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Al V zadnjih desetletjih je ob hitrem razvoju molekularne genetike prislo do

odkritja precejSnjega Stevila potencialnih povezav med genetskimi
polimorfizmi in lastnostmi kakovosti mesa. V nas$i raziskavi smo preverili
frekvence kandidatnih genov CAST, LEP, SCD1, CAPN1 in DGAT1 ter
njihov vpliv na lastnosti kakovosti govejega mesa. Analizirali smo meso 116
slovenskih bikov lisaste pasme, vklju¢enih v preizkus potomcev. Opravili
smo analize mesa (vklju¢no z barvo, trdoto mesa, izgubo mesnega soka, pH)
in genotipizacijo ter statisti¢no ovrednotili vpliv genov na kakovost mesa. Vsi
analizirani geni so v Hardy-Weinbergovem ravnotezju, kar pomeni, da na
njihovo razporeditev v populaciji niso vplivali dejavniki selekcije. Pri genu
DGAT1 genotipa KK nismo nasli, medtem ko je bila frekvenca genotipov AA
94 % in KA le 6 %, kar nakazuje na fiksacijo alela A. Pri LEP je bila
frekvenca genotipov pri AA 62 %, AB 35 % in BB le 3 %. Pri CAPNL1 so bile
frekvence genotipov podobno razporejene kot pri LEP, in sicer CC 6 %, CT
36 % in TT 58 %. Frekvence genotipov pri CAST so CC 22 %, CG 42 % in
GG 36 %. Genotipi na lokusu SCD1 so imeli frekvence AA 32 %, AV 46 %
in VV 22 %. Pri vseh proucevanih genih smo nasli statisti¢no znacilne vplive
na kakovost mesa. CAST nakazuje vpliv na marmoriranost in delez vode v
mesu, LEP vpliva na zamascenost, izcejo mesnega soka in barvo mesa, SCD1
in DGAT1 vplivata na koli¢ino mascobe, marmoriranost in barvo mesa,
CAPN1 pa nakazuje vpliv na debelino misice. Gena LEP in SCD1 bi bilo
smiselno uporabiti pri selekciji, ker imata mocan vpliv na lastnosti kakovosti
mesa in bi z njima lahko bistveno izboljsali kakovost mesa.
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AB Progress in molecular genetics has revealed several possibilities to implement

selection for meat quality. Rapid development of molecular genetics in recent
decades led to the discovery of a significant number of potential associations
between genetic polymorphisms and meat quality traits. In our study we
estimated genotype frequencies for candidate genes CAST, LEP, SCD1,
DGAT1 and CAPN1 and their association with beef quality traits. We
analyzed meat samples from 116 Slovenian Simmental bulls involved in the
offspring test. Meat quality traits were evaluated (color, tenderness, drip loss,
pH ...) and genotyping was performed. The effect of genes on meat quality
was statistically evaluated. All of the analyzed genes were in Hardy-Weinberg
equilibrium, meaning that their distribution in the population was not affected
by selection. The genotype KK at DGAT1 locus was not present, while the
frequency of the AA and KA genotypes were 94% and 6%, respectively. The
frequencies of LEP genotypes were 62%, 35% and 3% for AA, AB and BB,
respectively. The genotype frequencies in the case of CAPN1 were similarly
distributed, CC 6%, CT 36% and TT 58%. For CAST genotype frequencies
were 22%, 36%, 42% for CC, CG and GG genotype, respectively. Genotype
frequencies of SCD1 gene were 32% AA, 46% AV and 22% VV. All the
studied genes affected meat quality traits. CAST was associated with water
content, LEP had impact on fatness, drip loss and meat color, SCD1 and
DGATL1 influenced fat content, marbling and meat color, CAPN1 affected the
thickness of muscle. Based on our results we can confirm that investigated
polymorphisms, especially those in LEP and SCD1 genes could be
implemented in selection schemes.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

BTA kromosom pri govedu (Bos taurus)
CAPN1 gen p-kalpain

CAST gen kalpastatin

DGAT1 gen diacilglicerol O-aciltransferazo 1

ID identifikacijska Stevilka
IMM intramuskularna masc¢oba
LD miSica longissimus dorsi

LEP gen leptin

LS lisasta pasma

Ismean  ocenjena srednja vrednost

Mb?* deoksimioglobin

MMb3*  metmioglobin

MTP masa toplih polovic

MUFA  enkrat nenasi¢ene mascobne kisline
OMb?*  oksimioglobin

PCR verizna reakcija s polimerazo

R? determinacijski koeficient

SCD1 gen stearoil-koencim A desaturaza 1
see standardna napaka ocene

WBSF Warner-Bratzler strizna sila
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1 uvOoD

Potro$niki se vedno bolj zavedajo, da je kakovost mesa lahko razli¢na, zato morajo
pridelovalci in predelovalci mesa paziti na Stevilne dejavnike, da kakovost ohranjajo. Na
kakovost mesa poleg okoljskih dejavnikov, med katere sodijo prehrana zivali, nacin reje,
ravnanje z zivalmi pred in med zakolom ter kasneje z mesom, vplivajo tudi genetski
dejavniki.

V Sloveniji je najbolj razSirjena lisasta pasma (LS) goveda, ki predstavlja 31 % vse
populacije goveda (Sadar in sod., 2015). Pasma je za naSe rejce zanimiva, ker gre za
kombiniran tip goveda, ki se uporablja tako za mleko kot za meso. V Sloveniji se je LS
pojavila ob koncu 19. stoletja. Leta 1932 je bila ustanovljena Zveza selekcijskih drustev, s
¢imer se je tudi zacela selekcija zivali LS. Najprej je selekcija potekala tako, da so odbirali
boljse zivali na podlagi koli¢ine mleka, plodnosti in koli¢ine mesa, kasneje pa s pomocjo
izratunov plemenskih vrednosti na podlagi preizkusa potomcev. Ceprav je, kot Ze
omenjeno, kakovost mesa pomembna tako za predelovalce kot za potrosnike, ni vklju¢ena
v selekcijske programe. Razloge lahko pripiSemo kompleksnosti lastnosti, zapleteni
metodologiji dolo¢anja in nizkim heritabilitetam (Jenko in sod., 2013).

Napredek na podroc¢ju molekularne genetike je odprl ve¢ moznosti za izvajanje selekcije na
kakovost mesa. V zadnjih desetletjih je namre¢ ob hitrem razvoju molekularne genetike
prislo do odkritja precej potencialnih povezav med genetskimi polimorfizmi in lastnostmi
kakovosti mesa (Ibeagha-Awemu in sod., 2008). Izmed mnogih odkritih so kandidatni geni
CAST, LEP, SCD1, CAPN1 in DGAT1 povezani s fizioloskimi procesi, ki bi lahko
neposredno vplivali na razlicne lastnosti kakovosti mesa. Pri doloCenih polimorfizmih
omenjenih genov je bila povezava tudi Zze dokazana (Li in sod., 2013), vendar gre pri tem
za druge pasme oz. tuje populacije goveda. Zato smo se odlo¢ili preveriti povezavo med
genetskimi oznacevalci na naStetih kandidatnih genih in lastnostmi kakovosti mesa pri
bikih iz slovenske populacije, vkljuenih v preizkus potomcev. Ceprav se selekcija na
kakovost mesa pri nas ne izvaja, so zivali podvrZzene dolo¢enim selekcijskim pritiskom, saj
odbiranje poteka glede na proizvodne lastnosti, ena izmed njih je tudi mesnatost, selekcija
nanjo pa bi lahko imela negativne ucinke na kakovost mesa.

Z raziskavo Zelimo ugotoviti frekvence genotipov na preiskovanih genih v nasi populaciji
bikov LS in morebitne vplive selekcije (morebitno zmanjSanje frekvence dolocenih
alelov). Kjer bo struktura podatkov to dopuscala, bomo preverili povezave (vplive)
polimorfizmov na kandidatnih genih na parametre kakovosti mesa. Raziskava naj bi
pojasnila povezave izbranih kandidatnih genetskih oznacevalcev z lastnostmi kakovosti
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govejega mesa. Ugotovljene frekvence genotipov bodo prva tovrstna informacija za
slovensko populacijo LS.

V raziskavi smo preverili hipoteze:

o frekvence genotipov na lokusih CAST, LEP, SCD1, CAPNL1 in DGAT1 nakazujejo

ucinek selekcije;

e genetski oznacevalci CAST, LEP, SCD1, CAPN1 in DGAT1 vplivajo na lastnosti
kakovosti mesa.
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2 PREGLED OBJAV
21 KAKOVOST MESA

Lastnosti kakovosti mesa se delijo na senzori¢ne (mehkoba, so¢nost, aroma, okus ...),
prehransko-fizioloske (hranilna vrednost, vsebnost mineralov, mas¢ob oz. masc¢obno-
kislinska sestava ...), tehnoloSke (sposobnost veza vode, pH, barva, obstojnost) in
higiensko-toksikoloske (prisotnost patogenih mikroorganizmov, ostankov antibiotikov ...)
lastnosti. Ker se okusi razlikujejo, je tudi ocena kakovosti pri izbiri in odlo¢anju potros$nika
za nakup dokaj subjektivna. Izmed lastnosti kakovosti mesa je ena najpomembnejSih
lastnosti barva mesa, ker je to prva lastnost mesa, ki jo potro$nik vidi in na podlagi katere
se odloca za nakup. Odvisna je od vrste/pasme Zivali, starosti, spola, prehrane, stresa med
transportom in ne nazadnje od tipa/vrste miSice. Pigment, ki je v prvi vrsti odgovoren za
barvo mesa, je mioglobin (Mancini in Hunt, 2005). Gre za enoverizen globularen protein,
njegova naloga pa je transport kisika. VV mesu obstajajo tri glavne oblike mioglobina:
deoksimioglobin (Mb?*), oksimioglobin (OMb?*) in metmioglobin (MMb®"). Vsaka od teh
oblik mioglobina da mesu druga¢no barvo. V pogojih, kjer je zelo malo kisika, govorimo o
Mb?*, kar je razlog za temno rde¢e meso. Ko pa Mb?* dodamo kisik, pride do oksigenacije
in dobimo OMb?*, kar se na mesu odraza v svetlo rdei barvi, zna&ilni za sveze meso. Ce v
mesu pride do oksidacije, govorimo o MMb®*, ki da mesu sivorjavo barvo. Mb?* in OMb?*
imata Zelezo vezano v obliki Fe?*, MMb** pa v obliki Fe3*.

Najpogostejsi postopki, ki se uporabljajo za merjenje barvne mesa, so vizualna ocena,
spektrofotometrija in odbojna kolorimetrija. Najpogosteje se uporablja kolorimetrija, ki jo
merimo s kromometrom, ki doloCi parametre barve na podlagi CIE L* a* b* sistema. V
tem barvnem prostoru nam L* definira svetlost, vi§je vrednosti pomenijo svetlejSo, niZje pa
temnejSo barvo; a* oznacuje rdeco/zeleno barvo, vecji je a*, bolj je barva rde€a, man;jsi kot
je a*, bolj je zelena; b* pa oznacuje modro/rumeno barvo (vecji je b*, bolj je barva
rumena, manjsi kot je b*, bolj je modra). Svetlost se meri v obmoc¢ju od 0 do 100, barvni
komponenti a* in b* pa v obmoc¢ju od —60 do +60 (Sharifzadeh in sod., 2014). Barva in
tekstura mesa sta tesno povezani z lastnostmi mesa, kot so sposobnost zadrzevanja vode,

intramuskularna mascoba in vsebnost beljakovin.

Druga pomembna lastnost kakovosti mesa je intramuskularna mascoba (IMM), saj da mesu
okus in so¢nost. Nalaganje mascobe pri govedu poteka v razli€nih fazah rasti. Najve¢ IMM
se nalozi v fazi pubertete, zato je kolicina IMM moc¢no odvisna od starosti zivali ob zakolu.
Delez mascobe je odvisen tudi od pasme in spola zivali. Pri isti starosti so pasme, ki pozno
spolno dozorijo (lisasta, limuzin in Sarole pasma), lazje kot hitro zrele pasme (angus in
hereford) in zato tudi manj zamascene (Wheeler in sod., 2005). Prav tako je pri moskih
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zivalih pomembno, ali so kastrirane, ker raven moskih spolnih hormonov pomembno
vpliva na nalaganje mascob, njihov anaboli¢ni u¢inek pa na rast miSic. Kastrirane zivali
nalagajo ve¢ mascob, medtem ko imajo moske zivali vecji delez mesa (Warris, 2000).
Koli¢ino IMM v mesu lahko opisSemo tudi kot marmoriranost. Stopnja marmoriranosti je
povezana tudi z intenzivnostjo okusa in arome. Nizka vsebnost IMM negativno vpliva na
mehkobo in socnost mesa. Visoka vsebnost IMM da dobre rezultate pri senzoricnem
ocenjevanju, vendar mora mascoba presegati 2 % (Warris, 2004). Zaradi subjektivnega
ocenjevanja stopnje marmoriranosti je povezavo med genetskimi polimorfizmi in
marmoriranostjo tezje najti kot pa povezavo z mehkobo mesa. V praksi to pomeni, da
potebujemo ve¢ ocen, da dobimo dovolj natan¢ne podatke, ki jih nato uporabimo pri
napovedi genskih uc¢inkov (Hocquette in sod., 2007).

Trdota oz. mehkoba je prav tako pomemben parameter pri dolo¢anju kakovosti mesa.
Mehkoba mesa je odvisna od miSice — razlicne miSice na klavnem trupu imajo razli¢no
mehkobo, kar je posledica razli¢nih vsebnosti kolagena in IMM. Na mehkobo mesa vpliva
tudi starost zivali, starejSe Zivali imajo trSe, bolj Zilavo meso kot mlade zaradi povecanja
stopnje netopnega kolagena (Lepetit, 2007). Razli¢na stopnja mehkobe je lahko tudi
posledica razli¢nih faz kréenja sarkomer ob nastopu mrtvaske okorelost (lat. rigor mortis).
Koohmaraie (1996) navaja, da je pri razlicnem mesu dolZina zorenja odvisna od vrste
zivali. Za maksimalen ucinek zorenja mesa je govedino treba zoreti 10-14 dni, jagnjetino
7-10 dni in svinjino 4 dni. Ena izmed metod merjenja mehkobe v mesu je Warner-Bratzler
strizna sila (WBSF). Metoda je bila razvita v zacetku 30. let prejSnjega stoletja in temelji
na sili, ki je potrebna, da prereZemo nek predmet na dva dela (Warris, 2004).

Najpomembnejsa tehnoloska lastnost mesa je sposobnost vezave vode, ki je pomembna
predvsem pri nadaljnji obdelavi mesa. Izmerimo jo lahko v treh razli¢nih fazah: izguba pri
svezem mesu, izguba po zamrzovanju oz. taljenju mesa in po termi¢ni obdelavi (kuhanje,
pecenje) (Lawries in Ledward, 2006). Slaba sposobnost za vezavo vode se pri svezem
mesu kaze v izgubi mase in neprivlatnem videzu mesa, med termic¢no obdelavo pa tako
meso izgubi veliko vode, zato je suho, trdo in neokusno. Sposobnost vezave vode je
odvisna od zmogljivosti beljakovin, da vodo vezejo, in celi¢ne strukture miSic, da vodo
ujame in zadrzi. Med proteini so v ta proces najbolj vkljuceni miofibrilni proteini, njihova
sposobnost vezave pa je odvisna od vrednosti pH, ionske moci in stopnje oksidacije (Huff-
Lonergan in Lonergan, 2005). Na sposobnost vezave vode vplivajo tudi postopki pred
zakolom in takoj po zakolu. Dolgotrajen stres Zivali pred zakolom ima za posledico temno,
¢vrsto in suho meso (TCS), medtem ko v primeru hitrega padca vrednosti pH in
neustreznega hlajenja klavnega trupa po zakolu dobimo bledo, mehko in vodeno meso
(Koohmaraie, 1996).
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Parametri kakovosti mesa, kot so vrednost p, barva, sposobnost za vezavo vode, vsebnost
IMM in trdota, so odvisni od poteka posebnih fizioloskih procesov, kot je metabolizem
nadzorom genov. Izmed mnogih odkritih so kandidatni geni CAST, LEP, SCD1, CAPNL1 in
DGAT1 povezani s fizioloskimi procesi, ki bi lahko neposredno vplivali na razlicne
lastnosti kakovosti mesa. Pri doloCenih polimorfizmih omenjenih genov je bila povezava
tudi ze dokazana (Li in sod., 2013).

2.2  CAST IN CAPN1

Kalpastatin je fizioloski inhibitor kalpaina (od kalcija odvisna proteinaza), ki je vkljucen
tako v proces metabolizma miofibrilarnih proteinov in vivo kot tudi v posmrtne
proteoliti¢ne procese in s tem mehcanje mesa (Goll in sod., 2003). Vplival naj bi tudi na
raven izrazanja genov, ki kodirajo strukturne ali regulatorne proteine. V druzini
kalpainskih proteaz je p-kalpain (CAPN1) odgovoren za razgradnjo miofibrilarnih
proteinov, medtem ko kalpastatin (CAST) inhibira p-kalpain in m-kalpain (CAPN2) in s
tem uravnava posmrtno proteolizo (Calvo in sod., 2014). Encim p-kalpain je nevtralna, s
kalcijem aktivirana nelizosomalna znotrajceli¢na cisteinska proteinaza. Kalpaini sesalcev
vklju€ujejo zelodéno specificne in misi¢no specificne encime. Ti encimi so sestavljeni iz
heterodimerov z razli¢no velikimi kataliticnimi podenotami, povezanimi z malimi
regulatornimi podenotami (GeneCards, 2015). Sistem miSi¢nih kalpainov je pomemben pri
metabolizmu miSi¢nih proteinov in vzpostavljanju ravnotezja med rastjo in razgradnjo
(Goll in sod., 2003), medtem ko je dejavnost kalpainov po zakolu eden od glavnih
dejavnikov miofibrilarne trdote mesa (Koohmaraie, 1994; Corva in sod., 2007) in
spreminjanja barve (Pinto in sod., 2011).

CAST je gen za kalpastatin, nahaja se na BTA7 in ima pri govedu odkritih Ze veliko
polimorfizmov. Najpogosteje se omenjajo SNP2870, ki se nahaja na 3' neprevedeni regiji
(untranslated region) in je sestavljen iz nukleotidne substitucije C v T (Casas in sod.,
2006), drugi, ki se nahaja na eksonu 3, je oznacevalec C/G (Schenkel in sod., 2006), tretji
pa se nahaja na eksonu 12, ki je enak kot pri ¢loveku. Pri slednjem so ugotovili, da gre za
zamenjavo G/C na polozaju 1460 v eksonu. Juszczuk-Kuiak in sod. (2004) so z
racunalniSko analizo mutacije prikazali, da gre za zamenjavo serina in treonina na 20.
polozaju aminokislinskega zaporedja proteina CAST. Omenjeni oznacevalec gena CAST
ima vpliv na izgube pri kuhanju, barvo (Juszczuk-Kubiak in sod., 2004) in trdoto mesa
(Juszczuk-Kubiak in sod., 2004; Corva in sod., 2007).

CAPNL1 je gen za p-kalpain in se nahaja na BTA29. Pri tem genu je bilo pri govedu
odkritth Ze ve¢ kot 100 razlicnih polimorfizmov (SNP). Med njimi izstopajo Stirje
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polimorfizmi, dva nesinonimna (G316A in V5301) in dva v intronu (C4685T in C4751T),
ki imajo pomembne ucinke na trdoto mesa. C4685T se nahaja v 14. intronu, gre pa za
zamenjavo T/C na polozaju 4685 (Smith in sod., 2000).

23 LEP

Leptin je peptidni hormon. Sintetizira in izloca se iz belih mascobnih celic in opravlja
pomembno vlogo pri uravnavanju telesne teze, proizvodnji mleka, zauzivanju krme,
delovanju imunskega sistema in razmnozevanju (Block in sod., 2001). Leptin se veze na
receptorje, v glavnem locirane na nevropeptidih-Y-nevronov, ki se pojavljajo tudi v
hipotalamusu in imajo klju¢no vlogo pri integraciji vnosa hrane s statusom telesne
energije. Ko se zival za¢ne zama$Cevati, se izlo¢i ve¢ leptina, kar ima za posledico
zmanjs$anje vnosa krme in povecanje porabe energije (Wayne in sod., 1995). Pri kravah
molznicah povecanje mlecnosti spremljata bolj negativna energetska bilanca v zgodnjem
obdobju laktacije in slabsa plodnost. Koncentracija hormona leptina je visoka v pozni
brejosti in se zniza na najnizjo tocko ob porodu. To nakazuje uravnavanje porabe energije s

pomocjo leptina (Liefers in sod., 2005).

Gen za leptin (LEP) se nahaja na BTA4 in ima visoko stopnjo ohranjenosti zaporedja
(podobnosti) pri razliénih vrstah. Zaporedje gena LEP vsebuje ve¢ kot 15.000 baznih
parov, sestavljajo pa ga trije eksoni, ki so loceni z dvema intronoma (Stone in sod., 1996).
V intronu 2 je bil najden oznacevalec Sau3Al, substitucija citozina s timinom, posledica pa
je sprememba aminokisline arginin v cistein na 2059. poloZaju proteina (Moravc¢ikova in
sod., 2012). Leptin je kodiran z enim prepisom priblizno 4,5 kbp, primarno izraZzenim v
adipoznem (mascobnem) tkivu. Za polimorfizme na genu LEP so dokazali vpliv na
marmoriranost mesa (Li in sod., 2013), preko apetita vpliva tudi na maso zivali (Nkrumah
in sod., 2005), koli¢ino mleka (Liefers in sod., 2002) in delez mas¢ob v mleku (Javanmard
in sod., 2010). Potencial leptina je velik, saj bi lahko preko njega uravnavali ve¢ lastnosti
hkrati, od plodnostnih do koli¢ine ter kakovosti mleka in mesa.

24  SCD1

Stearoil-koencim A desaturaza 1 je encim, ki sodeluje pri biosintezi mascobnih kislin,
predvsem pri sintezi oleinske kisline (GeneCards, 2015), pri desaturaciji nasicenih
mascobnih kislin v enkrat nenasi¢ene mascobne kisline (MUFA) (Li in sod., 2013). Poleg
omenjenega ima pomembno vlogo tudi pri uravnavanju oksidacije mascobnih kislin,
sodeloval pa naj bi tudi pri nekaterih vidikih energetske homeostaze, kot so lipogeneza,
lipidna oksidacija in termogeneza (Flowers in Ntambi, 2008). Ta encim je prisoten v
Stevilnih tkivih, kot sta masc¢obno in jetrno, njegovo izrazanje pa nadzirajo inzulin, jetrni X



Horvat Aleksi¢ A. Vpliv polimorfizmov izbranih kandidatnih genov na kakovost mesa ... lisaste pasme. 7
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, 2016

receptor (LXR), vezavni proteini za sterolni regulatorni element (SREBP-1c), leptin in
receptorji, aktivirani s peroksisomskimi proliferatorji (PPAR) (Paton in Ntambi, 2008).

SCD1 je gen za stearoil-koencim A desaturazo 1 in se nahaja na BTA26. V eksonu 5 se
nahaja oznacevalec, ki kodira razli¢ni aminokislini, alanin ali valin (A293V). Oznacevalec
na genu SCD1 je povezan z mas¢obnokislinsko sestavo mleka (Mashhadi in sod., 2013) in
mesa (Smith in sod., 2009). Taniguchi in sod. (2004) so ugotovili, da lahko valin spremeni
kataliti¢no dejavnost encima v primerjavi z alaninom; ugotovili so, da je bil pri japonskem
¢rnem govedu alel A (alanin) pogosteje povezan z visjo vsebnostjo MUFA v klavnem
trupu.

25 DGAT1

DGATL1 je gen za encim diacilglicerol O-aciltransferazo 1, ki katalizira kon¢ni korak v
sintezi triacilglicerola, kjer za substrat uporabi diacilglicerol in acil CoA (GeneCards,
2015; Winter in sod., 2002). Nahaja se na BTA14. Dinukleotidni oznacevalec na eksonu 8
povzroci spremembo v aminokislinskem zaporedju proteina iz lizina (K) v alanin (A) na
polozaju 232 (K232A) (Winter in sod., 2002). Studije kaZejo na povezavo med genom
DGATL1 in metabolizmom intramuskularne mas¢obe v mesu (Thaller in sod., 2003; Yuan in
sod., 2013) in koli¢ino mas¢obe v mleku (Winter in sod., 2002). Pri alelu K pa je bil
dokazan vpliv na vsebnost intramuskularne mas¢obe v dolgi hrbtni misici goveda (Kong in
sod., 2007) in na debelino podkoZzne maScobe (Curi in sod., 2011). Problem pri genu
DGAT1 je ravno v odsotnosti alela K v nekaterih populacijah (Karolyi in sod., 2012).
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3 MATERIAL IN METODE DELA
3.1 STRUKTURA PODATKOV

Analize smo izvedli na 116 vzorcih bikov iz preizkusa potomcev LS s preverjenim in
potrjenim poreklom. Zivali so bile potomci bikov v preizkusu, ki se uporabljajo za
osemenjevanje, pri ¢emer je bilo vkljucenih od dva do pet potomcev po posameznem biku.
Biki so bili vzrejeni v enakih razmerah reje v hlevih ZIPO Lenart (ZIPO Zivinoreja
poljedelstvo Lenart, d. 0. 0.) v obdobju od leta 2010 do 2014. V zakol so §li v razlicno
velikih skupinah, od 1 do 5 Zivali hkrati, med letoma 2011 in 2015. Povprecna starost
bikov ob zakolu je bila 541 + 34 dni (od 447 do 629 dni). Povprecna masa toplih polovic
(MTP) je bila 410 + 35 kg (od 319 do 518 kg).

3.2  VZORCENIJE MESA

Z identifikacijsko stevilko smo v klavnici pridobili podatke o MTP, mesnatosti in
zamascenosti po klasifikaciji EUROP. Na klavni liniji smo 2 dni po zakolu bikov klavni
trup prerezali za zadnjim rebrom (slika 1). Za nadaljnje laboratorijske meritve smo v
kavdalni smeri od omenjenega reza odvzeli priblizno 15 cm vzorec misice longissimus
dorsi (LD) skupaj s pripadajo¢imi kostmi in ostalimi tkivi. Na digitalnih fotografijah
prereza smo ocenili marmoriranost LD na skali od 1 do 10, s programom LUCIA.NET
1.16.5 software (Laboratory Imaging, s. r. 0.) pa dolocili debelino in povr§ino miSice in
pripadajoega mas¢obnega tkiva po metodiki, opisani v Skrlep in sod. (2013).

Slika 1: Prerez klavnega trupa in razrez misice (Skrlep in sod., 2013)

Figure 1: Cross-section of a carcass and cutting muscles (Skrlep et al., 2013)
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3.3  ANALIZE MESA

Vzorec miSice LD smo v laboratoriju izkostili in ocistili povrSinske mascobe in vezivnega
tkiva (slika 1). Misico smo razdelili na dva enaka dela (2 x 5 cm), od katerih smo na enem
opravili meritve takoj, drugega pa smo stehtali in vakuumsko zapakirali ter ga na
hladilniski temperaturi hranili dva tedna (slika 5). Pri vsakokratnih analizah (tako na svezi
misici kot po 2-tedenskem shranjevanju) smo 5 cm odsek miSice zopet razdelili na dva
enaka dela (2 x 2,5 cm), enega smo vakuumsko zapakirali in shranili v zamrzovalnik ter
kasneje na njem opravili naslednje meritve:

e izguba po odtaljevanju (¢ez no¢ smo vzorec odtalili v hladilniku, ga na grobo
osusili s papirnato brisaco, stehtali in izracunali razliko v masi pred odtaljevanjem
in po njem (Skrlep in sod., 2013));

e izguba mase pri kuhanju (v vzorec smo vstavili sondo termometra in ga dali v visok
steklen kozarec. Te kozarce smo prestavili v vodno kopel in vzorce kuhali, dokler
temperatura mesa ni dosegla 71 °C. Nato smo meso grobo osus$ili s papirnato

brisato, stehtali in izraunali razliko v masi pred in po kuhanju (Skrlep in sod.,
2013));

e meritve strizne sile/trdote kuhanega mesa (slika 2). Po prej omenjenem postopku
skuhane vzorce smo pokrili s polipropilensko folijo in jih ez no¢ ohladili v
hladilniku. Nato smo s cilindri¢énih nozem (premer 24,5 mm) izrezali tri vzorce vV
silo smo izmerili s pomoc¢jo analizatorja teksture (TA Plus Texture Analyser,
Ametek Lloyd Instruments Ltd), opremljenega s 3 mm debelim topim kovinskim
rezilom z zarezo pod kotom 60° in obremenitveno celico z moc¢jo 500 N. Hitrost
rezila smo nastavili na 3,33 mm/s (20 cm/min), rezali pa smo pravokotno na potek
miSicnih vlaken. Kot rezultat smo upostevali najvecjo silo, izmerjeno med
rezanjem.

Poleg meritve strizne trdote kuhanega mesa smo isto meritev opravili Se pri surovem mesu
po Ze prej opisanem postopku.
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Slika 2: Merjenje trdote/strizne sile mesa (Skrlep in sod., 2013)

Figure 2: Measurement of tenderness/shear force of meat (Skrlep et al., 2013)

Slika 3: Prikaz analiz mesa — barva, pH in izceja po EZ (Skrlep in sod., 2013)
Figure 3: Presentation of meat analyses — color, pH and EZ driploss (Skrlep et al., 2013)
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Na drugem delu vzorca miSice LD smo najprej na sveZzem rezu izmerili parametre barve
L*, a* in b* s spektrokolorimetrom Minolta chroma meter CR-300 (Minolta Co. Ltd),
meritev pa smo ponavljali vsake 15 minut eno uro. Meritve so bile izvedene v treh
ponovitvah (slika 3a).

Naslednja meritev je bila vrednost pH s pomocjo pH-metra MP120 (Mettler-Toledo
GmbH), opremljenega z vbodno elektrodo. Vrednost pH smo zmerili v dveh ponovitvah in
nato izracunali povprecje meritev (slika 3b).

Poleg ze omenjenih lastnosti, ki opisujejo sposobnost mesa za zadrzevanje vode, Smo
ocenjevali Se izgubo mesnega soka po metodi EZ (Christensen, 2003). Iz vzorca miSice
smo s cilindri¢nih nozem premera 24,5 mm izrezali dva vzorca in ju shranili v posebne
lijakaste posodice (slika 3c), ki so sestavljene iz dveh delov. V zgornji del smo dali
stehtane vzorce, mesni sok, ki se izcedi, pa se je zbiral v spodnjem delu v epruveti podobni
posodici. Po 24 h shranjevanja v hladilniku smo vzorce vzeli iz posodice, jih grobo osusili
s papirnato brisaco in stehtali. Postopek smo ponavljali v dnevnih razmikih v obdobju
enega tedna. Iz razlike med za€etno in kon¢no maso smo izracunali izgubo mesnega soka.

Za doloc¢anje kemicne sestave smo vzorce zmleli v laboratorijskem mlinu Grindomix GM
200 (Retsch GmbH) pri 10.000 obratih/min 10 s. Na mletih vzorcih smo s pomocjo za to
namenjenih posodic s stekleno steno posneli spekter NIR s pomocjo aparata NIR System
model 6500 Spectrometer (NIR System Inc) na obmocju valovnih dolzin od 400 do
2500 nm. Iz spektralnih podatkov smo nato s pomocjo enacb, razvitih na Kmetijskem
institutu Slovenije (Prevolnik in sod., 2005, 2010), napovedali kemi¢no sestavo mesa
(vsebnost intramuskularne mascobe, beljakovin, vode in razmerja beljakovine/voda). Iz
absorbanc pri doloCenih valovnih dolzinah smo dolo¢ili oksidativno stabilnost miSi¢nega
pigmenta, in sicer smo izracunali vsebnost posameznih oksidacijskih oblik mioglobina
(oksi-, deoksi- in met-mioglobina) po enacbi Kubelka-Munk, opisani v Osawa (1995).
Omenjene meritve misi¢nega pigmenta smo izvedli na mletih vzorcih. lzgubo po metodi
EZ in spektrometrijo NIR smo delali samo na svezih vzorcih.



Horvat Aleksi¢ A. Vpliv polimorfizmov izbranih kandidatnih genov na kakovost mesa ... lisaste pasme. 12
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, 2016

Slika 4: Priprava mesa in merjenje spektrometrije NIR (Skrlep in sod., 2013)
Figure 4: Preparation of meat and measuring the NIR spectrometry (Skrlep et al., 2013)
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Slika 5: Shema poteka analiz mesa (Zabjek in sod., 2015)
Figure 5: Diagram of meat analyses (Zabjek et al., 2015)
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3.4  GENETSKE ANALIZE
3.4.1 lzolacija DNA

Izolacija DNA iz vzorcev tkiva je potekala s pomocjo kita QIAamp DNA Mini Kit
(Qiagen). Vzorec mesa v velikosti 5 x 5 mm smo dali v sterilno mikro epruveto ter mu
dodali 180 ul ATL pufra in 20 ul proteinaze K. Mikro epruvete smo nato pretresli s
pomocjo vibracijskega meSalnika (Lab dancer, IKA) in jih ¢ez no¢ inkubirali v vodni
kopeli na 56 °C. Naslednji dan smo vzeli mikro epruvete iz kopeli in jih na hitro
scentrifugirali, pri ¢emer smo vsebino skoncentrirali na dnu epruvete (kapljice iz
pokrovéka in sten padejo na dno). V mikro epruvete smo nato dodali 200 pl AL pufra, jih
zmeSali s pomo¢jo vibracijskega mesalnika in 10 min inkubirali v vodni kopeli na 70 °C.
Po inkubaciji smo mikro epruvete ponovno hitro scentrifugirali in jim dodali Se 200 pl
etanola (96 %), vsebino zmesali z vibracijskim mesalnikom in jih Se enkrat hitro
scentrifugirali. Nato smo vsebino iz mikro epruvete previdno prelili v kolone (ang. mini
spin column) in jih centrifugirali na 8000 rpm 1 min. Po centrifugiranju smo kolone
prestavili v Ciste 2 ml zbiralne epruvete, jim dodali 500 uI AW1 pufra in jih zopet
centrifugirali na 8000 rpm 1 min. Po centrifugiranju smo kolone zopet prestavili v ¢iste
2 ml zbiralne epruvete, jim dodali $e 500 pl AW?2 in centrifugirali pri 14000 rpm 3 min. Na
koncu smo v kolone dodali $e 100 pl AE pufta in pustili stati na sobni temperaturi 10 min.
Kolone smo prestavili v nove sterilne mikro epruvete in jih centrifugirali 1 min na
8000 rpm.

3.4.2 Genotipizacija DNA

Za vsak vzorec smo naredili po 4 verizne reakcije s polimerazo (PCR) za LEP, SCD1,
CAPNL in CAST. Sestava reakcijske zmesi za PCR je navedena spodaj, v preglednici 1 pa
so navedeni zacetni oligonukleotidi, restrikcijski encimi in pogoji restrikcije (temperatura

in ¢as inkubacije). Verizne reakcije s polimerazo smo naredili s SureCycler 8800 Thermal
Cycler (Agilent Technologies), uporabljeni programi pa so opisani v preglednici 2.

Za vse verizne reakcije s polimerazo smo uporabili enako sestavo reakcijske zmesi. PCR
reakcijska zmes za 20 ul reakcijo (LEP, SCD1, CAPNL1 in CAST) je sestavljena iz:

e 10 ul DreamTaqg green PCR master mix (2x),
e 0,8 ul vsakega zacetnega oligonukleotida (2 x 0,8 ul) (preglednica 1),
e 4 ulizolirane genomske DNA,

e 4.4 ul bidestilirane vode.
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Za restrikcijsko reakcijo smo zmeSali:

2,0 ul pripadajocega pufra (preglednica 1),
0,3 ul restrikcijskega encima (preglednica 1),
15 pl produkta PCR,

2,7 ul bidestilirane vode.

Agarozni gel (2 %):

180 ul 0,5x TBE pufer,
3,6 g agaroze,

2 pl EtBr (0,5 pl/ml).

Po obdelavi z restrikcijskim encimom smo produkte PCR locevali na 2 % agaroznem gelu
z dodanim etidijevim bromidom. Po koncani elektroforezi smo gel dali v transiluminator
(Syngene Gene Genius), ga fotografirali in nato iz slik (npr. slika 6) od¢itali rezultate.

Reakcijska zmes PCR za 20 pl reakcijo (DGAT1) pa je sestavljena iz:

10 pl DreamTaq green PCR master mix (2x),

0,4 ul zacetnega oligonukleotida 1 in 4 (preglednica 1),
1,6 pl zacetnega oligonukleotida 2 in 3 (preglednica 1),
4 ul izolirane genomske DNA,

2 ul bidestilirane vode.

Za DGAT1 smo uporabili postopek PCR s stirimi za¢etnimi oligonukleotidi (ARMS-PCR
povzeto po Steinberg in sod., 2009). Produkte PCR smo prav tako loc¢evali s pomocjo
gelske elektroforeze na 2 % agaroznem gelu z dodanim etidijevim bromidom in rezultate
odc¢itali pod transiluminatorjem (slika 7).
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Preglednica 1: Zagetni oligonukleotidi in restrikcijski encimi
Table 1: Primer sequences and restrictions enzymes

Gen Zacetni oligonukleotidi * Restrikcijski encim ** Vir
LEP 5°-tgg agt ggc ttg tta ttt tct tct-3°; Bsp143l (Sau3Al) Morav¢ikova in sod., 2012;
5°-gtc ccc gct tet gge tac cta act-3; 10x Buffer Bsp143| Othman in sod., 2011
(Sau3Al) (37 °C, ez not)
SCD1 5’-ccc att cgc tct tgt tct gt-3°; Ncol Taghizadeh in sod., 2014
5’-cgt got ctt gct gtc gac t-37; Tango buffer
(37 °C, ¢ez noc)
CAPN1 5°-ttc agg cca atc tcc ccg acg-37; Fokl (BseGl (BtsCl) Othman in sod., 2011
5’-gat gtt gaa ctc cac cag gcc cag-3’; Tango buffer
(55 °C, ¢ez not)
CAST 5’-tgg ggc cca atg acg cca tcg atg-3’; Alul Juszczuk-Kubiak in sod.,
5°-ggt gga gca gca ctt ctg atc acc-3; Tango buffer 2004
(37 °C, ¢ez noc)
DGAT1 5’-gtc aac ctc tgg tgc cga gag-3° (1); / Steinberg in sod., 2009

5’-agc tce cce gtt gge cge-3°(2);
5’-tcg tag ctt tgg cag gta aga a-3’ (3)
5’-cac ctg gag ctg ggt gag gaa-3’(4);

*Proizvajalec zacetnih oligonukleotidov je Sigma—Aldrich.
**Proizvajalec restrikcijskih encimov in pripadajocih pufrov je Thermo Scientific.

Preglednica 2: Verizna reakcija s polimerazo
Table 2: Polymerase chain reaction

Gen 1. korak < 2" korgk 3. korak 4. korak
Stevilo ciklov
94 °C, 30 ciklov 25 oC
DGAT1 5 min 94 °C, 65 °C, 72 °C, 5 min] 4°C
30s 30s 30s
94 °C, 30 ciklov 25 oC
LEP 5 min 94 °C, 55 °C, 72 °C, 7 min] 4°C
30s 20s 30s
94 °C, 30 ciklov 25 oC
SCD1 5 min 94 °C, 59 °C, 72 °C, 5 min] 4°C
30s 30s 30s
94 °C, 30 ciklov 75 oC
CAPN1 5 min 94 °C, 62 °C, 72 °C, 7 4°C
. . . 5 min
1 min 2 min 2 min
94 °C, 30 ciklov 75 oC
CAST 5 min 94 °C, 59 °C, 72 °C, 5 min] 4°C
30s 30s 30s
3.5 STATISTICNA OBDELAVA

Podatke smo statisticno obdelali s statisticnim programskim paketom SAS/STAT (2011).
Najprej smo izraCunali frekvenco genotipov in alelov s postopkom FREQ. Hardy-
Weinbergovo ravnotezje smo preverili s programom PLINK 1.9 (Chang in sod., 2015).
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Nato smo pri obdelavi podatkov uporabili statisti¢ni model in postopek GLM (model 1).
Ta model smo uporabili za lastnosti: debelina maS¢obe nad LD, povr§ina mascobe nad LD,
marmoriranost, kemic¢na sestava mesa (IMM, beljakovine, voda in razmerje med
beljakovinami in vodo), oblika mioglobina, pH, trdota mesa in sposobnost vezave vode
(izguba soka zorenega mesa po kuhanju in po odtaljevanju ter izguba po 2 tednih v
vakuumu). Za izgubo soka pri svezem mesu po kuhanju in po odtaljevanju smo modelu
dodali Se starost zivali ob zakolu, pri debelini miSice LD in povrSini miSice LD pa smo v
model dodali MTP (model 2). Za izgubo mesnega soka, merjenega vsak dan v obdobju
enega tedna, in barvo mesa smo uporabili model s postopkom MIXED, kjer smo poleg
genov opazovali tudi vpliv mesta merjenja in ¢asovno obdobje (model 3).

Yiimn = H+C; + K + L+, + Dy, + €40 (1)

Yijimn = H + C + Kj +L +S5 +D, + b(xijklm -X)+ Eijiimn 2)

yijklmno = ,U—l- Ci + Kj + Lk + SI + Dm + M n +To + MTno +Vijk|m + eijklmno (3)

Yigmno = lastnosti kakovosti mesa (debelina misice LD, debelina maS¢obe nad LD, povrsina

miSice LD, povr§ina mascobe nad LD, marmoriranost, kemi¢na sestava mesa (IMM,
beljakovine, voda in razmerje med beljakovinami in vodo), oblike mioglobina, pH, trdota
mesa, sposobnost vezave vode in barva mesa)

M = srednja vrednost

C, = vpliv gena CAST (i = CC, CG, GG)
K ;= vpliv gena CAPN1 (j =TT, CT, CC)
L, = vpliv gena LEP (k = AA, AB, BB)
S,=vplivgena SCD1 (I = AA, AV, VV)
D,, = vpliv gena DGAT1 (m = AA, AK)

b = linearni regresijski koeficient

Xjum = Neodvisna spremenljivka (starost ob zakolu ali MTP)
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x = konstanta (povprecje neodvisne spremenljivke)

M, = mesto meritve 0z. ponovitev meritve (n =1, 2, 3)
T,=cas (0 =0, 15, 30, 45 in 60 min oz. pri tedenskem merjenju je dan od 0 do 7 dni)
MT,, = interakcija med ponovitvijo in ¢asom

Vi = Nakljuéni vpliv vzorca oz. zival (Stevilo zivali = 116)

ijkim

€iikimn » Eijamno — Nakljucna napaka
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4 REZULTATI
41 FREKVENCE GENOV

Genotipi na genu CAST so CC (fragment 474 bp), CG (fragmenta 324 in 474 bp) in GG
(fragment 324 bp). Pri LEP so genotipi AA (fragment 390 bp), AB (fragmenta 390 in
303 bp) in BB (fragment 303 bp). SCD1 ima genotipe AA (fragment 200 bp), AV
(fragmenta 200 in 400 bp) in VV (fragment 400 bp). Genotipi pri CAPN1 so CC (fragment
530 bp), CT (fragmenta 670 in 530 bp) in TT (fragment 670 bp) (slika 6). Pri DGAT1 smo
dobili samo dva genotipa, in sicer AA (181 bp) in KA (369 in 181 bp) (slika 7). Nato smo
izracunali frekvence genotipov in alel (preglednica 3) pri posameznem genskem
oznacevalcu. Ugotovili smo, da je pri DGATL1 kar 94 % preiskovanih zivali homozigotov
AA in samo 6 % heterozigotov KA, medtem ko homozigotov KK v vzoréeni populaciji
bikov sploh ni. Pri testiranju Hardy-Weinbergovega zakona smo ugotovili, da so vsi
genetski oznacevalci v Hardy-Weinbergovem ravnotezju (p > 0,05).

100D

CCTT CT VV AV AA AB AA BB CC GG CG

M M I M

Slika 6: Primer genotipizacije LEP, SCD1, CAPN1 in CAST. M je lestvica 1000 bp
Figure 6: Example of genotyping LEP, SCD1, CAPN1 and CAST. M is DNA ladder 1000 bp
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Slika 7: Primer genotipizacije DGAT1. M je lestvica od 100 do 1000 bp
Figure 7: Example of genotyping DGAT1. M is DNA ladder 1000 bp

Preglednica 3: Frekvence (Stevilo) genotipov in alelov CAST, LEP, SCD1, CAPN1 in DGAT1
Table 3: Genotype and allele frequencies (number) of CAST, LEP, SCD1, CAPN1 and DGAT1

Gen Genotip Alel HWE
Frekvence (Stevilo) Frekvence p

CcC CG GG C G

CAST 0,22 (25) 0,42 (49) 0,36 (42) 0,43 0,57 0.1104
CcC CT TT C T

CAPNL 0,06 (7) 0,36 (42) 0,58 (67) 0,24 0,76 0.9022
AA AV vV A \Y

SCD1 0,32 (37) 0,46 (53) 0,22 (26) 0,55 0,45 0.4028
AA AB BB A B

LEP 0,62 (72) 0,35 (41) 0,03 (3) 0,80 0,20 0,3228
AA KA KK A K

DGAT1 0,94 (109) 0,06 (7) 0,00 (0) 0,97 0,03 0,545

HWE — Hardy-Weinbergovo ravnotezje.
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42  KLAVNE LASTNOSTI

Pri klavnih lastnostih smo ugotovili, da na povrSino miSice ne vpliva noben gen
(preglednica 4), pri debelini miSice pa se je nakazal vpliv pri genih SCD1 (p = 0,0665) in
DGATL1 (p = 0,0746). Pri debelini mas¢obe smo ugotovili teznjo gena SCD1 (p = 0,0965).
LEP vpliva na povrsino mascobe (p = 0,0291), pri ¢emer je imel genotip BB 33 % vecjo
povrsino kot genotip AB in 25 % vecjo kot genotip AA. Pri genu DGAT1 smo ugotovili, da
se nakazujejo razlike pri povrSini mas¢obe (p = 0,0712), pri marmoriranosti pa gena CAST
(p =0,0936) in vpliv gena SCD1 (p = 0,0005). Genotip AA je imel ve¢ kot 20 % manj$o
marmoriranost kot genotipa AV in VV.

Preglednica 4: Ocene srednjih vrednosti in standardne napake za vpliv genov na klavne lastnosti
Table 4: Least square means and standard errors for effect of genes on carcass traits

Debelina Debelina Povrsina Povr$ina Marmoriranost
Lastnosti misice LD? mascobe nad misice LD? maséobe nad
(cm) LD (cm) (cm?) LD (cm?)
N 116 116 116 116 116
R2 (%) 28,4 5,6 39,2 12,1 20,2
CAST CC 7,78 £0,24 0,71 £0,11 105,1 +£0,8 18,1 +1,7 2,0+0,3
CG 8,06 £ 0,22 0,75+£0,10 106,1 £ 2,6 19,7+1,5 24+02
GG 7,87 £0,22 0,72 +£0,10 104,4+2,5 18,5+1,5 24+02
p 0,2160 0,8302 0,6245 0,3065 0,0936
CAPN1 CC 7,.55+0,32 0,73 +£0,14 105,7+3,7 18,4 +£2,2 2,2+0,3
CT | 801021 0,72+ 0,10 104,3 £ 2.5 19,1 1,5 2,4+02
TT | 816020 | 0,72+0,09 105,6 + 2,4 18,8 + 1,4 22+02
p 0,0782 0,9940 0,7164 0,9125 0,4064
LEP AA | 7,70+0,16 0,70 £ 0,07 102,1 £ 1,8 17,42+ 1,1 2,6 £0,2
AB 7,92 +0,18 0,64 £ 0,08 103,6 £ 2,1 15,72+ 1,3 24+0,2
BB 8,09 + 0,45 0,84 £0,20 110,0£ 5,2 23,2° + 3.1 1,9+0,5
p 0,2272 0,4969 0,2035 0,0291 0,1678
SCD1 AA| 809+0,22 0,63 +0,10 104,9+2,5 179+1,5 1,92+0,2
AV 7,72 +0,24 0,77 £0,11 103,9+2,7 19,0+ 1,6 2,45+ 0,2
VvV 7,90+ 0,23 0,78+0,11 106,8 £ 2,7 19,4+ 1,6 2,5b:l:0,2
p 0,0665 0,0965 0,3156 0,4637 0,0005
DGAT1 AA | 816017 0,68 £0,08 106,3+1,9 170+ 1,2 2,40+0,18
AK 7,65 +0,31 0,77 £0,14 104,1 £ 3,6 20,6 £2,2 2,13 +0,33
p 0,0746 0,4907 0,4899 0,0712 0,3739
MTP < 0,0001 / < 0,0001 / /

2_ model 2; vrednosti, oznacene z razli¢nimi rkami, se med seboj statisti¢no zna€ilno razlikujejo (p < 0,05).
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43  KEMICNA SESTAVA, VSEBNOST MIOGLOBINA IN pH VREDNOST

Pri kemicni sestavi mesa smo ugotovili, da na IMM ne vpliva noben od preiskovanih
genov. LEP je vplival na delez beljakovin (p = 0,0324) in razmerje med beljakovinami in
vodo (p = 0,0343). Genotip AA je imel za 1 % manj beljakovin kot genotipa AB in BB.
Gen CAST vpliva na delez vode (p = 0,0387). Meso zivali genotipa GG je imelo znacilno
manjsi delez vode kot meso genotipa CC. Pri oblikah mioglobina (preglednica 6) smo
ugotovili vpliv samo pri MMb?**. Nanj je vplival gen LEP (p = 0,0466), kjer je imel genotip
AA najveéjo vsebnost MMb®" (38,18 %), genotip AB pa najmanjso (37,79 %). Na pH ni
vplival noben gen.

Preglednica 5: Ocene srednjih vrednosti in standardne napake za vpliv genov na kemi¢no sestavo mesa
Table 5: Effect of genes on chemical composition of meat

Lastnosti IMM, % Beljakovine, % Voda, % Razmerje beljakovine
voda
N 100 100 100 100
R2 (%) 9,2 13,7 9,9 13,0
CAST cc 20+04 2222+0,2 74,6° + 0,4 3,43 +0,03
CG 2,6+0,4 22,16+0,2 74,225 + 0,3 3,43+0,03
GG 2,7+£04 22,16 +0,2 73,92 +0,3 3,42 £ 0,02
P 0,1212 0,7440 0,0387 0,9235
CAPN1 cC 22+0,7 22,18+ 0.3 743 £0,5 3,43 £ 0,04
cT 2.5+0,4 22.25+0,2 74,1403 3,40 + 0,02
T 2,6+04 22,16 +0,2 742 +0,3 3,41 £ 0,02
p 0,8238 0,7033 0,9392 0,5622
LEP AA 2,7+0,3 21,882+ 0,2 74,2+ 0,3 3,462 + 0,02
AB 2,5+0,3 22,10°+ 0,2 74,2+ 0,3 3,43° + 0,02
BB 2,1 +0,8 22,61° + 0,4 742 +0.,6 3,377+ 0,05
P 0,5116 0,0324 0,9903 0,0343
SCD1 AA 23+04 2235+0,2 74,1+0,3 3,40 0,02
AV 2,6+0,4 22,08 +0,2 74,4+ 0,3 3,43+ 0,02
\a% 2,4+04 22,16 +0,2 74,1+ 0.4 3,42 £0,03
p 0,7228 0,1412 0,4219 0,2119
DGAT1 AA 2,8+0,3 22,09+ 0,2 74,0 £ 0,3 3,43 £ 0,02
AK 2,1+0,6 22,30+ 0,3 74,4+ 0,5 3,40 0,03
p 0,2325 0,3879 0,2690 0,2708

Vrednosti, ozna¢ene z razli¢nimi ¢rkami, se med seboj statisti¢no znacilno razlikujejo (p < 0,05).
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Preglednica 6: Ocene srednjih vrednosti in standardne napake za vpliv genov na oblike mioglobina in pH
Table 6: Least square means and standard errors for effect of genes on myoglobin oxidative forms and pH

Oblike mioglobina pH—48 ur | pH — po zorenju
Lastnosti Mb?* (%) OMDb?* (%) MMb?" (%) po zakolu (14 dni)
N 116 116 116 114 114
R2 (%) 5.2 8,1 8,7 2,0 38

CAST CcC 46,17 +£ 0,45 16,13 +£0,48 38,06 £ 0,26 5,51 +0,03 5,52 +0,04
CG 46,01 £ 0,41 16,57 £ 0,44 37,89 £0,24 5,50 +0,03 5,54+ 0,04
GG 46,06 + 0,40 16,58 £0,42 37,89 £0,23 5,49 £ 0,03 5,55+0,03

p 0,8813 0,3603 0,5682 0,6984 0,6963
CAPN1 CC 46,01 + 0,59 16,60 £ 0,63 37,94 +0,34 5,51 £0,05 5,55 +0,05
CT | 4620+039 | 16,19+042 | 38,00+023 | 5500,03 552 +0,03
TT | 46,03+038 | 16,50+£040 | 37,87+022 | 549+0,03 5,54 +0,03

p 0,7580 0,4952 0,7851 0,9030 0,7609
LEP AA 45,78 £ 0,30 16,55 +0,32 38,182 £0,17 | 5,50+£0,02 5,53 +0,03
AB | 4558+033 | 17,00+0,35 | 37,79 £0,91 | 5,49 0,03 5,52 +0,03
BB | 46,88+0082 | 15,74+0,87 | 37,84 +047 | 5,52 +0,06 5,56 + 0,07

p 0,2533 0,1551 0,0466 0,7510 0,8557
SCD1  AA | 4588=040 | 16,66+043 | 37,80£023 | 549+003 | 552+0,04
AV | 46,03+043 | 16,54+046 | 37,89+025 | 551+0,03 5,53 +0,04
VV | 4633+043 | 16,08£046 | 3813+025 | 551+0,03 5,56 + 0,04

p 0,4064 0,2419 0,2325 0,6530 0,4463
DGAT1 AA | 4589+031 | 16,58+033 | 37.84+0,18 | 5,51 +0,02 555+0,03
AK 46,27 + 0,58 16,28 £ 0,61 38,04 £ 0,33 5,49 £ 0,04 5,52 +0,05

p 0,4767 0,5927 0,4904 0,7011 0,4398

Vrednosti, ozna¢ene z razli¢nimi ¢rkami, se med seboj statisti¢no znacilno razlikujejo (p < 0,05).

4.4

SPOSOBNOST ZA VEZAVO VODE

Pri genu LEP smo ugotovili, da nakazuje vpliv na sposobnosti za vezavo vode (p = 0,0663)
pri izgubi po odtaljevanju zorenega mesa (preglednica 7) in pri izgubi EZ (preglednica 8).
Ostali geni niso imeli vpliva na meritve za sposobnost vezave vode.
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Preglednica 7: Ocene srednjih vrednosti in standardne napake za vpliv genov na sposobnost za vezanje vode
— izguba po kuhanju in shranjevanju v vakuumski embalazi

Table 7: Least square means and standard errors for effect of genes on water holding capacity — after cooking
and storing in vacuum package

Izguba
Lastnosti Po kuhanju, svez (%)? Po kuhanju, zoren 2 Po 2 tednih v vakuumski
tedna (%) embalazi (%)
N 116 115 113
R? (%) 6,8 6,8 7,8

CAST CC 29,67 + 1,86 38,27+2,72 3,56 £ 0,60
CG 30,79 £ 1,69 37,19 £2,45 3,36 £ 0,54
GG 30,80 + 1,63 35,49 +£2,38 3,41 +0,53

p 0,6551 0,3580 0,9049
CAPN1 CC 30,00+ 2,41 38,43 + 3,51 4,07+0,77
CT 30,53 £ 1,60 36,03 2,35 2,91+0,52
TT 30,73 £ 1,55 36,49 £2,27 3,34+ 0,50

p 0,9363 0,7494 0,1941
LEP AA 29,50+ 1,23 35,17+ 1,79 3,93+0,40
AB 30,15+ 1,37 33,87+1,99 3,87 +0,44
BB 31,61 +3,36 41,90 + 4,89 2,52+ 1,08

p 0,6892 0,2267 0,3948
SCD1 AA 30,59+ 1,67 36,86 2,41 3,70+ 0,53
AV 30,93+ 1,76 37,99 +£2,58 3,45+ 0,57
\"AY4 29,75+ 1,77 36,10 £2,58 3,18+ 0,57

p 0,6571 0,5805 0,5286
DGAT1L AA 31,98+ 1,27 34,76 £ 1,85 3,22+0,41
AK 28,87+ 2,36 39,20 + 3,44 3,65+0,76

p 0,1526 0,1605 0,5385

Starost 0,0753 / /

2_model 2; vrednosti, oznacene z razli¢nimi ¢rkami, se med seboj statisti¢no znaéilno razlikujejo (p < 0,05).
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Preglednica 8: Ocene srednjih vrednosti in standardne napake za vpliv genov na sposobnost za vezanje vode

— izguba pri odtaljevanju in izceji EZ

Table 8: Least square means and standard errors for effect of genes on water holding capacity — thawing loss

and EZ drip loss method

Izguba
Lastnosti Odtaljevanje, svez Odtaljevanije, zoren 2 Izceja EZ (%)3
(%)? tedna (%)
N 110 103 888
R? (%) 13,0 6,7 /
CAST CcC 7,73 £0,93 5,05 +0,52 3,25+0,40
CG 6,61 =0,85 5,06 £ 0,47 3,07 +£0,36
GG 6,65 + 0,82 5,31 +0,45 2,83+0,35
p 0,2150 0,7221 0,3463
CAPN1 CC 6,49 £1,28 4,77 £ 0,69 3,561+£0,52
CT 7,47 +0,81 5,34+0,44 2,82+0,34
TT 7,02 +0,79 5,31+0,43 2,81 +0,33
p 0,5775 0,6779 0,3093
LEP AA 6,45 + 0,63 5,26 £ 0,34 3,43 +0,26
AB 7,42 +0,70 5,90 +0,38 2,94 +0,30
BB 7,11 £1,68 4,26 +0,93 2,77+0,71
p 0,2386 0,0663 0,0854
SCD1 AA 7,26 £ 0,83 5,33 £0,46 3,16 0,35
AV 7,38+ 0,89 4,99 +£ 0,49 3,03+0,38
\"AY4 6,34 + 0,89 5,10+ 0,49 2,95+0,38
p 0,2561 0,6371 0,7690
DGAT1 AA 7,03 £ 0,66 4,98 £ 0,36 2,85+0,27
AK 6,96 £ 1,20 5,30 = 0,65 3,24 £ 0,50
p 0,9456 0,6000 0,3923
Starost 0,0355 / /
Cas / / <0,0001
Mesto meritve / / 0,3585
Cas*mesto meritve / / 0,6076

2_model 2; 3— model 3
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45 TRDOTA MESA

Pri trdoti mesa smo ugotovili, da noben od preiskovanih genov ne vpliva na trdoto mesa
(preglednica 9).
Preglednica 9: Ocene srednjih vrednosti in standardne napake za vpliv genov na strizno trdoto mesa po

Warner-Bratzlerju
Table 9: Least square means and standard errors for effect of genes on Warner-Bratzler shear force

Strizna trdota mesa po Warner-Bratzlerju (N)
Lastnosti Kuhan, sveZ vzorec Kuhan, 2 tedna Surov, svez Surov, 2 tedna
(N) zoren vzorec (N) vzorec (N) zoren vzorec (N)
N 100 100 96 94
R? (%) 7,3 6,9 6,9 5,0
CAST CC 216,4 £20,4 149,6 £ 15,1 64,4 +4,7 60,5 £ 4,4
CG 192,7+ 18,5 146,3 + 13,7 61,7+43 57,6 +4,0
GG 192,5+17,9 152,5+ 13,1 62,0 4,1 58,6 £4,0
p 0,2028 0,8057 0,6986 0,6389
CAPN1I CC 174,0 + 26,4 1356+ 22,3 65,5+ 6,9 57.55+7,15
CT 213,6 17,6 161,8 £ 12,8 61,7+4,0 59,75+3,74
TT 213,94+ 17,0 152,0+ 12,2 60,9 + 3,8 59,35+ 3,54
p 0,2261 0,3546 0,7727 0,9410
LEP AA 209,8 £13,5 139,8 £10,7 66,4 £33 59,91 £3,25
AB 206,4 +£15,0 1453+ 11,2 60,9 = 3,4 62,26 + 3,39
BB 1853 +37,0 1632+ 25,8 60,9 + 8,0 54,48 + 7,47
p 0,7617 0,5442 0,1338 0,4589
SCD1  AA 203,9+ 18,1 144.4 = 13,0 62.9+4,0 5738+ 3,80
AV 193,6 £19.4 145,5+ 14,1 63,8+44 59,52 +4.21
VvV 204,0 £ 19,4 158,5 £ 15,1 61,5+4,7 59,75 £ 4,49
p 0,6508 0,3879 0,7689 0,7151
DGAT1 AA 189,2 £ 13,9 142,5 +10,7 64,4 +3,3 59,61 + 3,26
AK 211,8 £25,9 156,4 £19,2 61,0+£5,9 58,16 +£5,56
p 0,3402 0,4413 0,5417 0,7775

46 BARVA MESA

Ugotovili smo, da geni CAST, CAPN1 in LEP na barvo mesa nimajo vpliva. Vpliv pa imata
SCD1 in DGAT1. SCD1 znacilno vpliva na barvni parameter a* (p =0,0006) in b*
(p = 0,0132) ter nakazuje vpliv na barvni parameter L* (p = 0,0511) pri barvi, merjeni na
svezem vzorcu eno uro v intervalih po 15 min (preglednica 10). Oba parametra sta imela
VV. Pri genu DGAT1 smo ugotovili, da nakazuje vpliv na barvni parameter a*
(p =0,0871), vpliva pa na barvni parameter b* (p = 0,0318) pri barvi, merjeni na sveZzem
vzorcu. Pri vseh teh meritvah pri genu DGAT1 so bile vrednosti pri genotipu AK vecje kot
pri genotipu AA. Pri barvi, merjeni na zorenem vzorcu eno uro Vv intervalih po 15 min
(preglednica 11), in pri barvi, merjeni vsak dan v obdobju enega tedna (preglednica 12), ni
bilo razlik.
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Preglednica 10: Ocene srednjih vrednosti in standardne napake za vpliv genov na parametre barve L*, a*, b*
na svezem mesu 1 uro vsakih 15 min
Table 10: Least square means and standard errors for effect of genes on L* a* b* color parameters measured

on fresh meat for 1 hour every 15 min

Lastnosti L*3 a*s b*3
N 1500 1500 1500

CAST CcC 37,80+ 0,68 20,01 +£0,52 6,88 + 0,35
CG 38,30+ 0,62 19,62 + 0,47 6,75+0,31
GG 38,35+ 0,59 20,38 + 0,45 7,01 £0,30

p 0,4844 0,0637 0,4804
CAPN1 CcC 38,64+ 1,01 20,21 +£0,37 6,98 + 0,25
CT 37,97+ 0,58 19,97 +£ 0,38 6,75+0,26
TT 37,84 + 0,55 19,84 + 0,89 6,92 +0.,59

p 0,6895 0,7960 0,6725
LEP AA 37,75+ 0,48 20,79 £ 0,44 7,27 +0,30
AB 37,91 £ 0,50 19,96 + 0,48 6,88 +0,32
BB 38,79 + 1,16 19,27 + 0,52 6,49 + 0,35

p 0,5954 0,6844 0,5189
SCD1 AA 38,59+0,58 20,13 + 0,76 7,07 £ 0,51
AV 38,44 + 0,64 19,86 + 0,44 6,85 + 0,29
vV 37,43+ 0,68 20,03+ 0,42 6,73 + 0,28

p 0,0511 0,0006 0,0132
DGAT1 AA 38,06 £ 0,48 19,48 £0,37 6,44 + 0,24
AK 38,24+ 0,86 20,53+ 0,66 7,32 + 0,44

p 0,8267 0,0871 0,0318

Cas < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Mesto meritve < 0,0001 0,1209 0,3537
Cas*mesto meritve 0,5421 0,1480 0,0190

3 _model 3

Slike 8, 9 in 10 prikazujejo barvne parametre L*, a* in b* in njihovo spreminjanje v
obdobju ene ure od prereza mesa (Cas 0 min je svezi rez) pri genu SDCI1. Najvisje
vrednosti pri vseh treh parametrih barve so pri genotipu AA, najnizje pa pri VV. Pri
barvnem parametru L* (slika 8) je pri genotipih AV in VV opazen trend spreminjanja
barve v ¢asovnem obdobju, medtem ko se pri genotipu AA skoraj ne spreminja. Pri
barvnih parametrin a* (slika 9) in b* (slika 10) je pri vseh treh genotipih enak trend,
genotip AA ima vso ¢asovno obdobje najvisje vrednosti, VV pa najnizje. Podobno je pri
genu DGATY, le da imamo tu prisotna samo dva genotipa. Vrednosti pri L* (slika 11)
narascajo prve pol ure, nato pa padajo. Pri barvnih parametrih a* (slika 12) in b* (slika 13)

vrednosti hitro naras¢ajo prvih 15 min, nato pa vedno pocasneje.
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Slika 8: Vpliv gena SCD1 na spreminjanje parametra barve L* na sveZem mesu prvo uro po prerezu

Figure 8: Effect of gene SCD1 on change L* color parameter measured on fresh meat for the first hour after
the cut
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Slika 9: Vpliv gena SCD1 na spreminjanje parametra barve a* na sveZem mesu prvo uro po prerezu

Figure 9: Effect of gene SCD1 on change a* color parameter measured on fresh meat for the first hour after
the cut
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Slika 10: Vpliv gena SCD1 na spreminjanje parametra barve b* na svezem mesu prvo uro po prerezu

Figure 10: Effect of gene SCD1 on change b* color parameter measured on fresh meat for the first hour after
the cut
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Slika 11: Vpliv gena DGAT1 na spreminjanje parametra barve L* na sveZem mesu prvo uro po prerezu

Figure 11: Effect of gene DGAT1 on change L* color parameter measured on fresh meat for the first hour
after the cut
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Slika 12: Vpliv gena DGATL1 na spreminjanje parametra barve a* na svezem mesu prvo uro po prerezu

Figure 12: Effect of gene DGAT1 on change a* color parameter measured on fresh meat for the first hour
after the cut
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Slika 13: Vpliv gena DGAT1 na spreminjanje parametra barve b* na svezem mesu prvo uro po prerezu

Figure 13: Effect of gene DGAT1 on change b* color parameter measured on fresh meat for the first hour
after the cut
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Preglednica 11: Ocene srednjih vrednosti in standardne napake za vpliv genov na parametre barve L*, a*, b*
merjeno na zorenem mesu 1 uro vsakih 15 min
Table 11: Least square means and standard errors for effect of genes on L* a* b* color parameters measured

on matured meat for 1 hour every 15 min

Lastnosti L*3 a*s b*3
N 1500 1500 1500

CAST CcC 39,75+0,77 22,35+ 0,62 8,41 +0,38
CG 40,53+ 0,70 22,05+ 0,57 8,57 +£0,34
GG 40,50 + 0,66 22,58 £ 0,54 8,84 +0,33

p 0,2931 0,3930 0,2743
CAPN1 CcC 40,28 + 1,13 22,48+ 0,92 8,84 + 0,56
CT 40,26 + 0,65 22,13+ 0,53 8,43 +0,32
TT 40,24 + 0,62 22,37+ 0,50 8,55 +0,31

p 0,9991 0,7499 0,6833
LEP AA 39,91+ 0,55 22,64 £ 0,44 8,81 +£0,27
AB 40,18 + 0,57 22,12+ 0,46 8,52 +0,28
BB 40,69 + 1,31 22,22+ 1,06 8,50 + 0,65

p 0,7006 0,3576 0,3886
SCD1 AA 40,52 + 0,66 22,60+ 0,53 8,79 +0,32
AV 40,45+ 0,72 22,27+ 0,58 8,65 +0,35
vV 39,81+ 0,77 22,10+ 0,62 8,38 + 0,38

p 0,4013 0,5529 0,3674
DGAT1 AA 40,44 + 0,54 22,22+ 0,44 8,61 +0,27
AK 40,08 + 0,97 22,44+ 0,79 8,61 +0,48

p 0,6870 0,7640 0,9913

Cas <0,0001 <0,0001 <0,0001

Mesto meritve <0,0001 0,0003 <0,0001

Cas*mesto meritve 0,9722 0,2450 0,0999

3 _model 3
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Preglednica 12: Ocene srednjih vrednosti in standardne napake za vpliv genov na barvo L*, a*, b*, merjeno
vsak dan v obdobju enega tedna
Table 12: Least square means and standard errors for effect of genes on L* a* b* color parameters measured
every day in period of one week

Lastnosti L*3 a*3 p*3
N 1133 1133 1133

CAST CC 40,24 + 0,68 23,35+ 0,90 10,81 + 0,41
CG 40,90+ 0,61 22,99+ 0,82 10,95 + 0,37
GG 40,70 + 0,59 23,27 +0,78 10,86 + 0,35

p 0,3659 0,8111 0,8792
CAPN1 CcC 40,59+ 1,00 22,86+ 1,33 10,77 + 0,60
CT 40,64 + 0,57 23,62+ 0,77 11,03+0,34
TT 40,62 + 0,55 23,14+ 0,73 10,82 + 0,33

p 0,7544 0,1528 0,1052
LEP AA 40,79+ 0,48 24,13+ 0,64 11,32+ 0,29
AB 40,93+ 0,50 23,34+ 0,67 10,91+ 0,30
BB 40,12 + 1,15 22,15+ 1,54 10,39+ 0,69

p 0,3570 0,2531 0,4814
SCD1 AA 41,01 + 0,58 23,76 +£ 0,77 11,02 £ 0,35
AV 40,57 + 0,63 22,79+ 0,84 10,71+ 0,38
vV 40,27 + 0,68 23,06 +£ 0,90 10,89 + 0,41

p 0,9976 0,5758 0,6099
DGAT1 AA 40,95+ 0,48 22,33+ 0,64 10,41+ 0,29
AK 40,28 + 0,85 24,08+ 1,14 11,34 +£ 0,51

p 0,3971 0,0995 0,0530

Cas < 0,0001 < 0,0001 <0,0001
Mesto meritve 0,5734 0,0177 0,1588
Cas*mesto meritve 0,9633 0,8945 0,4241

3 _model 3



Horvat Aleksi¢ A. Vpliv polimorfizmov izbranih kandidatnih genov na kakovost mesa ... lisaste pasme. 32
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, 2016

5 RAZPRAVA

Za izboljSanje kakovosti mesa so se v preteklosti ve¢inoma uporabljali okoljski dejavniki.
Proizvajalci (rejci, predelovalci ...) so izboljSevali prehrano, razmere za rejo zivali,
ravnanje z zivalmi med rejo in tik pred zakolom ter postopke z mesom po zakolu zivali.
Medtem ko so bile narejene razne Studije kakovosti mesa pri razlicnih pasmah, pri nas Se ni
bilo veliko raziskanega na podro¢ju vplivov posameznih genov znotraj pasem. Po izracunu
frekvenc naSih preiskovanih genov smo ugotovili, da so vsi preiskovani genetski
oznacevalci v Hardy-Weinbergovem ravnotezju. V nasi preiskovani populaciji smo pri
genu CAST opazili frekvenco alela C 0,40 in alela G 0,60, ravno obraten rezultat, C 0,60 in
G 0,40, so dobili Juszczuk-Kubiak in sod. (2004) v raziskavah, izvedenih na poljski
populaciji lisaste, $arole, poljski frizijski in poljski rde¢i pasmi, medtem ko so ugotovili, da
je frekvenca drugacna pri rde¢em angusu (C = 0,93, G = 0,07), pri pasmah limuzin in
hereford pa je bila frekvenca alela C 0,75 in pri G 0,25.

Pri vplivu oznacevalca na genu CAST na kakovost mesa smo ugotovili teznjo vpliva na
marmoriranost. Genotipa GG in CG sta imela bolj marmorirano meso. Pri genotipu CC
smo ugotovili, da je imel vecji delez vode v mesu in vecjo razliko v trdoti med kuhanim
nezorenim in zorenim mesom, kar je glede na fiziolosko funkcijo kalpastatina (inhibitor
proteoliti¢nega encima kalpaina) tudi pricakovati. Podobno kot v nasem primeru tudi
Juszczuk-Kubiak in sod. (2004) poroc¢ajo o znacilnem vplivu tega oznacevalca na CAST na
barvo mesa in navajajo, da je meso pri genotipu CG imelo ve¢ kot dvakrat manjSe
vrednosti pri komponenti b* kot CC in GG, hkrati pa je imel dvakrat vecje izgube pri
kuhanju kot CC in trikrat vecje kot GG.

Pri opazovanem oznacevalcu na genu CAPN1 smo ugotovili frekvenco alela C 0,24 in alela
T 0,76. V nasprotju z nami Gabor in sod. (2011) pri slovaskem pincgavskem govedu
navajajo bolj izenacene frekvence alelov (C 0,53, T pa 0,47). Juszczuk-Kubiak in sod.
(2004a) pa porocajo o frekvenci za ve¢ pasem pri poljski populaciji. Pri pasmi Sarole in
limuzin so ugotovili podobne frekvence alelov kot nasa studija (C = 0,30 0z. 0,35in T =
0,70 0z. 0,65), pri LS je bila frekvenca alela C 0,55 in T 0,45; pri pasmi hereford pa alela C
0,61 in T 0,39. Pri ¢rno-beli pasmi je bila frekvenca alelov ravno obratna kot pri nasi LS (C
=0,73in T =0,27), pri rdeci poljski pasmi je bila frekvenca C 0,83 in T 0,17.

Pri oznacéevalcu na genu CAPN1 smo ugotovili, da nakazuje vpliv le na debelino misice.
Prav tako kot mi so tudi Cheong in sod. (2008) ugotovili, da CAPN1 nima vpliva na maso
trupa in marmoriranost.
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V primeru genskega oznacevalca na genu LEP je bila frekvenca alela A 0,80, B pa 0,20.
Podoben rezultat so dobili Cardoso in sod. (2011) pri pasmi girolando (A = 0,87, B =
0,13), Nobari in sod. (2010) pri iranski sistani pasmi (Bos indicus) (A = 0,88, B = 0,12) in
rjavi pasmi (A = 0,82, B = 0,18) ter Moravcikova in sod. (2012) pri slovaski LS (A = 0,88,
B = 0,17), medtem ko so pri slovaskem pincgavcu ugotovili malo vecji delez alela B (A =
0,69, B = 0,31). Javanmard in sod. (2010) poro¢ajo 0 frekvencah za iransko ¢rno-belo
pasmo (A = 0,95, B = 0,05), kjer so ugotovili, da genotipa BB ni.

V nasi raziskavi smo ugotovili, da oznacevalec na genu LEP vpliva na povr$ino maséobe.
Pri obeh lastnostih je imel genotip BB najvisje vrednosti, vendar je bilo nosilcev
omenjenega alela le 3 %, zato moramo to upoStevati pri napovedih in biti previdni pri
podajanju zakljuc¢kov. Ugotovili smo tudi vpliv na delez beljakovin v mesu, razmerje med
beljakovinami in vodo ter na MMb®*. Pri MMb3* so bile razlike sicer majhne, vendar je
imel genotip BB najmanjse vrednosti, kar pomeni da je bilo meso manj rjavo in s tem lepse
barve. Opazili smo tudi teznjo vpliva na sposobnost vezave vode, in sicer na izgube po
odtaljevanju zorenega mesa in pri izceji po metodi EZ. Najvecje izgube mase pri obeh
lastnostih so bile pri genotipu AA, najmanjSe pa pri BB. Liefers in sod. (2002), Javanmard
in sod. (2010), Nobari in sod. (2010) so ugotovili, da Zivali z genotipom BB pojedo vec
krme in dajo ve¢ mleka. Glede na dobljene rezultate in ugotovitve drugih avtorjev kaze, da
je alel B tisti, ki je povezan z vecjo konzumacijo (vecjim apetitom), kar se kaze v ve¢ji
telesni masi, ve¢ji omiSicenosti, vecji zamascenosti in tudi v vecji proizvodnji mleka. V
prihodnje bi bilo zanimivo poiskati ve¢ zivali z genotipom BB, s ¢imer bi lahko potrdili
smiselnost selekcije zivali na alel B, saj nakazuje pozitiven vpliv na koli¢ino in kakovost
tako mesa kot tudi mleka.

Preiskovani oznacevalec na SCD1 je imel v nasem primeru precej izenaceno frekvenco
alelov (A 0,55 in V 0,45). Literaturni podatki za omenjeni oznacevalec kazejo precej
raznoliko sliko. Pri iranski hol$tajn so ugotovili frekvenco alela A 0,76 in alela V 0,26
(Mashhadi in sod., 2013), pri kanadski jersey je prevladoval alel A (0,81) (Kgwatalala in
sod., 2009), pri ¢eski LS pa so bile frekvence enake kot pri nas (A 0,55 in V 0,45) (Barton
in sod., 2010).

Nasa $tudija je pokazala teznjo vpliva oznafevalca na SCD1 na debelino miSice in
mascobe ter znacilen vpliv na marmoriranost, pri ¢emer je bila debelina mascobe pri
genotipu VV vecja kot pri AA, skladno s tem pa je bila povecana tudi marmoriranost (2,5
pri VV, 2,4 pri AV in 1,9 pri AA). Ugotovili smo tudi vpliv tega genskega oznacevalca na
barvni komponenti a* in b*, od vseh preiskovanih genov je ravno ta imel najvecji vpliv na
barvo. Pri vseh barvnih komponentah je bila najvi§ja vrednost izmerjena pri AA in
najmanj$a pri VV. Matsuhashi in sod. (2011) in Taniguchi in sod. (2004) niso ugotovili
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nobenega vpliva tega oznacevalca na lastnosti kakovosti mesa, razen na vsebnost MUFA,
kjer je alel A povezan z vi§jimi vsebnostmi. Statisticno znacilen vpliv na
mascobnokislinsko sestavo so ugotovili tudi Barton in sod. (2010) pri ¢eski LS in Orru in
sod. (2011) pri italijanski LS. Glede na to, da smo ugotovili vpliv SCD1 na koli¢ino
mascob in barvo mesa, drugi avtorji pa na razlicne stopnje nasi¢enosti mascob, lahko
predpostavljamo, da gre za podoben mehanizem, saj sta koli¢ina mascob in stopnja
nasicenosti v pozitivni korelaciji s stopnjo oksidacije, ta pa je povezana s spremembami v
barvi. Avilés in sod. (2015) pa so ugotovili statisticno znacilen vpliv na trdoto mesa po
zorenju pri pasmi limuzin.

Pri oznacevalcu na DGAT1 smo ugotovili, da je v preiskovanem vzorcu bikov prisoten zelo
majhen delez alela K (0,03). Medtem ko genotipa KK nismo nasli, je bilo zivali z
genotipom KA le 6 %. Enako so ugotovili Karolyi in sod. (2012) pri LS pasmi na
Hrvaskem. Ripoli in sod. (2006) pa pri hereford navajajo 100 % delez alela A, pri Sarole
0,85, pri ¢rno-beli 0,94, aberdeen angus 0,91 in pri jersey 0,65. Po drugi strani pri poljski
¢rno-beli pasmi Nowacka-Woszuk in sod. (2008) poro¢ajo o skoraj izenacenih frekvencah
alelov (A 0,46 in K 0,54), prav tako Kaupe in sod. (2007) pri nemski ¢rno-beli pasmi (A =
0,55 in K =0,45).

Ugotovili smo, da DGAT1 nakazuje vpliv na barvni parameter a* in vpliva na b*, vecje
vrednosti pa smo dobili pri genotipu KA. Nakazuje se tudi vpliv DGAT1 na debelino
miSice in povr$ino mascobe nad LD. Aviles in sod. (2013) ter Gill in sod. (2009) so
ugotovili statisti¢no znacilen vpliv DGAT1 na debelino hrbtne mascobe. Li in sod. (2013)
porocajo o statisti¢no znac¢ilnem vplivu DGAT1 na IMM, medtem ko Avilés in sod. (2013)
trdijo ravno obratno. Pri tem genu je potrebna previdnost pri napovedovanju vpliva na
kakovosti mesa (enako kot pri LEP), saj imamo zelo nizko frekvenco alela K. V prihodnje
bi bilo zanimivo pogledati tudi druge pasme, da ugotovimo, ali ima katera v populaciji
genotip KK.
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6 SKLEPI
Iz analize rezultatov vpliva izbranih kandidatnih genov na kakovost mesa smo ugotovili:

e Vsi preiskovani geni (CAST, LEP, SCD1, CAPN1l in DGAT1) so v Hardy-
Weinbergovem ravnoteZju;

e Preiskovani oznacevalec na LEP ima samo 3 % genotipa BB, pri DGATL1 pa samo
3 % alela K;

e Preiskovani oznacevalec na CAST nakazuje vpliv na marmoriranost in delez vode v
mesu;

e Preiskovani oznacevalec na CAPN1 nakazuje vpliv na debelino miSice LD;

e Preiskovani oznacevalec na LEP vpliva na povr§ino mas¢obe, delez beljakovin v
mesu, razmerje med beljakovinami in vodo ter na MMb®*. Nakazuije tudi vpliv na
izgube po odtaljevanju zorenega mesa in pri izceji po metodi EZ;

e Preiskovani oznacevalec na SCD1 nakazuje vpliv na debelino miSice in mascobe ter
na barvni parameter L* in ima znacilen vpliv na marmoriranost in barvna parametra
a* in b*;

e Preiskovani oznacevalec na DGATL1 nakazuje vpliv na debelino misice, povrs§ino

mascobe nad LD in barvi parameter a* ter znacilno vpliva na b*;
e Na vrednost pH v mesu ni vplival noben od preiskovanih polimorfizmov;
e NajmocnejSe vplive smo ugotovili pri genu SCD1;

e Na povriino misice LD, IMM, oblike mioglobina (razen MMb®"), pH, izgube mase
(po kuhanju svezega ali zorenega mesa, po 2 tednih v vakuumu in po odtaljevanju),
trdoto in barvo, merjeno na zorenem vzorcu, ni vplival noben preiskovani
oznacevalec.
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7 POVZETEK (SUMMARY)
7.1 POVZETEK

V Sloveniji je najbolj razsirjena pasma goveda LS, ki je rejcem zanimiva, ker gre za
kombinirano pasmo, ki je primerna tako za meso kot tudi za mleko. Zivali so v preteklosti
odbirali na podlagi zunanjih lastnosti (koli¢ina mleka, plodnost, koli¢ina mesa ...), kasneje
pa na podlagi plemenskih vrednosti, izracunanih na podlagi preizkusa potomcev.
Pridelovalci in predelovalci se vedno bolj zavedajo, da ni pomembna samo koli¢ina mesa,
ampak tudi kakovost.

Za potroSnike je predvsem pomembna barva mesa, ki je prva lastnost mesa, ki preprica
ljudi, da ga kupijo. Poleg barve mesa pa je pomembna tudi koli¢ina intramuskularne
mascobe (IMM), ki vpliva na so¢nost, mehkobo in aromo mesa. Poleg teh parametrov
kakovosti mesa sta pomembni lastnosti (predvsem z vidika primernosti za predelavo) Se
vrednost pH in sposobnost za vezavo vode. Vsi omenjeni parametri so odvisni od poteka
posebnih fizioloskih procesov (metabolizem mascob, beljakovin in ogljikovih hidratov v
kandidatni geni CAST, LEP, SCD1, CAPNL1 in DGAT1 povezani s fizioloskimi procesi, ki

bi lahko neposredno vplivali na razli¢ne lastnosti kakovosti mesa.

Z raziskavo smo Zeleli ugotoviti frekvence genotipov na preiskovanih genih v nasi
populaciji bikov LP in morebitne vplive selekcije (morebitno zmanj$anje frekvence
dolocenih alelov) ter preveriti vplive polimorfizmov na kandidatnih genih na parametre
kakovosti mesa. Analizo smo opravili na mesu 116 bikov iz preizkusa potomcev. Na mesu
smo merili barvo, sposobnost za vezanje vode, pH in trdoto ter ocenjevali kemicno sestavo.
Nato smo naredili genotipizacijo za vseh 5 genov (CAST, LEP, SCD1, CAPN1 in DGAT1)
in statisti¢no ovrednotili njihov vpliv na parametre kakovosti mesa.

Ugotovili smo, da so vsi analizirani geni v Hardy-Weinbergovem ravnotezju, kar pomeni,
da na njihovo razporeditev v populaciji niso vplivali dejavniki selekcije. Pri genu DGAT1
genotipa KK nismo nasli, medtem ko je bila frekvenca genotipov AA 94 % in KA le 6 %.
Pri LEP je bila frekvenca genotipov AA 62 %, AB 35 % in BB le 3 %. Pri CAPNL1 so bile
frekvence podobno razporejene kot pri LEP, CC 6 %, CT 36 % in TT 58 %. Frekvence pri
CAST so CC 22 %, CG 42 % in GG 36 %. Gen SCDL1 je imel normalno porazdeljene
frekvence (AA 32 %, AV 46 % in VV 22 %). Pri vseh proucevanih genih smo nasli vplive
na kakovost mesa. CAST ima vpliv na deleZ vode v mesu, LEP vpliva na zamas¢enost,
delez beljakovin, izgubo mesnega soka in barvo mesa, SCD1 in DGAT1 vplivata na
koli¢ino mas¢obe in barvo mesa, SCD1 tudi na marmoriranost, CAPN1 na debelino misice.
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V prihodnje bi bilo zanimivo podrobneje preiskati tudi gena LEP in DGATL1 zaradi malih
delezev doloc¢enih alelov (pri LEP alel B in pri DGATL1 alel K).

7.2 SUMMARY

In Slovenia, the Simmental breed represents the most common breed of cattle. Being a dual
purpose breed, suitable for both milk and meat production, it suits the interests of many
Slovenian farmers. In the breed selection was based solely on exterieur traits (quantity of
milk, fertility, the quantity of meat, ...), but lately also on its breeding value, calculated on
the basis of the examination of offspring. Besides quantity, breeders and processors of
meat are increasingly aware of the importance of meat quality.

Color is of high importance, as it is a factor, on which the consumers decide to purchase
the meat. Intramuscular fat content is another important factor, determining juiciness,
tenderness and aroma of meat. In addition pH and water binding capacity determine the
suitability for processing. All above-mentioned meat quality parameters are dependent on
the course of the specific physiological processes (the metabolism of fats, proteins and
carbohydrates in muscle cells). which are under the direct control of genes. Among the
many candidate genes identified are CAST, CAPN1, LEP, SCD1, and DGAT1 associated
with physiological processes that could directly affect the various properties of meat
quality.

The aim of the present study was to determine the frequency of genotypes of the
investigated genes in the Sloveniana population of Simmental bulls and identify potential
impacts of selection (i.e. possible reduction in the frequency of certain alleles) and to
examine the effects of polymorphisms in candidate genes in meat quality parameters. The
analysis was performed on the meat of 116 bulls included in the progeny test. On the
samples of meat, meat colour parameters, water holding capacity, chemical composition,
tenderness and pH was measured. The genotyping of genetic markers on five candidate
genes (CAST, LEP, SCD1, DGAT1 and CAPN1) was performed and the association to the
available meat quality traits statistically evaluated.

We have found that all the analyzed genetic polymorphisms were in Hardy-Weinberg
equilibrium, which means that their distribution in the population are not influenced by
factors of selection. In gene DGAT1 genotype KK not found, while the frequency of the
genotypes AA was 94% and KA only 6%. At LEP the frequency of genotypes were 62%
for AA, 35% for AB and only 3% for BB. In CAPNL1 frequencies were similarly arranged
as in LEP (CC 6%, 36% CT and 58% TT). Frequencies at CAST were 22% for CC, 42%
for CG 36% for GG. SCD1 gene had normally distributed frequency (32% for AA, 46%
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for AV and VV for 22%). For all studied genetic markers, associations with meat quality
traits were discovered. Polymorphism on CAST affected water content in the meat, LEP
impacted fatness, water holding capacity and meat color. SCD1 and DGAT1 affected the
marbling and meat color, while CAPN1 affected the thickness of muscle. In future, it
would be interesting to further investigate especially the genes DGAT1 and LEP, due to
small proportions of certain alleles (an allele B at LEP and DGAT1 K allele) and strong
associations to several important meat quality traits discovered in the present research.
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