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ABSTRACT

This work deal with studying of microsatellites (B¥B8, TGLA49, BMS2142 a IDVGA46)
relating to polledness and to scurs in familiebedf cattle and studying of genetic linkage of
the alleles to the polled phenotype or to the sd@odled condition of cattle is an autosomal
dominant trait controled by the polled locus whisHocalised in the centromeric region of
bovine chromosome 1 between microsatellites RP&JPA MS1 and BM6438. The absence
of horns is complicated because of presence ossghose expression is sex-influenced. The
scurs locus has been mapped on the bovine chrongosknbetween microsatellites
BMS2142 and IDVGA46. The causative genes of pokksdnand of scurs remain unknown.
This present study is aimed to analysed 2 breedsn{€ntal — 77 animals from database of
DNA samples of UMFGZ of MZLU in Brno, and Charolais47 animals from T-farm in
Verusiky) with 5 families of different number of membekdicrosatellite analysis involved
multiplex PCR amplifying of microsatellites locietkction of fluorescent labeled fragments
(alleles) by laser, making of genotypes of the aténndicating polledness, horns or scurs. In
families 1, 2 and 5 it was found linkage betwedeale$ of microsatellites BM6438, TGLA49
and polled condition and linkage between allelema@frosatellite BMS2142 and scurs. This
linkage was confirm by significant association betw genotype and phenotype of polledness
or scurs. The alleles of microsatellites (linkedhaphenotypes) were different and this is the
evidence of different mutations across the familgebably from different breeds of cattle.
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UvoD

Jiz od 19. stoleti secktera plemena Slechti na genetickou bezrohost dakarangus,
galloway, shorthorrti hereford), ovSem donedavna nebyla této vlastnastovana pilis
velk& pozornost, naopak, jak uvadi &k (2006), geneticky bezroha tatia byla vyazovana
z divodu snadgsi fixace zvfat rohatych a ijpadného dalSiho zpracovani #olse znénou
technologie ustgjeni z vazného na volne, zvySendmcdntrace zvat, rozStenim chovu
masného skotu, p@bou manipulace a transportuiatise bezrohost stala vyznamnou, mwebo
rohatéa zuiata jsou nebezpera lidem i ostatnim ve skug@nDo budoucna seredpoklada, ze
se tomuto trendu ubrani pouze skotsky nahorni@kdtersky stepni skot (Strafelda, 2005).

Na fenotypovém projevu bezrohosti/rohatosti se Iptzii. 3-lokusovy model, vémz
jsou geny pro bezrohost, volri¢ africké rohy @dény nezavisle na séb ovSsem jsou ve
vzajemne interakci (Prayaga, 2007). Patrajdilezit¢jSim lokusem je lokus bezrohosti, jez je
hypostaticky w¢i lokusu nepravych rah konkrét dominantni aleld genu bezrohosti je
hypostaticka w¢i dominantni aleleSc genu nepravych rdh Na projev nepravych rédhma
vSak do znéné miry vliv pohlavi zwete. Lokus africkych rahje pak epistaticky i lokusu
bezrohosti, ale i zde se nafenotypu podili pohlavifete stej jako u nepravych rah
(Brennemaret al., 1996).

Bezrohost je dominantni vlastnost, je tedy mozniéksavat bezroha ziata dle
fenotypu, ovSem jeho &mvani je komplikovano vyskytem volnych tiohNavic stale vZista
potteba molekularé&genetickych test jimiz je mozné odliSit genotyp heterozygotni od
homozygotniho, i kdyz jen s&irou prav@&podobnosti. Feinny gen bezrohosti vSak neni
stdle znam; z tohoustodu jsou tyto testy népneé, zaloZzené na DNA markerech, jeZz jsou
s touto vlastnosti v asociaci. Nagtji takto pouzivanymi markery jsou dnes mikrosayelit
jejichz analyza je vazana na testovani v rodinach.

MATERIAL A METODIKA

K analyze mikrosatelit byly vybrany 2 populace - soubor 77 iatiplemene masny
simental; vzorky byly pouzity z archiDNA na UMFGZ, MZLU v Bri; druhym souborem
47 zviat plemene charolais, ktera pochazela z chovu mdaverustky - telata po byku
JOCK Z CUNKOVA P (ZCH 556) a jejich matky; z archiDNA byl pouzit vzorek byka
JOCK Z CUNKOVA P (ZCH 556). Odiv vzorka zvirat souboru charolais byl proveden
strem bukalni sliznice zuete sterilnim kart&kem Cytobrush® Plus firmy Medscand®
Medical. DNA byla izolovana pomoci kitu JETQUICKdgId & Cell Culture DNA Spin Kit
od firmy Genomed. V ramcéthto 2 soubar bylo sestaveno celkem 5 rodin — viz.Tab.1.



Tab.1 Pocty jedincd a jejich fenotyp v jednotlivych rodinach, véetné netestovanych matek

Byk Matky Netestované matky Potomstvo
= Poet 1 8 10 23 (byci)
Fenotyp 1P 1R 6 P 1 N* 3R 3P 4 N* 7R 14 P 2V
N Poet 1 7 3 10 (byci)
o Fenotyp 1P 7P 2P 1 N* 4P 5V 1N*
™ Pocet 1 3 2 5 (byci)
®  Fenotyp 1V 3R 2P 3P 2V
3 Pocet 1 2 - 2 (byci)
Fenotyp 1P 2P - 1P 1V
To) Poet 1 19 4 23 (jalovice)
@ Fenotyp 1P 19R 4R 6 R 14P 3 N*

P — bezrohost, R — rohatost, v — volné, nepravé, riy neznamy fenotyp

Pro analyzu byly vybrany mikrosatelity na BTAL - BNB8 a TGLA49, a na BTA19 -
BMS2142 a IDVGA46, pro jejich vazbu s lokusem bémsti, resp. volnych rah Fragmenty
genomové DNA vybranych 4 mikrosatélibyly ziskany amplifikaci  PCR, ktera byla
provedena jako multiplex. Sekvence prifhejednotlivych mikrosatelit jsou uvedeny
v Tab.2.

Tab.2 Velikost a sekvence primerd jednotlivych mikrosatelitd

primer sekvence publikace

BM6438A  TTGAGCACAGACACAGACTGG .

BM6438B  ACTGAATGCCTCCTTTGTGC Bishopet al, 1994
TGLA49A  GGCAGGACTTCACTCTTTTTCA

TGLA49B  AGAAAAGGAATAATGAGACAGATTA Georgest al, 1992
IDVGA46A  AAATCCTTTCAAGTATGTTTTCA )
IDVGA46B  ACTCACTCCAGTATTCTTGTCTG Mezzelaniet al, 1995
BMS2142A  AAGCAGGTTGATGATCTTACCC Stoncet al. 1995
BMS2142B  GTCGGCACTGAAAATGATTATG X

Velikost zndmych fragmeatjiednotlivych mikrosatelit a pouzita fluoresceéni barva
je uvedena na Obr.1.

Obr.1 Grafické znézornéni velikosti MS a
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pfimych primerd (VIC, NED, PET) (pfevzato z Civariova et al., 2008)

Reagencie pouzit&ipPCR byly nasledujici: $0, GeneAmp® 10X PCR Buffer | {v
2,5 nM Md*, Applied Biosystems), dNTPs (dATP + dCTP + dGTEBTAP, 200uM kazdy,
Fermantas), primery (A {pmy), B (zgtny), 10 pmolil kazdy, Generi-Biotech, v koncentraci



0,24 — 1,32 nM), AmpliTag Gold® DNA Polymerase (@Qul, Applied Biosystems); celkovy
objem 6,25ul . Pro PCR byly zvoleny podminky: 95°C/15 min, 3@6°C/40 s, 62°C/60 s,
72°C/60 s), 72°C/30 min, 4°&/, cykler: GeneAmp 9600 (Applied Biosystems).

Reakni smés pro fragmentami analyzu obsahovala: GeneScan™ —-500 LIZ® Size
Standard*(Applied Biosystems), PCR produkt, Hi-DiPérmamide (Applied Biosystems).
Vysledna reaéni snes byla 5 min denaturovandi 95°C a nasledhzchlazena 5 min na ledu.
Fragmenténi analyza vzork byla provedena 4-kapildrovym automatickym gengtick
analyzatorem ABI PRISM 3100 Avant Genetic Analy$applied Biosystems). Vysledky
genotypovani mikrosatelitoyly vyhodnoceny pomoci softwaru GeneMapper v.(B4plied
Biosystems).

Pro vyp@et asociace genotypu s fenotypem byl pouZzit prodd&8 9.1.3 (2004).

VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledné genotypy zidt jsou zaneseny do grafického znazafrjednotlivych rodin
(Obr.2-6) — dle provedené analyzy a dle fenotypiat\{je-li znam) Ize v &kterych gipadech
odvodit, zda se jedna o heterozygotni¢iohomozygotniho jedince, a to jak v lokusu
bezrohosti, tak i v lokusu nepravych #oh/ ramci jednotlivych rodin se vyskytuji alely ve
vazl® s bezrohosti, resp. volnymi rohy.
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Obr.2 Grafické znazoreni rodiny 1 (ZSI 155 P)



Rodina 2 (ZSI 188 P)*
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Obr.3 Grafické znazornéni rodiny 2 (ZSI 188 P)

Rodina 3 (ZSI 259 V)*
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Obr.4 Grafické znazornéni rodiny 3 (ZSI 259 V)

Rodina 4 (ZSI 140 P)*

Obr.5 Grafické znazornéni rodiny 4 (ZSl 140 P)



Rodina 5 (ZCH 556 P)* - typickyifklad testéniho giparovani
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Obr.6 Grafické znazornéni rodiny 5 (ZCH 556 P)

* nad jednotlivymi zvifaty jsou znazormy jejich fenotypy (? - neznamy fenotyp, resp. ggpp P — bezrohost,
R — rohatost, V — volné rohy), pod symbolemiatd jsou znazowmy odvozené genotypy¢erverg jsou oznaeni
netestovani jedinci¢ernd vyph horni poloviny kruhwi étverce znéi potet alel p na lokusu bezrohosti, ve
spodni polovid pak zndi pfitomnost alely Sc na lokusu nepravychirobeda vypi znai nemoznost odvozeni

alely

Shrnuti rodin

Pfi sestavovani rodokmeénje vyraznou pekazkou, krord nesprava uvedeného
pavodu, i ozn#dovani fenotypu bezrohosti/rohatosti/volnych wohBézné byva fenotyp
ozna&en u ¢tSiny plemennych byk ovSem u krav je fenotypova evidence nedostdte
Evidence fenotypu je navic komplikovanatgmnosti volnych roln Volné rohy sice &Sinou
nedofistaji velikosti pravych rah ovSem farmé rozliSuji volné rohy od pravychiedevsim
podle jejich pohyblivosti (Asaet al, 2004). Brennemast al(1996) uvadi, Ze udkterych
zvirat mize dojit k osifikaci zakladny volného rohu a tenpjgk pevi prichycen, coz je
hlavnim divodem nespravné klasifikace petie jako rohatého a nasledného zkresleni
vysledki testovani.

Vrodinach 1, 2 a 5 se shadwyskytla alela 257 spojena s bezrohostespze
Schmutzet al (1995) uvadi, Ze alely mikrosatelitu BM6438 sggnaaly s bezrohym
fenotypem shodnv rodinach, ne vSak mezi rodinami a dale, Zzéipgut TGLA49 byla alela
velikosti 114 bp spojena s bezrohosti ve vSechnéarhi a vyskytla se pouze jedna krava a jeji
tele s alelou 114 a s rohy. V rodinach jsou vSaka#® s bezrohosti alely 114, 110 a 112.
Schmutzet al (1995) provadi analyzu rodin plemene charolais, coZz znamenaaliie
v plemeni charolais (rodina 5) se nevyskytuje poyeéind alela TGLA49 ve vazb
s bezrohosti, nels@de se ve vazbvyskytla alela 112.

Statistickou analyzou v programu SAS pro asociaciogym s rohatosti, bezrohosti a
volnymi rohy byla zji&na statisticka gikaznost mezi genotypem 112/114 (TGLA49) a
bezrohosti u rodiny 5 (charolais), coz potvrzujavoépodobnou asociaci alely 112 od otce



s lokusem bezrohosti dle analyzy rodokiinevi roding 2 byla zjiS€na statisticka pikaznost
asociace genotypu 99/109 s volnymi rohy, coz takerpuje gedchozi analyzu.

Vyskyt raiznych alel ve vazbs bezrohosti naztaje potvrzeni teorie, Ze mutovana
alela vznikla &kolikrat nebo byla do plemene vnesenaékatika riznych zdroj, jak
prezentuje Schmutt al (1995). Je vSakidéba brat v potaz i moznouipuznost byk a
vyskyt bezrohosti ugkterého ze spotaych gedki, viz. alela 257, jeZ se shatinachazi ve
vazle s bezrohosti mezi rodinami. V databazi plemennygti se u byk ZSI 155 P a ZSI
188 P spoléeny predek nevyskytuje, jsou vSak zde uvedeny pouze 2rgee a tentorpdek
muze byt z gkteré generacerpdchozi. Shodnost alely ve vézbbezrohosti mezi rodinami
riznych plemen lze pak vy&it nahodnou mutacéi vnesenim alely do plemene z jiného,
které se podilelo se na Sleghit simentala i charolais (napshorthorn). Celkem 3 ze
sledovanych byk méli navic ve svém 2-genemim rodokmenu bezrohéhoiguka a
bezrohost tedy wthto rodinach nevznikla néy negitomnost takovéhoipdka u byk ZSI
155 P a ZCH 556 P vSakiiie znamenat pouze nekompletni evidenci u krav.

ZAVER

Cilem prace byla analyza mikrosatilge vztahem k bezrohosti, rohatosti a volnym
rohim, proveést tuto analyzu v rodinachcéén® stanoveni genoty) a nalézt vdchto
rodinach vazbu d&které alely k bezrohostici volnym rohim. Provedena analyza 4
mikrosatelii (BM6438, TGLA49, BMS2142 a IDVGA46) vedla ke staeai
pravdEpodobnych genotyp zvirat, a to jak v lokusu bezrohosti, tak i v lokusipmaeych
roht. Jejich uéeni vSak bylo komplikovanoredevsim nekompletni evidenci fenotypurati
Vyskytly se i alely ve vazbs bezrohosti, resp. s volnymi rohy, a to ve 3madn shod&
alela 257 (BM6438), dale alely 110, 112, 114 (TGB\%e vazl s bezrohosti, a alela 109
(BMS2142) ve vazb s volnymi rohy. Asociace alely 112 a 109 s danynofypem byla
potvrzena jako statisticky fikazna. Rozdilnostéthto alel ve vazb s fenotypem pak
potvrzuje skuténost, Ze viznych rodinach se vyskytujiizné mutace, prav¥gpodobre i
vneseneé z jinych plemen.

Uspsdné Slechini bezrohého skotu je tedy zaloZeno na evidenobtygu zviat,
piedevsim na rozliSeni pravych a volnychtrostejré jako analyza rodokménmolekularr-
genetickymi testy pro rozliSeni zat s homozygotnim a heterozygotnim genotypem. Alesp

do doby, nez bude objeverignny gen bezrohosti,iffinna mutace a vyvinut geneticky test
s presnou predikci genotypu.
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