navrhnuté podla
prace Palmer et al. (1998). Pre samotntl detekciu SNP sme pouzili restriként endonukleazu Mspl
(Fermentas).
3.3. Matematicko-$tatistické vyhodnotenie genetickej Struktury

Na zadklade PCR analyz ( PCR-RFLP, ARMS-PCR, PCR-SSCP) sme stanovili
genotypovu Struktiru sledovanej populacie a vypocitali frekvencie alel v jednotlivych
polymorfnych génoch sledovanej populacie hovddzieho dobytka a oviec. Vyznamnost’
rozdielov medzi experimentalne pozorovanou a teoreticky o¢akavanou frekvenciou genotypov
sme overili y’-testom. Vypo&itana hodnota x’-testu bola na zaklade stupiiov volnosti
porovnavana s tabul’kovou hodnotou podl'a Fishera a nasledne ur¢ena pravdepodobnost’ zhody

alebo rozdielov medzi teoretickymi a experimentalnymi hodnotami.
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4 Vysledky
Hovddzi dobytok
Gén CAPNI - SNP C4685T

V analyzovanej populacii 130 zvierat pinzgauského plemena mal miernu prevahu
heterozygotny genotyp CT s frekvenciou vyskytu 40 % nad homozygotnym genotypom CC —
33,08 % a mutantym homozygotnym genotypom TT — 26,92 %. Vysledky poukazuji na to, Ze
frekvencia alely C ma v analyzovanej populacii pinzgavského dobytka miernu prevahu 53,08 %
pred mutantnou alelou T, ktorej frekvencia vyskytu je 46,92 %.V analyzovanej populacii 77
zvierat mdsového plemena charolais mal najvicSie zastipenie homozygotny genotyp CC
s frekvenciou 40,26 % pred heterozygotnym genotypom CT — 37,66 % a mutantnym
homozygotnym genotypom TT - 22,08 %. Z vysledkov pre plemeno charolais je vidiet’ prevahu
alely C s frekvenciou 59,09 % nad alelou T s frekvenciou 40,91 %. Na zaklade y’- testu sme
zistili, ze rozdiely medzi o¢akdvanymi a pozorovanymi frekvenciami genotypov hovidzieho
dobytka su Statisticky nepreukazné, ¢o znamena, ze sa v sledovanych populaciach zistil
rovnovazny stav v zmysle Hardy-Weinbergovho zakona.

Gén CAPN1 — marker CAPN316

V analyzovanej populacii 130 zvierat pinzgauského plemena mal vel'mi vyraznu
prevahu homozygotny genotyp GG s frekvenciou vyskytu 86,15 % nad heterozygotnym
genotypom CG — 12,31 % a homozygotnym genotypom CC — 1,54 %. Vysledky poukazuji na
to, ze frekvencia alely C ma v analyzovanej populacii pinzgauského plemena vel'mi nizku
frekvenciu vyskytu s hodnotou len 7,69 %, na rozdiel od frekvencie vyskytu alely G — 92,31 %.
V analyzovanej populacii 77 zvierat plemena charolais mal najvicsie zastipenie homozygotny
genotyp GG s frekvenciou 67,53 % pred heterozygotnym genotypom CG — 32,47 %.
Homozygotny genotyp CC nebol v analyzovanej populacii plemena charolais detegovany.
Z vysledkov pre plemeno charolais je vidiet silnt prevahu alely G s frekvenciou 83,77 % nad
alelou C s frekvenciou 16,23 %. Na ziklade y’- testu sme zistili, Z¢ rozdiely medzi
oCakavanymi a pozorovanymi frekvenciami genotypov hovddzieho dobytka st Statisticky
nepreukazné, ¢o znamend, ze sa v sledovanych populaciach zistil rovnovazny stav v zmysle
Hardy-Weinbergovho zakona.

Gén CAPNI1 — marker CAPN4751

V analyzovanej populdcii 130 zvierat pinzgauského dobytka mal miernu prevahu
heterozygotny genotyp CT s frekvenciou vyskytu 57,69 % nad homozygotnym genotypom CC
— 40,77 %. Frekvencia vyskytu homozygotného genotypu TT bola len 1,54 %. Vysledky
poukazuji na to, Ze frekvencia alely C ma v analyzovanej populacii pinzgauského dobytka
ovela vyssiu frekvenciu vyskytu s hodnotou 69, 62 %, na rozdiel od frekvencie vyskytu alely
T — 30,38 %. V analyzovanej populécii 77 zvierat plemena charolais mal podobne ako pri
pinzgavskom dobytku najvacsie zastipenie heterozygotny genotyp CT s frekvenciou 68,83 %
pred homozygotnym genotypom CC s frekvenciou vyskytu 23,38 %. Frekvencia vyskytu
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homozygotného genotypu TT bola 7,79 %. Z vysledkov pre plemeno charolais je vidiet’ prevahu
alely C s frekvenciou 57, 79 % nad alelou T s frekvenciou 42,21 %. Na zéklade y’- testu sme
zistili Statisticky preukazny rozdiel medzi ocakdvanymi a pozorovanymi frekvenciami
genotypov v sledovanych populaciach hoviddzieho dobytka, ¢im nebol potvrdeny rovnovazny
stav v danych populaciach.
Gén CAPN2 — polymorfizmus Hhal
V analyzovanej populacii 56 zvierat pinzgauského dobytka mal vyrazni prevahu
heterozygotny genotyp AB s frekvenciou vyskytu 50 % nad homozygotnym genotypom BB —
32,14 % a homozygotnym genotypom AA — 17,86 %. Vysledky poukazuju na to, Ze frekvencia
alely B - 57, 14 % ma v analyzovanej populdcii pinzgauského dobytka miernu prevahu nad
frekveciou vyskytu alely A — 42,86 %. V analyzovanej populécii 50 zvierat plemena charolais
mal podobne ako pri pinzgavskom dobytku najvicsie zastipenie heterozygotny genotyp AB
s frekvenciou 52 % pred homozygotnym genotypom BB s frekvenciou vyskytu 36 %.
Frekvencia vyskytu homozygotného genotypu AA bola 12 %. Z vysledkov pre plemeno
charolais je vidiet’ prevahu frekvencie vyskytu alely B — 62 % nad alelou A — 38 %. Na zaklade
- testu sme zistili, Ze rozdiely medzi o¢akdvanymi a pozorovanymi frekvenciami genotypov
hovédzieho dobytka su Statisticky nepreukazné, ¢o znamena, ze sa v sledovanych populaciach
zistil rovnovazny stav v zmysle Hardy-Weinbergovho zakona.
Gén CAST — marker UoG-CAST

V analyzovanej populacii 130 zvierat pinzgauského plemena mal vyrazni prevahu
genotyp CC s frekvenciou vyskytu 56,92 % nad heterozygotnym genotypom CG — 36,92 % a
homozygotnym genotypom GG — 6,15 %. Vysledky poukazuju na to, Ze frekvencia alely C -
75,38 % ma v analyzovanej populacii pinzgavského dobytka vyraznu prevahu nad frekvenciou
vyskytu alely G — 24,62 %. V analyzovanej populéciii 77 zvierat plemena charolais mal miernu
prevahu heterozygotny genotyp CG s frekvenciou 42,86 % pred homozygotnym genotypom CC
s frekvenciou vyskytu 41,56 %. Frekvencia vyskytu homozygotného genotypu GG bola 15,58
%. Z vysledkov pre plemeno charolais je vidiet jasnd prevahu alely C — 62,99 % nad alelou A —
37,01 %. Na zéklade y*- testu sme zistili, Ze rozdiely medzi oakavanymi a pozorovanymi
frekvenciami genotypov hovidzieho dobytka su Statisticky nepreukazné, Co znamena, ze sa
v sledovanych populaciach zistil rovnovazny stav v zmysle Hardy-Weinbergovho zakona.

Gén TG — marker TGS

V analyzovanej populacii 130 zvierat pinzgauského dobytka mal najvacsie zastipenie
heterozygotny genotyp CT s frekvenciou 44,62 %, len o nieco niz$iu frekvenciu vyskytu mal
homozygotny genotyp CC so 40,77 % anajmenej zastipeny bol genotyp TT s frekvenciou
14,61 %. Vysledky poukazuju na to, ze frekvencia alely C je v analyzovanej populacii
pinzgavského dobytka vyssia a je zastipena 63,08 %. Frekvencia vyskytu mutantnej alely T ma
hodnotu 36,92 %.V analyzovanej populacii 77 zvierat midsového plemena charolais mal
najvacsie zastipenie homozygotny genotyp CC s frekvenciou 70,13 %. Heterozygotny genotyp
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CT mal frekvenciu vyskytu 29,87 %. Mutantny homozygotny genotyp TT nebol detegovany.
Z vysledkov je zrejma jasna prevaha alely C s frekvenciou 85,06 % nad mutantnou alelou T
s frekvenciou 14,94 %. Na zaklade y>- testu sme zistili, Ze rozdiely medzi olakavanymi
a pozorovanymi frekvenciami genotypov hovidzieho dobytka su Statisticky nepreukazné, o
znamena, ze sa v sledovanych populaciach zistil rovnovazny stav vzmysle Hardy-

Weinbergovho zakona.

Gén DGATI1 — marker K232A

V analyzovanej populacii 130 zvierat pinzgauského dobytka mal velmi vysoké
zastipenie homozygotny genotyp AA s frekvenciou 93,85 % kym heterozygotny genotyp KA
mal frekvenciu vyskytu len 6,15 %. Homozygotny genotyp KK nebol detekovany. Vysledky
poukazuju na to, ze frekvencia alely A mala v analyzovanej populacii pinzgauského dobytka
velmi vysoku frekvenciu vyskytu 96,62 %. Frekvencia vyskytu alely K mala hodnotu
len 3,08 %.V analyzovanej populacii 77 zvierat plemena charolais mal dominantné zastipenie
homozygotny genotyp AA s frekvenciou 80,52 %. Heterozygotny genotyp KA mal frekvenciu
vyskytu 16,88 % a homozygotny genotyp KK len 2,60 %. Z vysledkov je zrejma jasna prevaha
alely A s frekvenciou 88,96 % nad alelou K s frekvenciou 11,04 %. Na zaklade XZ- testu sme
zistili, Ze rozdiely medzi oCakavanymi a pozorovanymi frekvenciami genotypov hovidzieho
dobytka su Statisticky nepreukazné, Co znamena, Zze sa v sledovanych populaciach zistil

rovnovazny stav v zmysle Hardy-Weinbergovho zékona.

Gén SCD — SNP T878C

V analyzovanej populacii 130 zvierat pinzgauského plemena mali genotypy CC a CT
rovnaku frekvenciu vyskytu 42,31 %. Homozygotny genotyp TT mal frekvenciu vyskytu 15,38
%. Vysledky poukazuji na to, ze frekvencia alely C ma v analyzovanej populacii pinzgauského
dobytka vysSiu frekvenciu vyskytu 63,46 % ako frekvencia vyskytu alely T — 36,54 %. V
analyzovanej populécii 77 zvierat plemena charolais mal dominantné zastipenie heterozygotny
genotyp CT s frekvenciou 53,25 %. Homozygotny genotpy CC mal frekvenciu vyskytu 29,87 %
a homozygotny genotyp TT len 16,88 %. Z vysledkov pre plemeno charolais uvedenych
v tabul’ke 4.8 je vidiet’ miernu prevahu alely C s frekvenciou 56,49 % nad alely T s frekvenciou
43,51 %. Na zaklade y’- testu sme zistili, Ze rozdiely medzi oakavanymi a pozorovanymi
frekvenciami genotypov hovddzieho dobytka su Statisticky nepreukazné, ¢o znamena, ze sa

v sledovanych populaciach zistil rovnovazny stav v zmysle Hardy-Weinbergovho zakona.

Ovce

Gén CLPG
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V populécii oviec v celkovom pocte 93 zvierat bol detekovany pri vSetkych jedincoch
homozygotny genotyp AA. Heterozygotny genotyp AG a homozygotny genotyp GG nebol
detegovany.

Gén CAST

V analyzovanom subore 58 zvierat plemena cigaja bol s vysokou prevahou
detegovany homozygotnym genotyp MM s frekvenciou vyskytu 82,76 %. Frekvencia vyskytu
heterozygotného genotypu MN bol len 17,24 %. Homozygotny genotyp NN nebol detegovany.
Vysledky poukazuju na vysoku prevahu frekvencia alely M — 91,38 % nad frekvenciou alely
N — 8,62 %. V analyzovanom subore 11 zvierat plemena cigdja bol so 100 % frekvenciou
vyskytu detegovany homozygotny genotyp MM a alela M. V analyzovanom stbore 5 zvierat
vzniknutych kriZzenim plemien cigdja a lacaune bol najviac zastipeny homozygotnym genotyp
MM s frekvenciou vyskytu 80 %. Frekvencia vyskytu heterozygotného genotypu MN bola len
20 %. Homozygotny genotyp NN nebol detekovany. Vysledky poukazuji na vysoku prevahu
frekvencie alely M s frekvenciou 90 % nad alelou N — 10 %. V analyzovanom subore 19 zvierat
plemena zosl'achtena valaska bol s vysokou frekvenciou vyskytu pozorovany homozygotnym
genotyp MM — 94,74 %. Frekvencia vyskytu heterozygotného genotypu MN bola len 5,26 %.
Homozygotny genotyp NN nebol detekovany. Vysledky poukazujii na jednozna¢nu prevahu
frekvencie alely M — 97,37 % nad alelou N — 2,63 %. Na zaklade Xz_ testu sme zistili pri
plemene cigaja  Statisticky nepreukazny  rozdiel medzi ofakdvanymi a pozorovanymi
frekvenciami genotypov, ¢o znamena, ze sa v sledovanej populacii zistil rovnovazny stav
v zmysle Hardy-Weinbergovho zakona. Pri zvy$nych plemenach (zoslachtena valaska, lacaune

v . .. ~ , v . 2 wr 1
a krizence plemien lacaune a cigaja) sme z dovodu nizkeho poctu zvierat y - test nepocitali.

Evaluacia pouzitych molekuldrno-genetickych metéd

Pre detekciu vybranych polymorfizmov génov TG, DGAT1, SCD, CAPN1, CAPN2,
CAST pre hovddzi dobytok a CLPG a CAST pre ovce boli vykonané metédami PCR-RFLP,
PCR-SSCP a ARMS-PCR. Kombinacia vSetkych troch metéod pre detekciu rovnakého
polymorfizmu SNP reprezentoval SNP T878C génu SCD. Porovnanim finanénych nakladov na
potrebnych pre analyzu SNP T878C génu SCD sme zistili potrebu najnizSich nékladov pre
metodu ARMS-PCR v porovnani s metoédami PCR-RFLP a PCR-SSCP. Porovnavanim
¢asovych poziadaviek sme opat’ potvrdili vyhodu metody ARMS-PCR pred PCR-SSCP a
PCR-RFLP metodami. Porovnanim reprodukovatelnosti vSetkych troch metod sme zistili, Ze
najvyssi stupen detekcie zaznamenala metoda PCR-SSCP, pred metédou PCR-RFLP. Metdda
ARMS-PCR mala o nieco nizsiu reprodukovatelnost’ vysledkov z dovodu nizkej kvality DNA
vzorky. Najvyssia detekEna citlivost’ sme zistili pri metode PCR-SSCP.

5 Navrh na vyuZzitie poznatkov pre d’alsi rozvoj vedy
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Vysledky uvedené v dizertanej praci predstavuju prvotné informdacie o genetickom
polymorfizme detegovanych kandidatnych a potencialne kandidatnych génov pre kvalitu misa
hoviadzieho dobytka a oviec chovanych na Slovensku.

Pouzité metdody DNA analyzy su vhodné na sledovanie mutacii a poskytuji moznost’
vyberu najoptimalnejsej metddy pre detekciu uvedenych polymorfizmov.

Na zaklade skuto¢nosti uvedenych v dizerta¢nej praci odporacame:

% Z hladiska hodnotenia mramorovania mdsa hovéddziecho dobytka navrhujeme rozsirit
analyzu nami sledovanych génov na iné plemena hovédzieho dobytka chovaného na
Slovensku.

% Na zaklade zistenych frekvencii alely T a homozygotného genotypu TT génu TG pre
marker TGS v analyzovanej populécii pinzgauského plemene navrhujeme:

e rozSirit testovanil populdciu pinzgauského dobytka o plemenné zvierata,

e zvysit pocet testovanych zvierat zaradenych do fenotypového hodnotenia
mramorovania méisa za Ucelom overenia asociacie alely T so zvySenym
stupfiom mramorovania.

% Zhladiska vyssej frekvencie priaznivého genotypu CC génu SCD, asociovaného s
nutri¢ne kvalitnejSim zlozenim hovidzieho tuku, navrhujeme:

e  rozsirit’ testovanu populaciu pinzgauského plemena pre detekciu genotypu
CC génu SCD a zaroven pri testovanych zvieratdch vykonat’ biochemicku
analyzu zameranu na zistenie pomeru mastnych kyselin

e analyzovat populaciu slovenského strakatého plemena, vratane plemennych
zvierat,

+ Na zaklade existujucich komerénych DNA testov pre predikciu jemnej$ieho hovidzieho
misa navrhujeme evaluaciu komeréného panelu markerov pre gény CAST a CAPNI na
zaklade asociacie s Warner-Bratzlerovym testom striznej sily pre slovenské pinzgauské
a slovenské strakaté plemeno.

¢ Na zéklade vysledkov frekvencie alely G génu CLPG pri ovciach navrhujeme aby pri
pripadnych fenotypovych prejavoch dvojitého osvalenia boli do DNA analyz zaradené
d’alsie gény asociované so zvySenym osvalenim oviec.

¢ Na zaklade vysledkov optimalizacie molekularno-genetickych metdéd pre detekciu
jednotlivych mutacii navrhuje ich pouzitie v laboratoriu za tcelom znizenia finanénych

nakladov a ¢asovej naro¢nosti potrebnej pre genotypovanie zvierat pre vybrané gény.

% Optimalizované metody odporu¢ame vyuzit’ vo vyucbe.

6 ZAVER
V stlade s vytyCenymi ciel'mi dizertatnej prace sme optimalizovali a aplikovali

vybrané modifikacie PCR metody (ARMS-PCR, PCR-RFLP, PCR-SSCP) pre identifikovanie a
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genotypovanie génov CAPNI, CAPN2, CAST, SCD, DGATI, TG, pre hovidzi dobytok a génov
CLPG a CAST pre ovce.

Pre stadium polymorfizmu jednotlivych kandidatskych génov bola pouzita periférna krv

a chlpové cibul’ky ziskané od hovédzieho dobytka plemena charolais chovaného v Mad’arsku a

na Slovensku v celkovom pocte 77 zvierat a slovenského pinzgauského plemena zchovu

v Spi§skom Bystrom v celkovom pocte 130. Vzorky periférmej krvi oviec plemien valaska,

cigija, lacaune, zoslachtend valSka a krizencov plemien cigija a lacaune boli ziskané z

Vyskumného tstavu zivocisnej vyroby v Nitre, chov Trencianska Tepla.

Na zaklade vysledkov molekularno-genetickej detekcie sme vyhodnotili geneticku Struktaru

vo vybranej populécii hovddzieho dobytka a oviec.
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Genetickou analyzou populacie hoviddzieho dobytka sme dospeli k nasledovnym zaverom:
V pripade SNP C4685T génu CAPNI1 sme v populacii pinzgauského plemena zistili
prevahu heterozygotného genotypu CT nad genotypmi CC a TT, ktoré mali priblizne
rovnaké frekvencie vyskytu. Vysledkov vyplyva, Ze alela C ma miernu prevahu nad
alelou T. V analyzovanej populacii plemena charolais sme detegovali miernu prevahu
homozygotného genotypu CC nad genotypmi CT a TT. Z vysledkov frekvencii jednotlivych
alel vyplyva prevaha alely C nad alelou T.

Pre marker CAPN316 génu CAPN1 sme v populacii pinzgauského plemena zistili vyraznu
prevahu homozygotného genotypu GG nad heterozygotnym genotypom CG. Homozygotny
genotyp CC sa vyskytoval len ojedinele z ¢oho vyplyva vysoka prevaha alely G nad alelou
C. V populacii plemena charolais sme zistili rovnako vysokt prevahu homozygotného
genotypu GG nad heterozygotnym genotypom CG. Homozygotny genotyp CC sme
nezistili. Z alel jednoznacne prevlada alela G.

V pripade markeru CAPN4751 génu CAPNI1 sme v populécii pinzgauského plemena
detegovali miernu prevahu heterozygotného genotypu CT nad homozygotnym genotypom
CC. Genotyp TT bol detekovany len ojedinele, z Coho vyplyva jasna prevaha alely C nad
alelou T. V populacii plemena charolais sme zistili vyraznejSiu prevahu heterozygotného
genotypu CT nad homozygotnym genotypom CT. Homozygotny genotyp TT sme
detegovali v nizS§om zastupeni. Z vysledkov frekvencii alel vyplyva prevaha alely C nad
alelou T.

Pre gén CAPN2 sme v populacii pinzgauského plemena zistili prevahu heterozygotného
genotypu AB nad homozygotnymi genotypmi BB a AA. Z alel mala miernu prevahu alela B
nad alelou A. V analyzovanej populacii plemena charolais sme zistili podobnu prevahu
heterozygotného genotypu AB nad homozygotnymi genotypmi BB a AA. Z vysledkov
vyplyva prevaha alely B nad alelou A.

Pre marker UoG-CAST génu CAST sme v populacii pinzgauského plemena zistili prevahu

homozygotného genotypu CC nad heterozygotnym genotypom CG. Homozygotny genotyp
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GG sme detegovali len vynimocne, z ¢oho vyplyva vysoka prevaha alely C nad alelou G.
V populéacii plemena charolais sme zistili takmer rovnakt pritomnost’ genotypov CC a CG.
Homozygotny genotyp GG sa vyskytol len v nizkej frekvencii, z Coho vyplyva prevaha
alely C nad alelou G.

X3

%

Pre marker TGS génu TG sme v populacii pinzgauského plemeno detegovali miernu
prevahu heterozygotného genotypu CT pred homozygotnymi genotypmi CC a TT, z ¢oho
vyplyva prevaha alely C nad alelou T. V analyzovanej populacii plemena charolais sme
zistili vyS$iu prevahu homozygotného genotypu CC nad genotypom CT. Homozygotny
genotyp TT sme nezistili. Z alel jednoznacne prevlada alela C nad alelou T.

sV pripade markeru K232A génu DGATI1 sme v populacii pinzgauského plemena zistili
vyraznu prevahu homozygotného genotypu AA nad heterozygotnym genotypom KA, ktory
sa vyskytoval len ojedinele. Pritomnost’ homozygotného genotypu KK sme nezistili.
Z vysledkov frekvencii jednotlivych alel jednoznacne prevldda alela A nad alelou K.
V populécii plemena charolais sme zistili podobnu prevahu homozygotného genotypu AA
nad heterozygotnym genotypom KA. Frekvencia homozygotného genotypu bola velmi

nizka, z ¢oho vyplyva vysoka prevaha alely A nad alelou K.
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Pre SNP T878C génu SCD v populacii pinzgauského dobytka sme detegovali identické
frekvencie vyskytu genotypov CC a CT, ktoré prevladali nad genotypom TT, z coho
vyplyva prevaha alely C nad alelou T. V populacii plemena charolais sme zistili prevahu
heterozygotného genotypu CT nad homozygotnymi genotypmi CC a TT. Alela C mala
miernu prevahu nad alelou T.

Genetickou analyzou jednotlivych stiborov oviec sme dospeli k nasledovnym zaverom:
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Pre gén CLPG sme vnami sledovanych suboroch oviec plemien cigdja, lacaune,
zoSlachtena valaska a krizencov plemien cigaja a lacaune zistili jednoznacne dominantné
zastipenie genotypu AA. Zvys$né dva genotypy AG a GG sme nedetekovali. Z vysledkov
vyplyva monomorfny prejav génu CLPG v podobe alely A pri vSetkych testovanych

suboroch oviec

X3

%

V pripade génu CAST sme pri plemene cigdja zistili vyraznii prevahu homozygotného
genotypu MM nad heterozygotnym genotypom MN. Homozygotny genotyp NN sme
nezistili, z ¢oho vyplyva vyrazna prevaha alely M nad alelou N. Pri plemene lacaune sme
detekovali len genotyp MM. Pri plemene zoslachtena valaSka sme zistili vysokll prevahu
homozygotného genotypu MM v porovnani s heterozygotnym genotypom MN.
Homozygotny genotyp NN sme nezistili. Vysledky poukazuji na vyraznu prevahu alely M
nad alelou N. Pri krizencoch plemien cigdja a lacaune sme zistili vysSiu frekvenciu
homozygotného genotypu MM v porovnani s heterozygotnym genotypom NN. Z alel
jednoznaéne prevladala alela M nad alelou N.

Evaluaciou pouzitych molekularno-genetickych metdd sme dospeli k zaveru, Ze najlahSie

optimalizovatelnou metdédou bola PCR-RFLP metéda. ARMS-PCR metdda predstavovala
17



najlacnej$iu  a najrychlejsiu metédu detekcie SNP a najuniverzalnejSiu metodu s vysokou

reprodukovatel'nost'ou vysledkov predstavovala metdda PCR-SSCP.
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