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ABSTRACT

The PIT 1 is a pituitary specific transcription factor that helps regulate the expression of
growth hormone (GH). Therefore, the Pit-1 gene was chosen to be a candidate gene for
growth traits in beef cattle. Detecting genetic variations in the Pit-1 gene and relating them to
growth traits could be helpful in development of marker-assisted selection (MAS) programs
in animal breeding. The DGATI encodes diacylglycerol O-acyltransferase, a microsomal
enzyme that catalyzes the final step of triglyceride synthesis. It has been associated with milk
fat content and higher intramuscular fat content (IMF) in muscles. The aim of this study was
to compare body live weight of animals with different genotype of candidate genes PI7/ and
DGATI. Eighty-three male calves of Holstein breed were used in our experiment. DNA
samples were obtained from blood. Statistically no significant (P<0,05) differences for
genotypes between consistently old qroups of Holstein calves were founded for body live
weight.
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ABSTRAKT

Gen PITI ma dilezitou funkci pfi regulaci genli kodujicich hypofyzarni hormony a je
regulacnim faktorem pro rstovy hormon (GH). Z tohoto divodu je vhodnym kandidatnim
genem, jehoZ genetickd variabilita by mohla byt vyuZita pfi MAS (markery asistované
selekci) a vhodnym markero selekénim kritériem ve Slechtitelskych programech
hospodarskych zvitat. Gen DGATI kdéduje diacylglycerol O-acyltransferazu, mikrozomalni
enzym, ktery katalyzuje findlni krok syntézy triglyceridii a byva asociovan s obsahem tuku
v mléce a vy$§im obsahem intramuskularniho tuku v mase. Cilem této prace bylo detekovat
genotypy kandidatnich genli PITI a DGATI, zjistit frekvence genotypil a alel a vyhodnotit
mozné asociace mezi variabilitou téchto genii a Zivou hmotnosti u 83 telat-bycka
holstynského plemene. Vzorky DNA byly izolovany zkrve telat. Statisticka analyza
neprokdzala z4dné prikazné rozdily v zivé hmotnosti telat (P<0,05) mezi genotypy
kandidatnich genli PIT1 a DGATI.
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UvVOD

PITI gen ma dilezitou funkci pfi regulaci gent koédujicich hypofyzarni hormony. Je
specificky, adenohypofyzarni, pozitivni a regulacni faktor pro ristovy hormon (GH). Na
zaklad¢ zatim zndmych funkci hypofyzarné-specifického PITI transkripéniho faktoru je
mozné konstatovat, ze se jednd o dulezity faktor zucastnujici se ristu a reprodukce jedince, a
proto je vhodnym kandiddtnim genem, jehoZ genetickd variabilita by mohla byt vyuzita pii
MAS (markery asistované selekci) a vhodnym markero selekénim kritériem ve $lechtitelskych
programech hospodarskych zvitat (Tambasco et al., 2003).

Polymorfismus genu PITI byva asociovan s produkénimi znaky u prasat a skotu. U
prasat byla nalezena souvislost tohoto genu s hmotnosti pfi odstavu, primérnym dennim
priristkem (Yu et al., 1995), tloustkou hibetniho tuku (Yu et al., 1995; Stancekova et al.,
1999), porodni hmotnosti (Yu et al., 1996), a poméru libové svaloviny a tuku (Stancekova et
al., 1999). U skotu bylo zjisténo, ze gen PITI je asociovan s zivou hmotnosti a se slozkami
mléka (Renaville et al., 1997).

Genotyp AA byva méné frekventovangjsi nez genotypy AB a BB. U genotypu AA
nebo AB byly pozorovany prikazné vys$si hodnoty pro produkci mléka, bilkovin a vétsi
hranatost t€la, zatimco genotyp BB byl asociovén s osvalenim zvitat (Woolard at al., 1994).

Gen DGATI koduje diacylglycerol O- transferazu, kterd je mikrozomalnim enzymem,
jenz katalyzuje finalni krok syntézy trigyceridi. Je lokalizovan na 14. bovinnim chromozomu
a byva spojovan sobsahem tuku v mléce. Tim se diacylglycerol O- transferaza stala
kandid4tnim genem pro obsah tuku v mléce. Navic je u skotu asociovdna s tucnénim a
s vy$§im obsahem intramuskularniho tuku v mase (Grisart, 2002; Winter, 2002), 1 kdyz ptimy
dikaz nebyl jesté nalezen (Thaller, 2003). Dosud nebyla publikovdna zadna studie, kterd by
se zabyvala vztahem polymorfismu v genu DGAT! a riistem zvifat.

Cilem prace bylo detekovat genotypy kandidatnich genl PITI a DGATI, zjistit
frekvence genotypt a alel a vyhodnotit moZné asociace mezi variabilitou téchto genil a Zivou
hmotnosti 83 telat-byck holstynského plemene.

MATERIAL A METODIKA

Cilem této prace bylo detekovat genotypy kandidatnich gent PITI a DGATI a
zhodnotit jejich vliv variability na rast telat vyjadienym hmotnosti v rizném véku. Do pokusu
bylo zatazeno celkem 83 telat byckd holitynského plemene ze SZP Zabgice. Staii telat se
pohybovalo v rozmezi od narozeni do 241 dni véku. Primérnd hmotnost pfi narozeni byla
v pritbéhu experimentu ustdjena za shodnych podminek ve skupinovém kotci. Krmna davka
telat do hmotnosti zhruba 150 kg byla zaloZena na bazi starterové smési, bilkovinného
koncentratu a mléka, telata pfevySujici tuto hmotnost byla piefazena na krmnou davku
sestavajici se z kukufi¢né silaZe, senaze a ¢astené i bilkovinného koncentratu. Priibézné byla
telata vdzena po 14 dnech a v pribéhu pokusu byla telatim odebrana krev z podocasni zily



(v. caudalis mediana) do zkumavek na K;EDTA a v laboratoii molekuldrni genetiky na
MZLU byl stanoven genotyp kandidatniho genu PITI a DGATI.

Pro ucely zhodnoceni vlivu genotypu kandidatnich gentt PIT] a DGATI byla telata
zafazena do Ctyt skupin dle veéku telat. (Tab.1).

Tab.1 Rozdéleni telat do skupin dle véku

X

Skupina Vék (dny) Pocet vazeni Sx Vx
(dny)

L do 59 27 21,2 6,87 0,32

IL. 60-119 61 66,8 18,22 0,27

I11. 120-179 41 123,0 25,88 0,21

Iv. 180 a vice 34 181,3 28,14 0,15

K detekci genotypu genu PITI bylo pouzito metody PCR-RFLP a podminky
cyklovani byly nasledujici: k amplifikaci daného tseku DNA bylo pouzito primert se
sekvecemi 5'-AAA CCA TCA TCT CCC TTC TT-3" a 5-AAT GTA CAA TGT GCC TTC
TGA G-3" navrzenymi dle Woolard et al. (1994). Byl ziskan PCR produkt ocekavané délky
451 bp, jehoz kvalita byla ovéfena na 2 % agarozovém gelu. Stépeni bylo provedeno pomoci
restrikéni endonukledzy Hinfl pii 37°C a kontrola byla provedena na 2 % agar6zovém gelu.

Detekce genotypu genu DGATI probéhla rovnéz z izolované DNA z krve telat. Byl
pouzit komer¢ni kit QIAMP BLOOD KIT a polymorfismus byl detekovan metodou AS PCR
navrzeny Winter et al. (2002). Ziskané fragmenty byly dé¢leny elektroforeticky ve 4%
agarozovém gelu.

Nameétené hmotnosti telat v jednotlivych skupindch byly statisticky popsany a rozdily
hmotnosti genotypil obou genii byly testovany GLM procedurou s regresi na vek telat
v programu SAS/STAT verze 8.02.

VYSLEDKY A DISKUZE

U genu PIT1 byl ziskan PCR produkt ocekavané délky (451 bp). Alela A neméla zadné
polymorfni misto na rozdil od alely B, kde tsek 451 bp byl rozstépen na 2 fragmenty o
délkach 244 bp a 207 bp (Obr. 1). Frekvence genotypii u ndmi sledovaného souboru telat
(n=83) byly nésledujici: genotyp AA 7,2 %, genotyp AB 45,8 % a genotyp BB 47,0 %.
Frekvence alel byly 0,30 pro alelu A a 0,70 pro alelu B (Tab. 2).

K podobnému vysledku frekvenci alel dospéli Woolard et al. (1994), kteii ve vétsing

ptipadii nestejnorodé populace 195 Holstynskych krav a 19 bykd zaznamenali alelické
frekvence 0,15 pro alelu A a 0,85 pro alelu B.

Nizsi frekvenci alely A detekovali také Moody et al. (1995), ktefi zjistili genotyp 103
Cistokrevnych zvitat riznych plemen skotu. Zjisténé frekvence pro alelu A byly nasledujici:



pro plemeno Aberdeen Angus (n=19) 0,45, Holstynské (n=17) 0,26 , Hereford (n=45) 0,21,
Gelbvieh (n=17) 0,18 a pro plemeno Brahman (n=5) 0,10.

U genu DGATI je pro obé alely charakteristicky prouzek o délce 372 bp. U genotypu
MM se vyskytuje navic fragment 238 bp a u genotypu TT fragment 174 bp (Obr. 1).
Frekvence genotypti u nami sledovaného souboru telat byly néasledujici: genotyp MM 49,4 %,
genotyp TM 37,3 % a genotyp TT 13,3 %. Frekvence alel byly 0,68 pro alelu M a 0,32 pro
alelu T (Tab. 2). Frekvence genotypu a alel jsou v souladu s pracemi autorti Thaler et al.
(2002), kteti rovnéz uvadeji vyssi zastoupeni alely M v populaci holstynského skotu v Evropé.

Obr.1 Vysledné produkty $tépeni obou gent
PITI DGATI

BB AB BB AB M

Tab. 2 Frekvence genotypu a alel

Gen PITI1
Genotyp Cetnost N Alela Cetnost
AA 7,2 % 6
A 0,30
AB 45,8 % 38
B 0,70
BB 47,0 % 39
Gen DGATI
Genotyp Cetnost N Alela Cetnost
MM 49,4 % 41
T 0,68
™ 37,3 % 31
M 0,32
TT 13,3 % 11




Vyhodnoceni asociaci genotypu obou genii a zivé hmotnosti je patrné z tabulek
(Tab. 3 a Tab. 4). Telata v 1. skupiné (tj. ve stafi do 59 dni) dosahovala primérné hmotnosti
54,7 kg. V této skupin€ se vyskytoval pouze jediny piipad genotypu AA v genu PIT] a telata
s genotypem AB resp. BB doséhla primérné hmotnosti 53,6 kg resp. 55,4 kg. Je zde patrna
mirné vyssi hmotnost telat genotypu BB. Podobné vysledky pro gen PITI publikovali i Falta
et al. (2005). Pokud jde o gen DGATI, nejvyssi hmotnosti dosahla telata genotypu TT, ale
tento genotyp zde byl zastoupen pouze ve dvou ptipadech. Skupina II (ve véku 60-119 dni)
dosahovala primérné hmotnosti 101,4 kg. V této skupiné je patrnd mirnd tendence k vyssi
hmotnosti pro genotyp BB a MM. U III. skupiny telat (ve véku 120-179 dni) byla zjisténa
primérnd hmotnost 155,6 kg. Nejvyssi hmotnosti zde dosahovali heterozygoti s genotypem
AB a TM. Ve skupin¢ IV. ( telata star$i nez 180 dni) s primérnou hmotnosti 240,6 kg byla
nejvyssi hmotnost zaznamenana u genotypu AA, zastoupeného pouze tfemi telaty a u
genotypu TT.

Ackoli jsou ve skupinach patrné rozdily mezi zivou hmotnosti telat riznych genotypu,
statistickd analyza GLM procedurou s regresi na vek telat neprokazala prikazné rozdily
(P<0,05) mezi genotypy kandidatnich genti PIT/a DGATI. Dulezitym faktem je i to, Ze
hodnota objasnéné variance (tj. vlivy plisobici na ukazatel hmotnosti, v naSem piipad¢ vek)
byla 96%.

Tab. 3 Vliv variability genu PIT1 na hmotnost telat v urCitém véku

. X Pocet vazeni Primérna hmotnost
Skupina Sx Vx P
(kg) AA AB BB AA AB BB
L 54,7 17,11 0,07 1 115 | 570" 536 554 NS

II. 101,4 1923 0,13 4 28 29 1004 100,8 102,1 NS
I11. 155,6 306,3 0,11 3 19 19 158,2 163,1 148,8 NS
IV. 240,6 1336 0,15 3 20 11 247,5 242,8 2350 NS

n=1

Tab. 4 Vliv variability genu DGAT1 na hmotnost telat v uréitém véku

. X Pocet vazeni Priumérna hmotnost
Skupina Sx Vx P
(kg) MM T™ TT MM ™ TT
I. 54,7 17,11 0,07 14 11 2 55,1 53,6 58,5 NS
II. 101,4 1923 0,13 28 28 5 103,7 99,7 97,8 NS
I11. 155,6 306,3 0,11 22 15 4 1556 157,0 152,4 NS
Iv. 240,6 1336 0,15 18 8 8 241,0 236,8 2442 NS




ZAVER
Podafilo se nam zjistit genotypy obou genid u vSech sledovanych telat (n=83) a
vysledné frekvence genotypii a alel jsou v souladu s vysledky uddvanymi ostatnimi autory.

Statisticka analyza neprokézala zadné rozdily v zivé hmotnosti telat (P<0,05) mezi genotypy
kandidatnich gent PIT1 a DGATI.
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