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Vztah genu pro imunitni systém k funkénim vlastnostem (reprodukce
a zdravi) u skotu

Souhrn

Vyuziti genetickych markeri mize pomoci zlepSit plodnost a zdravi vemene skotu. Jednd se o
vlastnosti, které jsou velmi dulezité z hlediska ekonomiky chovu, ale diky nizké dédivosti je jejich
Slechténi pomoci tradicni selekce problematické. Piedkladana studie hodnotila vztah mezi genotypy
genu Leptin (LEP), Toll-like receptor 4 (TLR4) a Chemokinovy receptor interleukinu 8 C-X-C
motiv (CXCR1) a arovni reprodukce a skore somatickych bun¢k (SCS) v mléce. Fenotypové tdaje
z 1. tiech laktaci byly ziskany od krav &eského strakatého skotu chovanych na 5 farmach v Ceské
republice. Genotyp zvifat byl stanoven metodou PCR-RFLP. Krom¢ LEP g.-963C>T byly vSechny
genotypové  frekvence v souladu s Hardy-Weinbergovou  genetickou  rovnovahou.
Jednonulektotidovy polymorfismus v genu LEP (g.-963C>T a ¢.357C>T) byl asociovan s vékem
pii 1. oteleni, servis periodou (DO), uspéSnosti zabieznuti po 1. inseminaci (PR), pfipadné
s mezidobim (CLI). U LEP ¢.-963C>T vykazovaly jalovice s genotypem TT niz§i vék pii 1. oteleni,
a to 0 24 dni v porovnani s jalovicemi s genotypem CC. Dale dojnice CT vykazovaly tendenci pro
kratsi DO a vyssi PR. U LEP ¢.357C>T jsme pozorovali del$i mezidobi a DO u krav s genotypem
TT. Zavérem, genotyp TT u LEP g.-963C>T se prokazal jako pozitivni, stejny genotyp u LEP
€.357C>T jako nevyhodny ke sledovanym ukazatelim plodnosti krav ceského strakatého skotu.
Heterozygotni kravy v oblasti g.-226C>G genu TLR4 vykazovaly vyznamné krat$i CLI. Vztah
k SCS se podafilo prokazat v genu TLR4 g.-226C>G, a to jak na 1. a 3. laktaci, tak v ramci
genu CXCRL1 ¢.777C>G jsme nepozorovali vztah k zadné ze studovanych vlastnosti. Pfedkladané
vysledky naznacuji vyuziti genu LEP jako efektivniho markeru pro zlepSovani plodnosti plemenic
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k plodnosti a SCS u skotu s kombinovanou uzitkovosti.

Kli¢ova slova: plodnost; skore somatickych bun¢k; jednonukleotidovy polymorfismus; cesky

strakaty skot; asocia¢ni studie



Relationship between genes for the immune system and functional
traits (reproduction and health) in cattle

Summary

The use of genetic markers can help to enhance reproduction and udder health in cattle, which is
very important for profitability in dairy production systems. This study evaluated the association
between genotypes of Leptin (LEP), Toll-like receptor 4 (TLR4), and Chemokine receptor of
interleukin 8 C-X-C motif (CXCR1) genes and fertility traits and somatic cell skore (SCS) in Czech
Fleckvieh cattle. We used phenotypic data from Czech Fleckvieh cows raised on 5 farms in the
Czech Republic, along with information from the 1% three parities. To determine genotype, the
PCR-RFLP method was used. Except for LEP g.-963C>T, all studied genotype frequencies of SNPs
were distributed according to Hardy-Weinberg equilibrium. Two LEP SNPs (¢c.357C>T and g.-
963C>T) were associated with the age at the 1% calving, days open (DO), pregnancy rate after 1
service (PR), and calving interval (CLI). In LEP g.-963C>T the TT genotype heifers firstly calved
24 days earlier than CC genotype and the CT genotype cow showed a tendency for shorter DO and
higher PR. In LEP c. 357C>T we observed longer CLI and DO period in TT cows. In general, we
can propose the TT genotype of g.-963C>T as favorable and the TT genotype of c. 357C>T as
unfavorable for cow fertility. Heterozygotes in TLR4 g.-226C>G was significantly associated with
shorter CLI. In CXCR1 c.777C>G we did not observe any relationship of this SNP with
reproduction. Regarding to the udder health the only SNP showing association with SCS was TLR4
g.-226C>G. We observed lower SCS in GG genotype at 1% and 3" lactation as well as in repeated
measurement study. Overall, the results showed that LEP could be an effective marker for
improving reproduction in Czech Fleckvieh cattle. This study also provides novel insights into the

relationship between TLR4 and CXCR1 SNPs and reproduction and SCS in dual-purpose cattle.

Keywords: fertility; somatic cell score; single nucleotide polymorphism; Czech Fleckvieh cattle;

association study
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Seznam zkratek

AFC — vék pfi 1. oteleni

AIC — Akaikeho informacni kritérium

bp — par bazi

C baze/alela — cytozin

CFI — inseminacni interval

CLI — mezidobi

CXCR1 — Chemokinovy receptor interleukinu 8 C-X-C motiv
DIM — kontrolni den v ramci laktace

DMSO - dimethyl sulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DO — servis perioda

G — baze/alela — guanin

GOPH — genomicky optimalizovana plemenna hodnota
GPH — genomické plemenné hodnota

GZ — geneticky zdroj

H-W — Hardy-Weinbergova geneticka rovnovaha

LEP — Leptin

LSM — soucet nejmensich ctverct

MAS — markery asistovana selekce

MRNA — messenger ribonukleové kyselina

Na,EDTA — disodium ethylenediaminetetraacetat dihydrat



NaCl — chlorid sodny

NGS — sekvenovani nové generace

PCR-RFLP — polymerazova fetézova reakce — zjisténi polymorfismu délkovych fragmentt
PH — plemenna hodnota

PR — % biezich plemenic po 1. inseminaci

Primer R, F — primer reverse (,,zpétny*), forward (,,pfedni®)
QTL — lokusy kvantitativnich vlastnosti

SCC — pocet somatickych bun¢k

SCS — skore somatickych bun¢k

SD — smérodatna odchylka

SDS — dodecylsiran sodny

SNP — jednonukleotidovy polymorfismus

SRO — sdruZeny efekt farmy, roku a obdobi oteleni/ narozeni
T baze/alela — thymin

TLR4 — Toll-like receptor 4

Tris-HCI — trisaminomethan hydrochlorid



1. Uvod

V uplynulych letech bylo Slechténi skotu zaméteno primarné na mlénou uzitkovost krav. AvSak
diky negativni genetické korelaci mezi mlécnou uzitkovosti a reproduk¢ni vykonnosti, zdravim ¢i
dlouhovékosti zvifat doslo ke snizeni trovné funkénich vlastnosti. Diky studiim zabyvajicimi se
ekonomikou chovu skotu je ziejmé, ze funkéni vlastnosti maji velmi vyznamny podil na ziskovosti

chovu skotu a je tedy nutné zuSlechtovat zvirata komplexné.

Je znadmo, ze prevazna cast ekonomicky dulezitych primarnich i sekundarnich vlastnosti je
ovlivnéna mnoha geny, jejich interakcemi a prostiedim, ve kterém se zvife vyskytuje. Problémem
vSak je jejich nizka dédivost a Casova naroCnost Slechténi pomoci klasické selekce. Aplikace
novych technologii sebou pfinesla i zménu pfistupi ve Slechténi hospodatskych zvirat. Pavodni
vyuziti markery asistované selekce napt. pro vyhledavani prasat odolnych vici stresu ¢i ,,plodného*
genotypu Boorola genu u ovci ptechazi u skotu do vyuziti genomického hodnoceni zvifat, které je
povazovano za variantu markery asistované selekce. Diky vyuziti genomického testovani a dalSich
metod molekularni genetiky je tedy mozné selektovat jedince I na zaklad¢é jejich genetického

zaloZeni.

Markery asistovana selekce je povazovana za vhodny dopln€k soucasnych selekénich metod.
Aktualné se selekce pouze pomoci genetickych markert pfili§ neuplatiuje a spiSe ustupuje
genomické selekci. Genomicka selekce je zaloZena na principu genetickych markerd, ale bere
v uvahu nékolik desitek tisic vybranych markerti a mapuje genom zvifete komplexné&ji. Vyhodou
jak genomické, tak markery asistované selekce vsak je, Ze na rozdil od plemenné hodnoty, ktera
vyjadiuje pouze aditivni ¢ast genotypu, je mozné pomoci markerl zjistit genotyp, ktery zvife ma,

ale nevyskytuje se pfimo u jeho potomkd.



2. Literarni prehled

V ptedchozich letech bylo slechténi skotu zaméteno predev§im na primarni produkéni znaky a
znaky fitness ani zdravi nebyly do Slechtitelského cile zahrnuty. Tato strategie vedla ke
genetickému progresu produkénich znaku a stavby téla, ale diky antagonistickému vztahu mezi
mlécnou produkci a odolnosti vii¢i chorobam byly nékteré znaky zdravi zhorSeny (Rauw et al.,
1998). Dulezitost sekundarnich znakd skotu zduraznili jiz napiiklad Beaudeau et al. (2000)
tvrzenim, Ze metabolické a reprodukcéni poruchy mohou nepiimo snizit uzitkovost a plodnost krav,

coz nejcasteji vede k jejich predCasnému vytazeni.

2.1. Funkcni viastnosti

2.1.1. Plodnost

Pojmem ,,plodnost samic* rozumime schopnost pravidelné zabiezavat a rodit zivotaschopné
potomstvo. V poslednich desetiletich bylo diky zlepSeni genetického potencidlu a vyzivy zvifat
dosazeno v chovu skotu intenzivniho narGstu mlécné uzitkovosti. Se zvySenou dojivosti se vSak
spojuje nejen vyskyt zdravotnich problému, ale i zhorSeni reprodukénich funkci plemenic (Gehring
et al., 2017, Veerkamp et al., 2008). Divodem je negativni genetickd korelace mezi plodnosti a
dojivosti (Pryce et al., 2004). Jelikoz je pravidelna reprodukce ptedpokladem ekonomického chovu
skotu, zptisobuje chovatelim zhorSeni plodnosti plemenic a zdravi vemene vyznamné ekonomické

ztraty (Lucy, 2001).

Z ekonomického hlediska je tfeba brat v ivahu, Ze v ptipadé¢ osmilet¢ho vyuZzivani dojnice,
predstavuje kazdé prodlouzeni servis periody (nad 80 dni) o 20 dni ztratu 0,3 az 0,4 telete a 4%
snizeni uZitkovosti roéné (Riha et al., 2001). ZhorSenim ukazateld plodnosti se prodluzuje délka
laktace. S jejim prodlouzenim se sice zvySuje produkce mléka za celou laktaci, ale snizuje se
produkce mléka v pfepoctu na jeden den. Tim se soucasné¢ zvysuji ndklady na litr vyprodukovaného
mléka. Pfimé ekonomické ztraty zplisobené zhorSenou plodnosti krav (prodlouzenim servis periody
a mezidobi nad optimalni hranici) vznikaji pfedev§im snizenim produkce mléka v pfepoctu na
kravu/rok a poklesem produkce telat. Naklady na jalovou dojnici na 2. laktaci byly ve spojenych
statech odhadnuty na 3,76 $/den tedy pfiblizné¢ 86 Kc/den (Cabrera, 2016). Dalsi naklady pak
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vznikaji Casto v diisledku vyssi potieby prace a vyssiho poctu inseminaci nutnych k zabteznuti

plemenice.

Diky neustavajicimu trendu v poklesu plodnosti skotu (VanRaden et al., 2004), jiz v dne$ni dobé&
neni Slechténi skotu zaméfeno pouze jednostranné na zvyseni mlécné uzitkovosti, ale chovny cil se
stava vice komplexni (Buch et al., 2011). Situaci ohledn¢ snizené reprodukce se zabyvali i
Shirasuna et al. (2011), ktefi se domnivaji, ze identifikace faktorti ovliviiujici brzky nastup ovulacni
aktivity po oteleni, by mohla zabranit dalSimu zhorSovani plodnosti a podpofit zlepSeni
reprodukénich ukazatelti ve stadé. Strucken et al. (2012) v celogenomové studii u skotu nalezli
markery, diky kterym by bylo mozné zvySovat dojivost, avSak uroven plodnosti by se jiz
nesnizovala. Mnohé studie se zabyvaly zjiStovanim genetické korelace mezi ukazateli zdravi a
plodnosti, které byly odhadnuty jako nizké nebo stfedni. Nejsiln€js$i genetickd korelace byla
pozorovana mezi ketézou a inseminacnim intervalem (rq = 0,29), zatimco geneticka korelace mezi

klinickou mastitidou a non-return-rate v 56 dnech byla nulova (Olechnowicz a Jaskowski, 2013).

2.1.2. Mastitida

Zanét vemene neboli mastitida je nejastéji zpisoben bakterialni infekci a predstavuje v chovu
skotu vyznamny problém. Mastitida se projevuje ve formé klinické, subklinické nebo chronické.
Klinickd forma je charakteristicka aberantnim mlékem a otokem vemene. Bakterie se nachazeji 1
pfimo v mléce a sloZzeni mléka je vyrazné¢ zménéné. Subklinickd mastitida je v chovu vyraznéjSim
problémem, protoZe se neprojevuje viditelnymi zménami mléka ani vemene, ale zplsobuje
sniZzovani dojivosti 1 vykupni ceny mléka. Bakterie jsou taktéZ pfitomny v mléce a dochazi ke

zménam ve slozeni mléka. Chronicky zanét vemene se vyskytuje spise vyjimec¢né.

Mastitida je nejrozsifenéjsim onemocnénim, které se vyskytuje v chovu skotu; Ruegg (2003) uvadi
skore vyskytu mastitidy ve stadé mezi 25 % — 60 %. V evropské unii se odhaduje, Ze je mastitidou
postizeno az 30 % populace krav (Sabre, 2006). Toto onemocnéni je také velice nakladné, v roce
2005 ¢inily odhadované ztraty v zemich EU podle evropského projektu 1,55 miliardy € (Sabre,
2006). Ekonomické ztraty jsou zptisobeny predevsim snizenou mlécnou produkei a kvalitou mléka,
naklady na léky a veterinafe (Graf 1). Na lécbu mastitidy jsou celosvétové vynakladany vyznamné

finanéni prostiedky. Hillerton a Berry (2005) ve své studii uvadéji, ze ztraty zpisobené mastitidou
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se ve Velké Britanii vySplhaly na ¢astku vyssi nez 7 000 K¢/rok/kus. Rozsahem ztrat zpisobenych
mastitidou, se v USA zabyvali Ferrero et al. (2014), ktefi uvadi celkovou ztratu v rozmezi 30 — 60
miliard korun ro¢né nebo ztraty az 11 % celkové mlééné produkce. V Ceské republice primérma
ztrata mléka Cini podle Kvapilika (2014a) 565 kg na jeden vyskyt klinické mastitidy, coz ¢ini ztratu
9 000 K¢ (Kvapilik, 2014b).

Graf 1. Kalkulace jednotlivych slozek ztrat zpusobenych mastitidou (Kvapilik, 2014b)

Srazky z ceny;
500 K¢ Spotieba prace;
600 K¢

Nizsi dojivost;
3 300 K¢

Zakaz prodeje
mléka; 1 500 K¢

Obména stada;
1 800 K¢

Vyskyt mastitidy ovliviiluje nejen kvalitu mléka, ale promita se I do celkového fungovani
organismu. Vacek et al. (2007) prokazali negativni vliv mastitidy na reprodukéni funkce plemenic,
napf. na servis periodu a insemina¢ni index. Fuenzalida et al. (2015) dale zjistili, ze v porovnani se
zdravymi zvifaty, kravy se subklinickou mastitidou maji vyssi pravdépodobnost zabteznuti (75 %)
nez zvirata s mastitidou Klinickou (56 %). Pravdépodobnost zabieznuti rovnéz ovliviiuje pivodce
mastitidy (gramnegativni vs. grampozitivni) a zavaznost onemocnéni (Fuenzalida et al., 2015).
Vyhodou Slechténi na zdravi vemene a ukazatele plodnosti se zd4 byt jejich vzdjemny pozitivni
vztah (Buch a Norberg, 2008). Tyto tivahy doklada i studie polskych védct, kteti uvadeji, ze
produkce mléka s obsahem somatickych buné¢k nizSim nez 100 000 bun¢k/ml se promitla ve

zlepSeni zdravi a plodnosti krav (Olechnowicz a Jaskowski, 2013).
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Ferrero et al. (2014) jsou presvédcéeni, ze Casna lécba mastitidy mize vést k rychlému uzdraveni.
Néklady spojené s timto onemocnénim je tedy mozné snizit jeji v€asnou diagnostikou. Diky silné
genetické korelaci mezi mastitidou a poctem somatickych bunék (rg= 0,7 — 0,8) (Olechnowicz a
Jaskowski, 2013), se k detekci onemocnéni hojné vyuziva méfeni obsahu somatickych bunék. Dale
je mozné méfit také konduktivitu (elektrickou vodivost) mléka nebo vyuzit termografické zobrazeni

vemene.

Vyskyt onemocnéni je ovlivnén jak genetickymi faktory, tak podminkami prostfedi a jejich
interakci (Lindhe a Philipsson, 1998). Nachylnost k onemocnéni vemene je mimo jiné ovlivnéna
tvarem vemene, strukturou struku, technikou dojeni a Cistotou krav (Waller et al., 2003; Koster et
al., 2006). Podle Wojdak-Maksymiec et al. (2012) se vSak prevence mastitidy zlepSovanim
podminek prostfedi prokazala jako neefektivni, a proto musi byt nalezeny ucinné cesty jak
mastitiddm pfedchézet. Problematicky je z hlediska §lechténi, nizky koeficient dédivosti h?=0,1a
0,09 na prvni a dalSich laktacich (Heringstad et al., 2007; Zwald et al., 2004). Olechnowicz a
Jaskowski (2013) uvazuji, ze genetického pokroku z hlediska mastitid mize byt dosazeno selekci.
Na myslenku navazuje Wojdak-Maksymiec et al. (2010), kteti uvadi, ze diky rozdilim mezi
plemeny, ale i jednotlivymi zvifaty se jako vhodny nastroj nabizi markery asistovana selekce
(MAS). Se zajimavymi zavéry ptichazi Ogoreve et al. (2009), ktefi na zaklad¢ reserSe dostupné
literatury navrhuji 44 genu s potencidlem zlepsit odolnost vemene vuc¢i mastitidé. Dalsi studie
demonstruji vliv jednotlivych polymorfismi (v genech se vztahem k imunitnimu systému) na

rezistenci vu¢i mastitidam (napi.lbeagha-Awemu et al., 2008).
2.1.3. Dlouhovekost

Vytazeni zvifat je velice komplexni zaleZitosti, do které zasahuji jak nedobrovolné - neocekavané
faktory (smrt, akutni onemocnéni, neplodnost), tak faktory dobrovolné, kdy je zvife vyfazeno napf.
kvuli nizké mlééné produkci, exteriéru, temperamentu (Sewalem et al., 2008). Dlouhovékost je
mozné rozumét jako skuteCnou dlouhovékost, ktera predstavuje dobu od narozeni do vytazeni

anebo jako funkéni dlouhovéekost, kterd zahrnuje pouze dobu od 1. oteleni do vyfazeni.

Dobrovolnym vyfazenim zvifete miZeme zvysit zisk nebo redukovat naklady na léCbu, ¢i na

plemenici s problematickou plodnosti (Vanarendonk, 1988), pfipadné také zvysit geneticky pokrok

13



ve stad¢ (Sewalem et al., 2010). Gill a Allaire (1976) uvadi, ze dlouhove€kost je nejvyznamnéjsi
z dalsich sledovanych funk¢nich vlastnosti. V kontrolnim roce 2017/18 bylo v celkovém oddilu
plemenné knihy ceského strakatého skotu vytazeno 33,8 % zvitat ztoho 23,4 % prvotelek.
NejcastéjSim divodem vyfazeni byla v tomto kontrolnim roce neuspokojiva plodnost (18,3 %),
nizka uzitkovost (10,2 %), t€zky porod (9,0 %), onemocnéni vemene (10,6 %) a ostatni zdravotni

divody (38,3 %). Pramérné potadi laktace Zijicich krav bylo v daném roce 2,7 (CMSCH, 2018).

Vyzkumy zabyvajici se pravdépodobnosti vyfazeni dojnice poukazuji na 6x vyssi pravdépodobnost
vyfazeni dojnice pfi poranéni struki (Beaudeau et al., 1994), az 5,2x vyS§§i pravdépodobnost
vyfazeni pii vyskytu mastitidy u prvotelek (Erb et al., 1985) a 4x vys$si pravdépodobnost vytazeni
pii vyskytu mastitidy u suchostojnych krav (Beaudeau et al., 1995). Vypocty genetické korelace
naznaCuji pozadi vztahu mezi dlouhovékosti a mastitidou (rg=0,52), onemocnénim koncetin
(rg=0,43), metabolickymi poruchami (ry =0,18) a plodnosti (rg=0,17) (Sander-Nielsen et al.,
1999).

Ohledné teorie snizeni dlouhovékosti se nazory lisi. Podle nékterych autorti vedlo ke snizeni
dlouhovekosti krav vyrazné zlepSeni mlé¢né uzitkovosti (Oltenacu a Broom, 2010; Froidmont et al.,
2013), které dale piisp€lo ke snizeni reprodukénich funkci a zvySilo vnimavost zvifat vaci
onemocnénim (Simianer et al., 1991). Vyskytuji se vsak také studie, které popisuji pozitivni efekt
zlepSeni managementu chovu a vice znakové genetické selekce pravé na prezitelnost krav
(Dematawewa a Berger, 1998; Dechow a Goodling, 2008; Miglior et al., 2012). Na dlouhovekost
ma mimo jiné vliv i plemeno (Tabulka 1). Dlouhovékost v ramci populace se nejastéji zjistuje

pomoci linedrnich, random regression nebo survival modeli.
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Tabulka 1 Vztah dlouhovékosti a dojivosti (Lorenc, 2002)

Plemeno Podil Pramérny 1. laktace Vsechny laktace Celozivotni
holstynského pocet laktaci A dojivost prumér B uzitkovost AxB
plemene

Simental 2,3 4,1 5159 6 047 24 793

Fleckvieh 56,4 4,1 5694 6 705 27 491

Red holstyn 82,9 3 6273 7194 21 582

Holstyn - 2,2 6 759 7299 15 238

2.2. Soucasny trend ve slechténi ceského strakatého skotu

Svaz chovatelii &eského strakatého skotu (CESTR, 2012) uvadi, ze piedpokladem zefektivnéni
chovu strakatého skotu je prosazovani znakl fitness do Slechtitelského cile. Jedna se zejména o
dlouhovékost, plodnost, prubéh porodu atd., které navazuji na trend zlepSovani téchto vlastnosti i u
holstynského skotu (Miglior et al., 2005, 2012). Pfedpoklada se, Ze Slechtitelské programy
kombinovanych plemen skotu se budou v dal$im obdobi stale cCastéji orientovat na zvySeni

efektivnosti chované populace skotu, a to predevsim prostiednictvim funkénich znaki.

Uskalim $lechténi na sekundarni vlastnosti skotu je kromé& jejich nizké dédivosti i nejednotni
klasifikace jednotlivych obtiZi a jejich evidence. Nejvice zkuSenosti s problematikou sbéru dat pro
znaky zdravi maji bezesporu staty Skandinavie. Rakouské chovatelské organizace po vzoru Norska
zapocaly projekt sledovani zdravotniho stavu v roce 2006 a dnes jizZ maji i plemenné hodnoty pro
hlavni sledované znaky vcetné studii dopadu vyuziti téchto znakl v selekénim indexu. O tom, Ze
i znaky snizkou dédivosti je mozné Slechtitelsky ovliviiovat, svéd¢i vysledky pravé z Norska
(Heringstad et al., 2007), kde v pribéhu 5 generaci pozorovali zlepSeni odhadované plemenné
hodnoty pro skoére somatickych bunék az o 10 %, coz odpovidalo zlepSeni 1,9 % za generaci u

skupiny krav selektovanych na zdravi vemene.

Dalsi smér $lechténi se podle CESTR (2012) zaméfi na zdiraznéni kvalitativnich ukazatel

produkce, zejména:
- zdlraznéni ukazatell fitness; zejména dlouhovékost, snadné porody, vitalita telat,

15



- umléka — obsah mlécnych slozek, pocet somatickych bunék,

- adaptabilita, pastevni schopnost,

- pevna konstituce a dobry zdravotni stav, zejména mlécné zlazy,

- harmonické a funk¢ni utvareni télesnych partii, hlavné vemene a koncetin, jemna kostra,
- stfedni az vétsi télesny ramec, dobré osvaleni a $itkové i hloubkové rozmeéry,

- stfedni ranost.

Vyznamny vliv na §lechténi skotu ma vyrazny rozvoj biotechnologii a jejich vyuzivani v chovu.
Plosné vyuzivana uméla inseminace zajistila kromé omezeni pienosu pohlavnich chorob piedevsim
vyznamny geneticky pokrok. Ten je realizovan zejména diky vysoké intenzité selekce plemennych
byki. Na dulezitosti rovnéz nabyvaji i dalsi biotechnologické postupy, jako je napftiklad
superovulace nebo pienos embryi. Diky témto metodam lze zkratit genera¢ni interval a zpfesnit
selekci na zéklad¢ vétsitho mnozstvi potomstva od jedné plemenice. V soucasnosti je za budoucnost
ve Slechténi skotu povazovano dynamicky se rozvijejici odvétvi genomiky a sledovani genetického

polymorfismu.

2.3. Genetické markery a jejich vyuZiti

2.3.1. Gen a geneticky polymorfismus

Genem je zpravidla oznaovana ¢ast deoxyribonukleové kyseliny (DNA), ktera ma specialni funkci

v burice i v organismu. Tyto funkce jsou podle Judson a Haydon (1999) napiiklad:

- gen musi vytvafet dédicny znak nebo se podilet pii vytvareni nékolika takovych dédi¢nych

znaku,

- musi byt schopen utvaret vlastni kopie, coz umozni piedavat jeho funkci z generace na

generaci,
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- musi byt schopen pfeménit svoji strukturu a tim i funkei, tj. podléhat mutacim. Zmutovany

gen dale replikuje tuto mutaci, coz je nezbytné ke vzniku genetické variability a evoluce.

Vyraz polymorfismus vychazi z fecké ptfedpony poly- (mnoho, vice) a morphos (tvar). Podstatna
¢ast autori vyuziva pojmu polymorfismus, avSak v ceStin€é je mozné se setkat s vyrazem
mnohotvarost. Geneticky polymorfismus je tedy oznaceni pro vyskyt t¢hoz znaku ve vice formach,

pfiCemz tato variabilita je dédi¢na. Za geneticky polymorfni lze povazovat takovy znak, ktery ma

cwwr

alespon 1 % (Vignal et al., 2002). Polymorfni naopak nejsou:
- znaky, jejichz variabilita neni podminéna geneticky (napft. infekéni choroby),
- znaky s nizkou frekvenci vyskytu (pod 1 %, napt. dédi¢né choroby),
- znaky s kontinualni proménlivosti,
- znaky, které jsou polymorfni mezi vice populacemi téhoz druhu (zbarveni kize).

V genomu organismul lze pozorovat velkou genetickou variabilitu, vyznamné zmény v genomu
mohou byt zplsobeny naptiklad deleci, duplikaci, inverzi ¢i translokaci. Casto dochazi k tzv.
nekauzalnim mutacim, jednd se o mutace, které se nepromitnou do fenotypu jedince. Takovéto

mutace nejcastéji nezplisobi zménu fenotypu, protoZe se nachazeji:
a) Vintronech a jsou pfi postrankripénich tipravach vystiizeny,

b) v exonech, které jsou dale piekladany do mRNA, ale diky degenerovanému genetickému

koédu nezpiisobi zaménu aminokyseliny v polypeptidovém fetézci.

Tyto mutace je mozné detekovat jen diky vyznamnému rozvoji metod molekularni genetiky.
Mutace v genomu organismt mohou byt velkého rozsahu, nejcastéj§imi zménami v genomu jsou

vSak malé zmény.
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2.3.2. Geneticke markery a markery asistovana selekce

Termin marker je pomérné Siroky pojem. Teneva a Petrovic (2010) je rozd¢luji podle jejich

zalozeni a zptisobu detekce. Markery tedy mohou byt:

a) zalozeny na vizualn¢ hodnocenych vlastnostech (morfologické a produkéni znaky),
b) zalozeny na produktu transkriptu (biochemické markery),

c) zalozeny na DNA analyzach (molekularni markery).

Molekuldrnimi markery jsou specifické varianty v genetickém kodu, které se mezi jedinci lisi a
které mohou byt determinovany na zaklad¢ asociaci s uritymi vlastnostmi. Tyto variace jsou
nejcastéji zpisobeny inserci, deleci, bodovou mutaci, translokaci a duplikaci. Charakteristické pro
molekularni markery je, ze mohou byt identifikovany v jakékoli etapé zivota (Haley a De Koning,
2006) a jakékoli tkani (Deb a Chakraborty, 2012), stejné tak, nejsou ovlivnény prostiedim ani
genovymi interakcemi jako je pleiotropie ¢i epistaze (Agarwal et al., 2008).

Geneticky marker je tedy polymorfni znak, jehoZ varianty vykazuji mendelistickou dédi¢nost a maji
vztah k proménlivosti znaku, ktery je pro Slechtitele vyznamny. Markery mohou byt pouZivany pii
objasnéni vztahi jejich polymorfismu k produkci, pfi¢emz mutace vétsiho rozsahu byvaji ve vétsing
ptipadii nezddouci. Nejvyssi stupenn genetické heterogenity maji DNA markery. O'Brien et al.

(1999) DNA markery rozdé€luji na:

Markery 1. typu - kodujici exprimované geny, vyznacujici se nizkou hladinou polymorfismu.

Jejich vyznam spociva ve srovnavacim mapovani.

Markery 1l. typu - vysoce variabilni sekvence DNA, které nemaji vlastni fenotypovy projev
(napf.: mikrosatelity a minisatelity). Diky tomu se pfedev§im mikrosatelity vyznacuji velkym
mnozstvim informaci, které se vyuzivaji v populacnich studiich, pfi zjiStovani rodiCovstvi,

stanoveni identity i paternity. Jsou také zakladem pro vazbové mapovani gent.
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Markery Il1. typu - jednonukleotidové polymorfismy (SNP), nachazejici se vétSinou v intronech,

byvaji vSak 1 soucasti exonll. Vyuzivaji se pro rodinné a populacni studie.

Konvencni Slechtitelsky program je zaloZen na zlepSovani genetického zalozeni zvirat sledovanim
jejich fenotypu a odhadu plemennych hodnot na zakladé fenotypu a stanovenim piibuznosti mezi
jednotlivymi zvifaty. Problém tradicniho pfistupu Slechténi je, ze nezohlediiuje vSechny mozné
zdroje genetické variability (Singh et al., 2014). Proto u vlastnosti, které jsou zavislé na pohlavi
(mlécnd wuzitkovost), maji nizkou dédivost (funk¢éni vlastnosti) nebo se projevuji pozdéji
(dlouhovekost) je tcinnost tradi¢niho Slechténi zvirat omezena. Prave pii Slechténi vyse uvedenych
vlastnosti se uvazuje, ze identifikace genli ovliviujici tyto vlastnosti a selekce zvirat
s pozadovanym genotypem by mohla proces Slechténi zefektivnit (Goddard a Hayes, 2009).
Identifikace jednotlivych SNP a pochopeni molekuldrnich procesl, které maji vliv na zhorSeni
reproduk¢nich ukazatelt, by mohlo pomoci zlepsit napf. reprodukéni vykony plemenic (Beerda et

al., 2008), a proto je velmi dilezité se této oblasti vénovat.

Zaklady vyuzivani markert pro selekci zvirat zalozili Beckman a Soller (1983), kteti predpokladali,
ze genetické markery maji potencidl hodnotit lokusy, které ovliviiuji ekonomicky dilezité
vlastnosti. Diky genetickym markertim, které je mozné pouZit pii selekci, je mozné zredukovat Cas
a zvysit presnost selekce (Hayes et al., 2009; VanRaden et al., 2009). Markery asistovana selekce
patii mezi zpusoby, jak mizeme pii Slechténi zvifat vyuzivat udaje o genetické informaci zvirat.
Jednd se také o propojeni tradi¢nich postupti selekce, genetiky a molekuldrni biologie. Plosné
vyuzivani markerd k selekci, znamé jako halotanovy test, bylo provadéno u prasat za ucelem
vyhledavani zvitat odolnych vici stresu. U skotu byl predmétem vyhledavani jednotlivych variant
napt. gen diacylglycerolové acetyl trasferazy 1 (DGAT1) ¢i stanoveni variant kaseinovych bilkovin.
Vyhody markery asistované selekce byly potvrzeny také mnoZstvim studii. Pfinos této metody je

spatfovan predevsim v dodate¢ném zefektivnéni selekce oproti klasickym selekénim programim.

2.3.3. Jednonukleotidovy polymorfismus

Zaména jednoho paru nukleotidil je pfi¢inou vyskytu jednonukleotidovych polymorfismii (Snustad
a Simmons, 2009). Takto definované polymorfni misto vykazuje mendelisticky kodominantni

dédi¢nost a jeho jednotlivé varianty se vyskytuji s urCitou frekvenci, ktera se mize v raznych
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populacich lisit (Vignal et al., 2002). Odhaduje se, ze mutace typu SNP se v genomu vyskytuji
kazdych 300 az 1 000 bp, oproti mikrosatelitiim, u kterych se odhaduje frekvence vyskytu 5 000 az
50 000 bp (Morin et al., 2004). Pti¢emz vyskyt nového SNP se u savcti odhaduje s vyskytem 1 x 10
®a 5 x 10 rok v piipadé neutralni mutace (Li et al., 1981; Martinez-Arias et al., 2001). Diky
sekvenovani genomu bylo zjisténo pfiblizné 40 milioni SNP, které se nachazi v genetické

informaci skotu (Seidel, 2010).

Za predpokladu, ze vznikla mutace neovlivni kodujici oblast genu nebo nezplisobi zaménu
aminokyseliny ve vznikajicim polypeptidovém fetézci, nazyva se synonymni nebo také "silent".
V pfipad€, ze se synonymni mutace nachazi v regulacni oblasti DNA, ktera kdéduje vznik
polypeptidového fetézce, mize tato mutace zpusobit rozdilnou expresi genu (Flint a Woolliams,
2008) a tak zménit fenotypovy projev znaku. Pokud SNP zpusobi zaménu aminokyseliny, nazyva se
tato mutace nesynonymni. Zhang a Hewitt (2003) pokladaji tyto mutace na nejvyznamnéjsi, protoze

mohou zménit funkei vznikajiciho proteinu.

Diky velkému mnozstvi a jejich rozdéleni v genomu se SNP osvédCily jako vyznamné genetické
markery v asocia¢nich studiich (Snustad a Simmons, 2009). K efektivni detekci SNP byly vyvinuty
vysokokapacitni technologie genotypovani, které¢ umoznuji stanoveni az desitek tisic SNP. Jedna se
piedevsim o silikonové Cipy (napf. [llumina, Affymetrix) nebo sekvenovani nové generace (NGS),
jejichz uziti je pln€ automatizované a vyrazné snizuje ndklady na zjisténi genotypu. Diky tomuto
technologickému pokroku je mozné vyuziti SNP ke Slechténi v celogenomovém méfitku a zavedeni

genomické selekce zvitat v praxi (Wiggans et al., 2017).
2.3.4. Genomika a genomicka selekce

Poprvé byla moznost vyuziti celogenomové selekce navrzena Meuwissen et al. (2001), jako
varianta MAS. Genomika je stdle pomérné novy védni obor, ktery usiluje o komplexni a uplnou
identifikaci a analyzu dédi¢né informace jedince pomoci genetickych markert (Goddard a Hayes,
2007). Postup hodnoceni je zalozeny na celogenomovém stanoveni lokusi kvantitativnich vlastnosti
(QTL), coz je soubor gend, které maji métitelny vliv na uréitou vlastnost (Hayes a Goddard, 2001).

Tyto geny nemusi byt pfimo detekovatelné, proto se zpravidla vyuzivaji SNP markery, které mohou
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byt nedaleko danych QTL (Goddard a Hayes, 2009). Genomika se tedy zabyva vyuzitim markert

wrwe

Diky DNA ¢ipu, na kterém hybridizuje DNA zvifete s navrzenymi SNP sondami, je mozné pomoci
laseru detekovat jednonukleotidovy polymorfismus gent a ziskat informace pro odhad genomické
plemenné hodnoty (GPH). Diky snizujicim se ndkladim na genotypovani bylo mozné zacit studovat
az desitky tisic SNP u znaéného mnozstvi zvifat. V roce 2016 bylo jen ve Spojenych statech
genotypovano pomoci Cipu 1 268 354 zvitat, zajimavosti je rovnéz vzristajici mnoZzstvi plemenic,

které jsou genotypovany (Wiggans et al., 2017).

V soucasné dobé dochazi ke zméné v tradi¢nich postupech a Slechtitelé zacinaji vyuzivat
genomicka data pro odhad tzv. genomické plemenné hodnoty (GPH) nebo genomicky
optimalizované plemenné hodnoty (GOPH). Slibuji si od téchto postupt ptredev§im zvySeni
ptesnosti odhadu plemenné hodnoty (PH) u mladych zvitat. Na tuto problematiku se zaméfil
VanRaden (2008), ktery zjistil, ze pti vyuziti SNP informaci odpovida piinos téchto udaji 10-ti az
20-ti potomkiim vybraného jedince. Diky vyuzivani SNP dochazi k tomu, ze 1 mlady neprovéreny
byk ma spolehlivost odhadu plemenné hodnoty od 0,30 do 0,60 (Ptibyl et al., 2010) a je mozné ho
zafadit do plemenitby jesté diive, nez se dostane do testace (Banos et al., 2008). Vyuzitim
genomické selekce, je tedy mozné snizit provozni naklady na testaci. Schaeffer (2006) piedpoklada,
ze u programu mladych bykl jsou diky genomice az 12,8x nizs§i naklady/rok, 2,2x vysS§i rocni
geneticky zisk a 27,8 levnéjsi zlepSeni v genetickém zaloZeni plemenikll o jednu smérodatnou
odchylku. Velice uzite¢né je, ze genomickou plemennou hodnotu je mozné odhadnout u obou

pohlavi s pfesnosti r = 0,7 a to v jakékoli etapé zivota (Koenig et al., 2009).

Diky vétsSimu mnozZstvi SNP detekovatelnych na bioCipech, které souviseji s plodnosti skotu, je
mozné ke Slechténi vyuziti vétsiho mnozstvi informaci. Tim se Cole et al. (2011) podatilo o 17 %
zvysit spolehlivost odhadu plodnosti dcer po testovanych bycich, kterd se vyznacuje velice nizkou
dalSich sledovanych vlastnosti. Vhodnou cestou zlepseni genomickych odhadii plodnosti skotu tedy
muze byt ptidani dalSich SNP na DNA bioCipy (Cochran et al., 2013). Genom skotu obsahuje vice
nez 20 tisic genl a u vice nez 14 tisic z nich, nejsou jejich SNP dosud zabudovany do ¢ipt
BovineSNP50 chip (Michelizzi et al., 2011). Diky inkorporaci kandidatnich geni do bioCipti bude
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mozné odhalit pfi¢inné SNP nebo jim blizké SNP a nalézt i¢innou cestu selekce a zlepsit schopnost
vyhledavani interakce genomu a projevu onemocnéni (Amos et al., 2011). Jednotlivé SNP by tedy

mohly hrat kli¢ovou roli pii Slechténi funk¢nich znaki u skotu.

V piipadé implementace GPH pro CR by mohla byt u ¢eského strakatého skotu vyznamné rozsifena
selekéni baze ve stfedni Evrop€, ¢imz by mohla rovnéz byt posilena role strakatého skotu jako
vynikajiciho plemene s produkci mléka a masa Setrnou k zivotnimu prostiedi. Predpokladem
uspésného uplatnéni této metody je mit k dispozici velkou populaci Citajici dostatecny pocet
plemennych jedinc. Od roku 2014 zacaly byt odhadovany spolecné plemenné hodnoty mlécné
uZitkovosti pro zvifata z Ceské republiky, Némecka a Rakouska (CESTR, 2014). Diky tomu byl
ziskan dohromady celosvétoveé nejvetsi kalibracni vzorek plemene Fleckvieh (Kucera a Ondrakova,

2011).

Zavadéni genomické selekce ma na soucasné Slechténi skotu takovy dopad, Ze je nékterymi autory
srovnavano se zavedenim kontroly dédi¢nosti jako takové. Bohuzel vSechny dosavadni vysledky
ziskané u ne-holstynskych populaci pfinaseji z chovatelského pohledu méné vyrazné zptesnéni
spolehlivosti, nez bylo o¢ekavano (Kucera, 2011). Otazkou tedy bylo, zda Ize soucasné ¢ipy pouzit
bez ohledu na plemennou pfislusnost, nebo bude tieba pracovat na vytvoteni ¢ipt specifickych pro
jednotliva plemena, piipadné jak mohou celou situaci pomoci zpiesnit Cipy s Vysokou hustotou.
V soucasné dob& se v ramci genotypovani zvifat ¢eského strakatého skotu pouzivaji tzv. custom
¢ipy, na kterych jsou navrzené specifické oblasti pro dané plemeno. Aktudlné jsou genotypy
zjiStovany ve spole¢né laboratofi v némeckém Grubu, avsak v nejblizsi dobé se predpoklada vyuziti
tuzemské laboratore Ceskomoravské spoleénosti chovatelt. Pavodnd se uvaZovalo pouze o
genotypovani byki, avSak v roce 2014 tvotily dojnice jiz 10 % z celkového poctu genotypovanych
zvitat (Ondrakova et al., 2014) a tento trend genotypovani plemenic bude pravdépodobné nadéle

pokracovat.

Poslednich pét let je oblast Slechténi skotu spojena s vyvojem a rutinnim vyuziti plemennych
hodnot zalozenych na udajich, které jsou =ziskdny genotypovanim jedinci. Genomicky
optimalizované¢ PH umoziuji pfesnéjsi a Casnéjsi selekci, ¢imz se zrychluje Slechtitelsky pokrok.
Ptinos genomickych informaci se v pfipadé mlécnych znakil pfirovnava k informacim o mlécné

uzitkovosti od 10 dcer z jejich 3 celych laktaci, presnost odhadu PH u mladych byka se odhaduje
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vys$si nez 0,8 (Dalton, 2009). Piinos genomiky by mél byt predev§im u znakt s nizkou dédivosti
jako je napf. plodnost, protoze zvyseni presnosti odhadu PH je vyssi (Garcia-Ruiz et al., 2016),
stejné tak u plemenic, bude genomika dilezita pro zpiesnéni odhadu PH (Wiggans et al., 2017).

2.3.5. Geny a SNP se vztahem k sekunddrnim vlastnostem skotu

K efektivnimu vyuziti moznosti genomiky je nezbytné neustalé hledani a oveéfovani vztahi mezi
SNP a jednotlivymi vlastnostmi, aby bylo moZzné inkorporovat na ¢ipy dalsi SNP a znat jejich
souvislosti s fenotypovym projevem zvifat. V soucasné dobé se vlivu polymorfismu typu SNP ve
vztahu k reprodukénimu vykonu plemenic a obsahu somatickych bun¢k v mléce vénuje celd tada

autort (Goertz et al., 2009; Clempson et al., 2011a; Collis et al., 2012; Cochran et al., 2013).
Leptin

Gen Leptin byl znam piedevS§im svym vztahem k produkci pohlavnich hormont, vyzivé zvifat a
mlééné produkci. AvSak nedavno bylo zjisténo, ze u buvoll je leptin cilovym mistem bunck
imunitniho systému (De Matteis et al., 2016). U lidi je leptin spojovan ptfedev§im s udrzenim
metabolické homeostaze a imunitnich funkci (Chang et al., 2016). Varianty Leptinu jsou u lidi dale
korelovany s expresi interleukinu 6, ktery je vyznamnym modulatorem zanétu a imunitni odpovédi
(Fairfax et al., 2010). Leptin byl u skotu lokalizovan na 4. chromozomu (Pomp et al., 1997),
transkripci vznika cytokin/hormon, ktery ovliviiuje osu hypotalamus-hypofyza-nadledvinky
(Procaccini et al., 2017).

Ptiblizné polovina krav je po oteleni ohrozena infekci délohy, ktera mliZze narusit funkci vajecnika 1
délohy a vést tak k neplodnosti (Sheldon et al., 2009). Plemenice postizené zanétem délohy
vykazuji pomalejsi rist dominantniho folikulu po oteleni a také nizs$i koncentrace estradiolu
(Williams et al., 2007). Role leptinu v reprodukci byla podrobné popsana (Chehab, 2014) a
experimentalné ovéfena (Cunningham et al., 1999) na Lep®/ Lep® mysich. Receptory pro leptin
jsou umistény v hypotalamu a vajecnicich a zvysuji sekreci gonadotropinti po obdobi nedostatecné
vyzivy (Zieba et al., 2005), u dojnic negativni energetické bilanci. Tim zvySuji schopnost oocyti

pokracovat v embryonalnim vyvoji (Boelhauve et al., 2005).
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Varianty Leptinu byly dosud v literatufe spojovany jak s dojivosti krav (Chessa et al., 2015),
obsahem tuku a bilkovin v mléce (Kulig et al., 2009), masnou uzitkovosti (Silva et al., 2014),
perinatalni mortalitou (Brickell et al., 2010), arovni télesné kondice (Oikonomou et al., 2009), tak
plodnosti (Giblin et al., 2010; Clempson et al., 2011b).

Poprvé byla promotorova mutace g.-963C>T popsana Liefers et al. (2005), kteti nalezli vztah
tohoto polymorfismu k energetickému statusu zvifete. Dale se této oblasti vénovali Komisarek
(2010) a Clempson et al. (2011b), ktefi spojuji uvedenou mutaci s plodnosti skotu plemene jersey a
holstyn. Mutace znama jako A59V (¢.357C>T) se nachazi na 3. exonu genu Leptin a zpusobuje
zaménu aminokyseliny Alaninu za Valin (Haegeman et al., 2000). Tato mutace je spojovana
piedevsim s zivou hmotnosti zvifete a % laktozy v mléce (Liefers et al., 2002), vékem pii 1.
inseminaci a dojivosti na 1. a 2. laktaci (Clempson et al., 2011b). Dale byl popsan i vztah mutace
€.357C>T k obsahu somatickych bun¢k v mléce a slozeni mléka (Glantz et al., 2012).

Toll-like receptor 4 (TLR4)

Toll-like receptory rozpoznavaji specifickou molekularni strukturu, ktera je nazyvana patogen-
asociované molekularni vzory, v okamziku, kdy patogen vnika do organismu (Lu et al., 2008). Toll-
like receptor 4 je umistén na povrchu bunék a je schopny rozpoznat lipopolysacharidovou
membranu gramnegativnich bakterii (Akira et al., 2001; Akira a Takeda, 2004). Aktivace TLR
receptorti proto hraje vyznamnou roli v obrané organismu proti patogenim, avSak ptilisna aktivita
muze ohrozit pfirozenou rovnovahu imunitniho systému a vést k poskozeni organismu (Fu et al.,
2013). Protoze nejcastéjsim duvodem vyskytu endometritidy skotu je Escherichia coli (Ajevar et
al., 2014), vyskytuje se v literatufe mnozstvi publikaci popisujicich vyssi expresi pravé TLR4
Vv pritbéhu poporodniho obdobi a infekce (Herath et al., 2009; Fu et al., 2013). Bohuzel asocia¢ni
studie mezi variantami genu TLR4 a plodnosti skotu jsou v literatufe ojedinélé. Sominsky et al.
(2013) uvazuji, ze pravé TLR4 by mél mit zasadni roli v regulaci reprodukce a zanétlivych procest.
Jejich vyzkumy u potkanl naznacuji, Ze ¢asnd aktivace imunitniho systému pomoci TLR ma
vyznamny vliv na rozvoj vaje¢niki a plodnosti. Vztah rodiny TLR a konkrétné 2 variant TLR4,
k plodnosti skotu byl demonstrovan na jejich asociaci k odolnosti vici bruceléze (Prakash et al.,
2014). V mlécné zlaze zplsobuje V prubéhu mastitidy zvySenou expresi TLR4 piitomnost

Staphylococus Aureus a E. coli (Griesbeck-Zilch et al., 2008; Petzl et al., 2008). Proto se
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ptedpokladd, Zze by TLR4 mohl byt vhodny kandidat pro MAS s cilem zvySeni odolnosti vici
mastitidam u dojného skotu (Sharma et al., 2006).

Gen pro TLR4 je umistén na 8. chromozomu (McGuire et al., 2006). V 5'-upstream promotorové
oblasti, dochazi k transverzi bazi C—G, ktera je pfi¢inou vzniku SNP, ktery je znamy jako
0.-226C>G (Sharma et al., 2006) a zptsobuje rozdilnou expresi genu TLR4 (Sharma et al., 2008).
Promotorova oblast TLR4 je v literatufe spojovana piedevsim s ukazateli zdravi vemene (Sharma et
al., 2006; Wojdak-Maksymiec et al., 2015), ale i odolnosti viuéi paratuberkoldze skotu (Ruiz-

Larranaga et al., 2011) ¢i plemennou hodnotou pro perzistenci laktace (Sharma et al., 2006).

Chemokinovy receptor interleukinu 8 C-X-C motiv (CXCR1)

Aktivita CXCR1 je vyznamné spjatd s imunitni odpovédi na zanét zpusobeny gramnegativnimi
bakteriemi a je proto vyznamnou souéasti vrozené imunity skotu (Rainard a Riollet, 2006; Oviedo-
Boyso et al., 2007). V pribéhu mastitidy je vice nez 90 % populace neutrofilti pfitomno v mlééné
zlaze (Sordillo a Streicher, 2002). Proto jsou geny, jako napiiklad CXCR1, které maji vliv na funkci
neutrofilil potencialnimi markery pro genetickou selekci vic¢i mastitis (Paape et al., 2000). Gen
CXCR1 je exprimovan na povrchu neutrofild (Proudfoot, 2002) a komunikuje piedev§im
s interleukinem 8, ktery je potencidlnim chemoatraktantem neutrofilli a je spojovan s imunitni

odpovédi na infekci zptsobenou gramnegativnimi bakteriemi (Oviedo-Boyso et al., 2007).

U skotu je gen CXCR1 umistén na 2. chromozomu (Murdoch a Finn, 2000). V 1. exonu byla
popsana nesynonymni mutace znama jako ¢.777C>G, (Youngerman et al., 2004). Diky této mutaci
dochdzi v pozici 245 k zdméné aminokyseliny Glutamin za Histidin. Tento SNP se nachazi
v regionu, ktery koduje 3. intracelularni smycku CXCR1 a je dilezity pro vazbu G-proteinu
neutrofild, jehoz aktivace vede ke zméné€ konformace bunék, ktera vede k lepsi chemotaxi (Leyva-
Baca et al., 2008). Proto je CXCR1 navrhovan jako kandidatni gen pro odolnost vici mastitis

(Youngerman et al., 2004).

Vztah mutace ¢.777C>G byl dosud v literatufe popsan k obsahu somatickych bunék (Youngerman
et al., 2004; Beecher et al., 2010), dojivosti a slozeni mléka (Galvao et al., 2011) a specifité
patogenu, ktefi zpusobuji klinickou a subklinickou mastitidu (Verbeke et al., 2014). Uvedena
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mutace byla ve vztahu k plodnosti skotu zkoumana pouze jednou, avsak zadny vztah se mezi touto

variantou se nepodatilo prokazat (Galvao et al., 2011).
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3. Cile prace a hypotéza

Problematice bodovych mutaci je v literatufe i svétovém vyzkumu vénovana velkd pozornost.
Jelikoz se jedna o celosvétové téma, vyzkum se zaméiuje predevsim na holstynské plemeno skotu.
Ptestoze z krav zapojenych do kontroly uzitkovosti jich 38 % prezentuje Cesky strakaty skot, vime o
genetickém zalozeni tohoto plemene bohuzel dosud jen velmi malo. Je proto velmi dilezité

prednést dalsi poznatky o tomto plemeni, aby mohlo byt dale efektivné zuslecht'ovano.

Do disertacni prace byly ke studiu vybrany bodové mutace v genech, u kterych je ptedpokladan
vztah K poétu somatickych bunék v mléce krav jako indikatoru zdravi vemene a k ukazatelim
plodnosti. Cilem prace je pfinést ptehled o genotypovych frekvencich v téchto mutacich a provést
asociaéni studii s cilem objasnit vztah mezi zaznamenanymi fenotypovymi udaji a genetickym

zaloZenim zvifat Seského strakatého skotu.

Hypotézou je, ze mezi skupinami krav s rozdilnym genotypem (v rdmci studovanych genti) bude

mozné pozorovat rozdily v jejich reprodukéni vykonosti a obsahu somatickych bunék v mléce.
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4. Material a metodika

Do studie bylo vybrano celkem 791 krav Ceského strakatého skotu, které jsou zapsany v oddilu
plemenné knihy PCA. Plemenice byly potomky celkem 27 byki, pocet dcer kolisal v rozmezi
11 - 89 dcer na byka. Vybrané dojnice pochazely z 5 farem v Ceské republice a byly narozeny v
letech 2000 - 2008. Do asociac¢ni studie byly zahrnuty pouze udaje o 1. tfech laktacich. Fenotypové
idaje vychéazely ztdajio kontroly uZitkovosti a byly ziskdny od Ceskomoravské spole¢nosti

chovatelq, a.s.

Na zakladé dostupné literatury, s ohledem na jejich pfedpokladané zapojeni do imunitni odpovédi
organismu ¢i reprodukéni vykonosti plemenic, byly ke studiu vybrany celkem 4 polymorfni oblasti

ve 3 genech. (Tabulka 2).

Tabulka 2 Ptehled studovanych SNP

Oblast Délka PCR Restrikéni
Gen SNP rs kod Reference
genu produktu enzym
Komisarek a
LEP Promotor @.-963C>T  rs109956567 295 bp Dral Antkowiak
(2007)
Haegeman et
LEP Exon 3 c.357C>T rs29004508 331 bp Hphl
al. (2000)
Carvajal et al.
TLR4 Promotor 0.-226C>G  rs29017188 137 bp Hpall
(2013)
Goertz et al.
CXCR1 Exonl c.777C>G rs208795699 266 bp Bsp12861 (2009)

LEP — Leptin, TLR4 — Toll-like receptor 4, CXCR1 — Chemokinovy receptor interleukinu 8 C-X-C

motiv

Genomicka DNA byla ziskana z krve a izolovana metodami popsanymi v Tabulce 3. Uvedené SNP
byly genotypovany metodou PCR-RFLP, primery byly navrzeny na zakladé dostupné literatury
(Tabulka 2).
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Tabulka 3 Pouzité metody izolace DNA

Piistroj/metoda/KIT Zdrojovy material Vyrobce

ABI PrepStation 6100 krev Applied Biosystems; USA
QuickGene-Mini80 krev Kurabo; Japonsko

Exgene clinic krev GeneAll; Jizni Korea
Vysolovani krev Metodika v ptiloze

Polymerazova tetézova reakce reakce byla provedena v celkovém obsahu 10 ul, obsahovala 20 —
100 ng genomické DNA, 1 x PPP Master Mix s MgCl, (Top-Bio, Ceska republika), 10 pmol
primerti (R, F) (Generi Biotech, Ceské republika), v pfipadé rs109956567 5 % DMSO (Top-Bio,
Ceské republika). Amplifikované fragmenty byly nasledné 12 hodin $tépeny pii teploté 37 °C
pomoci restrikénich enzymt (Thermo Fisher Scientific, USA) uvedenych v Tabulce 2. Produkty
Stépeni byly dale elektroforeticky separovany na 3% agarézovém gelu (SeaKem® LE Agarose,
Lonza, Switzerland), ktery byl obarven 5 pl ethidium bromidu (Top-Bio, Ceska republika) a

nasledné vizualizovany fluorescen¢nim fotodokumenta¢nim systémem G:box, Syngene (USA).

Pro zjisténi genotypovych a alelovych frekvenci, Hardy-Weinbergovi (H-W) rovnovahy a genové
vazby u genu Leptin byl pouzit software GenAlex (Peakall a Smouse, 2006, 2012).

4.1. Asociacni analyza plodnosti

V ramci asociacni analyzy byly, celkem u 791 krav, vySetfovany nasledujici vlastnosti: v€k pii
prvnim oteleni (AFC), inseminac¢ni interval (CFI), servis perioda (DO), mezidobi (CLI) a %
biezosti po 1. inseminaci (PR). Zakladni statistika byla ziskana pomoci statistického programu SAS
9.4. (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) procedurou MEAN a vysledky jsou prezentovany
v Tabulce 4.
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Tabulka 4 Popisna statistika studovanych vlastnosti

Vlastnost' Jalovice® 1. laktace® 2. laktace® 3. laktace®

AFC (dny) 865 + 82,0 (791)

CFI (dny) 73+£359(769)  72+21,7 (767) 75+ 23,4 (572)
DO (dny) 102+ 52,4 (765) 101+48,0(717) 107 + 52,8 (525)
CLI (dny) 390 £53,9 (772) 388+ 50,8 (683)
PR (%) 52,1 (791) 55,8 (747) 59,0 (659)

SCS 2,77+ 1,6 (1815) 327+1.8(1781) 3,67+ 1,8 (1046)

Wlastnosti: AFC — v&k pri 1. oteleni; CFI — inseminadni interval; DO — servis perioda;

CLI — mezidobi; PR — % btezich po 1. inseminaci; SCS — skore somatickych bunék.

?Hodnoty jsou prezentovany jako pramér + smérodatnd odchylka. Hodnota v zavorce udava podet

analyzovanych zaznamd.

V ptipadé CLI na 2. laktaci je minén interval mezi 1. a 2. otelenim, CLI na 3. laktaci je interval
mezi 2. a 3. otelenim. Normdlni rozd€leni souboru bylo kontrolovdno pomoci sledovani rezidui.
Jelikoz ani rezidua nevykazovala normalni rozdéleni, byly pfi pouziti procedury MIXED
v statistickém programu SAS 9.4., pro ziskdni normélniho rozdé€leni vSechny zavislé proménné
(AFC, CFI, DO, CLI) transformovany pomoci pfirozené¢ho logaritmu. Do vypoctl byl zahrnut efekt
véku pifi prvnim oteleni. Na zéklad¢ této informace byly kravy rozdéleny do 3 skupin: kravy
s pramérnou hodnotou AFC + 1 smérodatna odchylka (SD), kravy s prvnim otelenim > prameér + 1
SD a kravy s pruimérem AFC < (primér — 1 SD). Pozorovani PR byla diskontinualniho charakteru
(bfezost: 1 = ano/ 0 = ne) a proto byla k vyhodnoceni pouzita procedura GLIMIX s binarnim

rozdélenim, opét v programu SAS 9.4.
Pro statistickou analyzu byly pouzity nasledujici smiSené linearni modely:
a) Opakované méfeni pro CFI, CLI a DO:

Yijim = 1+ SRO; + Byk; + Skupina_vék(Lakt), + Lakt; + SNPy, + €jjkim
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b) Me¢teni podle poradi laktace pro CFIl, CLI a DO:

Yijkm = 1+ SRO; + Byk; + Skupina_veky + SNPm + €jjkm

c) AFC:

Yijm = 1 + SRO; + Bykj + SNP, + €jjm

d) Logisticka regrese pro opakované méfeni pro PR:

Per) = a + b1SRO; + b2Byk; + b3Skupina_vék(Lakt), + b4Lakt; + bSSNP, + €jjkim

e) Logisticka regrese pro méteni podle potadi laktace pro PR:

P(pR) =a+ blHYS; + bZBU”j +b3 Skupina_vékk + b4SNP, + €ijkm

kde, Y = pozorovana vlastnost; Ppry = % biezich po 1. inseminaci; p = pramér populace; a =
intercept; SRO; = sdruzeny pevny efekt ité farmy — roku — obdobi oteleni (i = 1 az 17) v modelu c)
sdruzeny pevny efekt ité farmy — roku — obdobi narozeni (i = 1 az 16); Byk; = jty efekt otce kravy
v modelech a), d), e) pevny efekt; v modelech b), ¢), nahodny efekt (j = 1 az 27); Skupina vékuy =
pevny efekt kté skupiny pti AFC (k = 3); Lakt, = pevny efekt Ité potfadi laktace (I = 1 az 3); SNP, =
fixni efekt mtého genotypu SNP (m =1 az 3); b = regresni koeficient pro SRO, byka, skupinu véku,

potadi laktace a SNP; e = vektor nahodnych rezidui.

K vyhodnoceni asociaéni studie byl vybran vzdy pouze ten model, ktery vykazoval nejniZsi hodnotu
Akaikeho Informacniho Kritéria (Tabulka 5). Pro porovnani priméri mezi jednotlivymi skupinami
genotypu bylo vyuZito Bonferroniho korekce, ktera se k vyhodnoceni zpravidla doporucuje a
vyznauje se svoji konzervativnosti. ProtoZe v proceduie MIXED neni mozZzné provést zpétnou
transformaci logaritmovanych hodnot, nebylo mozné stanovit stfedni chybu priiméru a proto jako
ukazatel variability poslouZily 95% intervaly spolehlivosti. Pro hodnotu PR, ktera byla hodnocena
procedurou GLIMMIX byla vypo¢itana stiedni chyba praméru.
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Tabulka 5 Vysledky F-testu pfed Bonfferoniho korekci a hodnoty Akaikeho informacniho kritéria (AIC) pro studované vlastnosti

Laktace SNP scs* AFC CFI* DO" cuit PR
AIC F-test AIC F-test AIC F-test AIC F-test AIC F-test AIC F-test

1 LEP g.-963C>T 5482,4  0,6700 336,3 0,5710 806,3 0,5478 982,86  0,2003
LEP ¢.357C>T 6327,0  0,8017 331,2 0,8543 914,4 0,4606 1109,18  0,0844
TLR4 g.-226C>G 62375  0,0776 331,6 0,7064 892,4 0,4870 1084,83  0,0526
CXCR1¢.777C>G 62865  0,2364 342,6 0,9607 910,5 0,4041 1097,32  0,2149
2 LEP g.-963C>T 36239  0,7465 -37,5 0,2458 686,1 0,3804  -946,5 0,6840 96530  0,2947
LEP ¢.357C>T 43539  0,9092 8,0 0,1300 799,5 0,0226  -1107,9  0,6913  1087,67  0,5508
TLR4 g.-226C>G 43422 0,739 21,2 0,4692 775,6 0,2943  -10828  0,3463  1053,75  0,1299
CXCR1¢.777C>G 4362,8  0,3950 18,2 0,1741 800,1 0,8690  -10950  0,1216  1069,94  0,8758
3 LEP g.-963C>T 33515  0,3352 165,3 0,2280 546,3 0,4019  -791,3 0,4149 799,35  0,3221
LEP ¢.357C>T 38527 05712 180,1 0,8422 637,2 0,1131  -930,8 0,0214 90256  0,0583
TLR4 g.-226C>G 3759,8  0,0070 188,1 0,9337 629,5 0,8629  -9133 0,0911 887,04  0,9232
CXCR1¢.777C>G 3820,7  0,6049 180,9 0,7738 627,6 0,8501  -900,2 0,9957 896,06  0,8253
Opakované LEP g.-963C>T 128954  0,4859 -1497,2 10,0372 530,5 0,2165 20626 00576  -17181  0,7028 0,0782
méfeni LEP ¢.357C>T 15005,8  0,9984 -17152 10,7682 568,1 0,6002 23705  0,4945  -20152  0,0729 0,1849
TLR4 g.-226C>G 14797,7  0,0202 -1671,9 0,0825 580,7 0,5517 23124 04308  -1974,7  0,0591 0,0425
CXCR1¢.777C>G 14939,6 05260 -1688,5 0,2960 587,5 0,9397 23488 05570  -19745  0,3873 0,8355
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Wlastnosti: SCS — skére obsahu somatickych bun¢k v mléce; AFC — veék pii 1. oteleni; CFI — insemina¢ni interval; DO — servis perioda; CLI — mezidobi;

PR — % biezich po 1. inseminaci
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V préci jsou prezentovany vysledky, jak pro opakované méfeni do kterého byla zahrnuta vSechna
pozorovani a tfidila se pouze v zavislosti na genotypu, tak vysledky, které byly tfidény dale i podle
poradi laktace. Jelikoz plemenice na 1. a 2. laktaci jesté nedokoncily rist, bylo cilem zjistit, jestli se
asociace jednotlivych genotypt bude liSit v zavislosti na zménach v metabolismu krav. Avsak pro
dalsi Slechténi je dilezité znat vliv jednotlivych genotypli na uzitkovost krav jako komplexu a proto
bylo do experimentu zahrnuto i opakované méfeni. Diky kombinaci obou pfistuplti je mozné
vyhodnotit asociacni studii celkové s ohledem na metabolické rozdily mezi mladymi plemenicemi
s nedokon¢enym ristem a starSimi kravami na 3. laktaci. Asocia¢ni studie nebyla provedena pro
kravy na vy$$i nez 3. laktaci. Divodem je, Ze S postupujicim ¢asem vstupuji do zivota kravy dalsi
faktory, které s nartistajicim poctem laktaci je jiz velmi slozité zohlednit. Proto se vyhodnocovani

vyssich laktaci v literatufe nedoporucuje.

4.2. Asociacni analyza pro zdravi vemene

V ramci asociaéni analyzy byly porovnavany udaje o poc¢tu (SCC), respektive skore somatickych
bun€k (SCS) v mléce u celkem 362 krav. Celkovy pocet zpracovanych zaznamu z jednotlivych
testovacich dni ¢inil 4 642. Jelikoz pocet somatickych bunék v mléce zpravidla nevykazuje
normalni rozd¢€leni a je charakteristicky vyraznou variabilitou, pristupuje se standardné k piepoctu

na SCS, podle nasledujiciho vzorce:
SCS = log? (SCC/ 100 000) + 3

Z diivodu odstranéni extrémnich hodnot, byla pfed zacatkem vypoctu stanovena podminka, Ze
zvifata v dany testovaci den musela mit nddoj minimalné¢ 6 kg mléka. Dale byla do vypoctu
zahrnuta pouze zvifata s normovanou laktaci, tedy dny v rozpéti 6 — 305 dni laktace. Do modelu
byl zahrnut efekt v€ku pfi prvnim oteleni. Na zdklad€ této informace byly kravy rozdéleny do 3
skupin: kravy s primérnou hodnotou AFC + 1 SD, kravy s prvnim otelenim > primér + 1 SD a

kravy s primérem AFC < (primér — 1 SD).
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Pro statistickou analyzu byly pouzity nasledujici smiSené linearni animal Test-day modely:
a) Opakované méfeni:

Yijkimn = 1t + SRO; + Byk; + Skupina_veéky + Lakt) + bymyX; + SNP;, + €jjiimn
b) Meéfeni podle poradi laktace:

Yijkmn = 1t + SRO; + Byk; + Skupina_véky + bymX; + SNPy + €jjkmn

kde, Y = sledovana vlastnost (SCS); u = pramér populace; SRO; = sdruzeny pevny efekt ité farmy —
data kontroly (i = 1 az 118); Byk; = jty pevny efekt otce kravy (j = 1 az 27); Skupina v&kyx = pevny
efekt kté skupiny véku pii 1. oteleni (k = 3); Lakt; = pevny efekt 1tého potadi laktace (1 =1 az 3);
brm) = regresni koeficient na kontrolni den laktace (DIM), ktery popisuje laktacni kiivku; tfidym =
X1 =1, X, = DIM/c, X3 = (DIM/c)?, X4 = In(c/DIM), Xs = (In(c/DIM))?, ¢ = 305; SNP, = fixni efekt
ntého genotypu SNP (n =1 az 3); e = vektor ndhodnych rezidui.

K vyhodnoceni asocia¢ni studie byl vybran vzdy pouze ten model, ktery vykazoval nejnizsi hodnotu
Akaikeho Informaéniho Kritéria (Tabulka 5). Pro porovnani primérti mezi jednotlivymi skupinami
genotypu bylo vyuZito Bonferroniho korekce, ktera se k vyhodnoceni zpravidla doporucuje a

vyznacuje se svoji konzervativnosti.

V ramci asociaéni studie jsme se vénovali vysledkiim v zavislosti na potadi laktace, tak i vysledkim
z opakované¢ho méteni, do které¢ho byla zahrnuta vSechna pozorovani a ttidila se pouze v zavislosti
na genotypu. Cilem tohoto pfistupu bylo popsat ptipadnou zménu asociaci v ¢ase. Divodem je, Ze
S narUstajicim poc¢tem laktaci je mlécna zlaza dojnic vystavena opakovanym expozicim patogend a
prochazi dal§imi naroénymi procesy, jako je napf. zasuSovani, obdobi rozdojovani a negativni
energetické bilance. Avsak pro dalsi Slechténi je dualezité znat vliv jednotlivych genotypt na
uzitkovost krav jako komplexu a proto bylo do experimentu zahrnuto i opakované méfeni.
Asociaéni studie nebyla provedena pro kravy na vyssi nez 3. laktaci. Divodem je, Ze s postupujicim
casem vstupuji do Zivota kravy dalsi faktory, které s narGstajicim poctem laktaci je jiz velmi slozité

zohlednit. Proto se vyhodnocovani vyssich laktaci v literatufe nedoporucuje.
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5. Vysledky a diskuze

5.1. Genotypové frekvence a genovd vazba

Jelikoz dosud nebyly u ¢eského strakatého skotu popsany genotypové frekvence studovanych gend,
byla nejprve provedena analyza genotypovych frekvenci a Hardy-Weinbergovy (H-W) genetické
rovnovahy (Tabulka 6). Jediny lokus, ktery vykazoval odklon od H-W genetické rovnovahy byl
Leptin g.-963C>T (P < 0,005); ostatni genotypové frekvence byly distribuovany v souladu s H-W

genetickou rovnovahou.

Tabulka 6 Frekvence vyskytu genotypt a alel u ¢eského strakatého skotu

Gen SNP Pozorovana frekvence X
Genotyp (n) Alela
LEP 0.-963C>T CC (436) 0,64 C 0,79
CT (207) 0,30 -
7,79
TT (36) 0,06 T 0,22
Celkem (687)
LEP c.357C>T CC (457) 0,58 C 0,77
CT (290) 0,37
1,38
TT (44) 0,05 T 0,23
Celkem (783)
TLR4 0.-226C>G CC (265) 0,35 C 0,58
CG (357) 0,46
1,37
GG (143) 0,19 G 0,42
Celkem (765)
CXCR1 c.777C>G CC (305) 0,40 C 0,62
CG (352) 0,45
0,66
GG (115) 0,15 G 0,38

Celkem (772)

X% — vysledek chi-kvadrat testu; ** P < 0,005; LEP — Leptin, TLR4 — Toll like receptor 4,
CXCR1 — Chemokinovy receptor interleukinu 8 C-X-C motiv
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Protoze nekteré linie Ceského strakatého skotu jsou zatazeny mezi genetické zdroje (GZ), provedli
jsme rovnéz zakladni populaéni analyzu mezi populaci krav z GZ (n = 45) a z produk¢nich stad
(n = 650), které byly studovany Vvramci disertacni prace. Cilem této studie byl gen Leptin
promotorova oblast §.-963C>T (Obrazek 1). NejcastéjSim genotypem v produkéni populaci byl
genotyp CC (64 %), zatimco v populaci GZ se nejéastéji vyskytoval genotyp CT (48 %). Rozd¢€leni
genotypu bylo dale testovano podle H-W zakona. Jak jiz bylo uvedeno vyse, zvifata z produk¢ni
populace byla z této rovnovahy vychylena, naopak populace GZ se v H-W rovnovaze nachazela.
Jelikoz Leptin oblast 9.-963C>T nebyla u ceského strakatého skotu dosud studovana, neni mozné
zjisténé frekvence porovnat s dal§imi autory. V Tabulce 7 jsme vSak shromazdili prifez
genotypovymi frekvencemi tohoto SNP u jinych plemen, které byly v poslednich letech
publikovany. Ze zjiSténych informaci je ziejmé, ze se genotypové frekvence studovaného SNP
v ramci jednotlivych plemen lisi. Pfedpokladame, ze diivodem téchto rozdill je pfedevsim odliSny
uzitkovy typ plemene a tudiz i smér Slechténi. Avsak nejcastéjsi pozorovanou alelou byla ve vsech
piipadech alela C, ktera je v literatufe spojovana piedevsim s vyssi mlé¢nou uzitkovosti (Giblin et
al., 2010; Matteis et al., 2012), coz je v souladu s trendem zvySovani dojivosti krav a to i u ¢eského
strakatého skotu. Cast&jsi vyskyt alely C, a genotypu CC, v produkéni populaci, stejné tak jako

odklon od H-W rovnovahy, mize naznacovat nepiimy selek¢ni tlak na tento polymorfismus.

Obrazek 1 Ukazka vysledki genotypovani metodou PCR-RFLP, gen Leptin oblast g.-963C>T

L — marker 50 bp, neoznaéené pozice - PCR produkt
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Tabulka 7 Frekvence alel a genotypii u dojnych plemen skotu v oblasti Leptin g.-963C>T

Plemeno Genotypové frekvence (%) Frekvence alel (%)  Reference Zem¢ ptivodu

cC CT TT C T
Holstyn 44 45 13 65 35 Banos et al. (2008) Skotsko
Holstyn 28 55 17 56 44 Komisarek (2010) Polsko
Holstyn 39 47 16 61 39 Glantz et al. (2012) Svédsko
Holstyn 37 47 16 60 40 Clempson et al. (2011a)  Velka Britanie
Jersey 66 34 0 83 17 Komisarek a Antkowiak  Polsko

(2007)

Holstyn 38 40 22 58 42 Kadlecova et al. (2014)  Ceska republika

Dalsi rozdily mezi populacemi jsme pozorovali i v Grovni heterozygotnosti, kterou jsme
porovnavali pomoci fixacniho indexu. V produk¢ni populaci jsme zjistili ubytek heterozygotu, a to
az 11 % oproti ocekdvanym hodnotdm, populace GZ vSak prezentovala piebytek heterozygotii az o
24 % oproti ocekavani na zédkladé H-W rovnovéhy. V ramci zjiStovani zakladnich populacnich
udaji jsme zjistili napf. hodnotu polymorfniho informac¢niho obsahu a provedli analyzu
molekularniho rozptylu. Podrobnéjsi vysledky i metodika zpracovani jsou prezentovany v publikaci
Jecminkova et al. (2016). Zavérem lze konstatovat, ze v populaci GZ jsme, navzdory nizkému poctu

zvitat, pozorovali vys$si genetickou variabilitu nez v populaci produkénich krav.

U genu Leptin v oblasti ¢.357C>T (Obrazek 2) byly u holstynského skotu popsany obdobné
genotypové frekvence (Liefers et al., 2002; Clempson et al., 2011b; Glantz et al., 2012), jako jsme
pozorovali u Ceského strakatého skotu (Tabulka 6). Charakteristicka pro tento SNP je nizka
frekvence genotypu TT, ktery je spojovan s nizsi dojivosti krav (Clempson et al., 2011b) a niz$im
obsahem SCC (Glantz et al., 2012).
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Obrazek 2 Ukazka vysledkt genotypovani metodou PCR-RFLP, gen Leptin oblast ¢.357C>T

CT CT CC CC CT CJ CI' CheCC Gl IR S C P Clo Tl TT

L — marker 50 bp

Jelikoz byly studovany dva SNP na stejném chromozomu (Leptin ¢.357C>T a Leptin g.-963C>T),
provedli jsme analyzu vazby mezi obéma SNP. V ramci studovanych SNP u genu Leptin byla
pozorovana vazbova rovnovaha (D = 0,046; P < 0,001) a proto byl kazdy SNP studovan

samostatné.

U genu TLR4 (Obrazek 3) byly publikovany frekvence alel u plemene moéntbeliard, které odpovidaji
rozloZeni, které jsme pozorovali v naS§em souboru (Tabulka 6). Podle Carvajal et al. (2013) byla u
plemene montbeliard frekvence alely C 55 % a alely G 45 %. Obdobné genotypové frekvence, jako
u Ceského strakatého skotu popsali rovnéz de Mesquita et al. (2012) a Wojdak-Maksymiec et al.
(2015) u holstynského skotu. Mutaci v promotorové oblasti genu TLR4 studovali rovnéz Sharma et
al. (2006), ktefi uvadéji nejéastéjsi vyskyt heterozygotu (50 %) a dale homozygoti GG (35 %), coz
se od naseho pozorovani lisi. V nasem pozorovani byl ¢astéjsim genotypem homozygot CC (35 %).
Carvajal et al. (2013) rovnéz prezentovali frekvence alel u plemene jersey, kdy bylo mozno

pozorovat prevahu alely C (79 %), avSak ve studovaném souboru se nachazelo pouze 28 zvirat.

40



Toto zjisténi mlze byt v disledku nizkého poctu zvitat zatizeno chybou a bylo by vhodné provést

dalsi sledovani na vétSim poctu zvifat.

Obrazek 3 Ukazka vysledkt genotypovani metodou PCR-RFLP, gen TLR4 ¢.-226C>G

CGi e GG -CG CG CG GG GG

— e e e
— e

I HEaE -

L — marker 50 bp, neoznacené pozice — PCR produkt

Gen CXCR1 (Obrazek 4) byl taktéz studovan u plemene montbeliard (Beecher et al., 2010) nebo u
holstynskych byku v Kanadé (Leyva-Baca et al., 2008), kdy byly zjistény genotypové frekvence
obdobné jako v nasem souboru u ceského strakatého skotu (Tabulka 6). U holstynskych krav
genotypu GG, ktery byl ptitomen u 44 % krav (Pawlik et al., 2015). Beecher et al. (2010) zjistovali
genotypové frekvence i u plemene jersey, které se vyrazné 1is§i od rozlozeni genotypi u
kombinovanych plemen s pfevahou genotypu GG (62 %) a nejniz§i pozorovanou frekvenci

genotypu CC (13 %).

Rozdilné rozloZeni genotypti vSech studovanych SNP u plemene jersey, si vysvétlujeme predevs§im
uzkym zaméfenim Slechténi na obsah slozek v mléce a prevazné Cistokrevnou plemenitbou
v historii plemene (Jersey, 2017). Tyto poznatky podporuje i popula¢ni studie (Wiener et al., 2004),
ve ktera bylo zjiSténo, Ze plemeno jersey nevytvari spolecny klastr s mléénymi plemeny hol$tyn a

airshire, ale pon¢kud ptekvapive s plemenem dexter.
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Obriazek 4 Ukazka vysledkt genotypovani metodou PCR-RFLP, gen CXCR1 c.777C>G

L

=

-

c—

J— CG CC CCCG CG CC CGCG CG CG CC CcCc cG cc aa

- — S g = ——— —
=== — — -_— T e o

— - -

e

nom — - -

L — marker 50 bp

5.2. Asociacni studie ve vztahu k plodnosti

Piedkladané vysledky mapuji vztah mezi ukazateli plodnosti u krav ¢eského strakatého skotu a
geny Leptin, TLR4 a CXCRL1. Popsané asociace JSOU poprvé prezentovany jak u Ceského strakatého
skotu, tak ve vztahu gent pro imunitni systém k reprodukci skotu.

Leptin g.-963C>T

V genu Leptin byly studovany dva SNP. V promotorové oblasti g.-963C>T jsme pozorovali
asociaci s AFC (Tabulka 8). Kravy sgenotypem TT se otelily 024 dni dfive, nez zvifata
s genotypem CC (P = 0,031) a 0 22 dni diive, nez s genotypem CT (P = 0,069). Dale jsme
pozorovali pozitivni vliv genotypu CT na délku servis periody, kdy kravy s heterozygotnim
genotypem vykazovaly kratsi DO nez kravy s genotypem CC (P = 0,052). Ptiznivy vliv alely T na
délku servis periody a mezidobi popsali napiiklad Clempson et al. (2011b). Vztah genotypu

0.-963C>T k CLI se vnasi studii nepodafilo prokazat, a to ani pii opakovaném méfeni ¢i
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v zavislosti na laktaci. Clempson et al. (2011b) dale popisuji vztah genotypu CC ke snizenému
procentu biezich krav ve 100 dnech laktace. Popsané vysledky se shoduji i s na§im pozorovanim,
kdy kravy s genotypem CC vykazovaly nejnizsi PR (P = 0,091). Ackoli neprukazny, pozorovali
jsme taktéz nejvyssi PR u genotypu TT v pribéhu 1. a 2. laktace. Promotorové oblasti Leptinu se
vénovali také Giblin et al. (2010), ktefi neprokazali asociaci SNP ¢.-963C>T ke studovanym
vlastnostem, avsSak spojuji alelu T S nizsi obtiznosti teleni a krat$i gestacni periodou. U plemene
jersey se v promotorové oblasti Leptinu taktéZ nepodafilo potvrdit asociace s plodnosti (Komisarek
a Antkowiak, 2007; Komisarek, 2010).

Pozitivni vliv alely T byl prokdzan ve vztahu k pfijmu susSiny a energetické bilanci krav, na druhou
stranu je alela T spojovana s pozdé€j$§im nastupem fije po oteleni (Liefers et al., 2005). Nase
vysledky naopak naznacuji pozitivni vliv genotypu TT na vék pfi 1. oteleni a servis periodu. To
muze znamenat, Ze se prvni fije vyskytuje pozdé&ji, ale zapusténi je uspesné, coz doklada i vyssi PR
u genotypu TT. Tento pozitivni trend miize vychdzet ze zjisténi, ze alela T je spojovana s vysSim
pfijmem susiny a proto zvifata mohou vice rast a 1épe zvladat obdobi negativni energetické bilance
(Liefers et al., 2005). Tato zji$téni jsou v souvislosti se zjisténymi asociacemi s AFC, PR a DO.
V literatufe je genotyp CC spojovan s vyssi dojivosti (Clempson et al., 2011b) a negativni vliv
tohoto genotypu na reprodukci je v souladu s dnesnim poznanim antagonistického vztahu mezi

produkci a reprodukei.
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Tabulka 8 Asociace SNP k plodnosti pii opakovaném méfeni. Statisticky vyznamné efekty studovanych SNP a jejich genotypt (P < 0,05) jsou

vyznaceny tucné, tendence pro asociaci (0,05 < P < 0,1) jsou podtrzeny.

Gen
Genotyp

Vlastnosti'

AFC*

CFI?

DO?

CLI?

PR (%)’

LEP g.-963C>T
cC

CT

TT

LEP ¢.357C>T
cC

CT

1T

TLR4 g.-226C>G
cC

CG

GG

CXCR1 c.777C>G
CC

CG

860 (852,9; 868,3)* ©
858 (848,8: 868,4)" °
836 (818,0; 854,7)*P

857 (850,0; 865,8)
860 (851,9; 869,3)
854 (834,1; 875,4)

853 (844,4; 862,7)
863 (855,8; 872,2)
855 (844,2; 867,1)

860 (851,4; 869,1)
860 (852,4; 869,5)

69 (67,8; 72,0)
68 (66,0; 70,7)
71 (67,2; 75,8)

69 (67,5; 71,6)
68 (66,8; 71,0)
70 (65,9; 74,8)

69 (66,7; 71,3)
68 (66,8; 71,0)
70 (68,0; 73,2)

69 (66,8; 71,2)
69 (67,3; 71,6)

98 (93,5; 104,0)*

92 (87,1: 98,3)*
93 (84,6; 103,7)®

95 (90,1; 100,4)
96 (91,4; 102,2)
103 (92,2; 115,4)

98 (92,3; 104,0)
93 (88,7; 99,0)
98 (91,9; 104,9)

95 (90,3; 101,3)
94 (89,7; 100,3)

391 (385,5; 397,3)
388 (381,7; 395,1)
389 (378,7; 401,2)

390 (384,3; 395,9)®
389 (383,9; 395,8)"

401 (390,0; 413,6)"

393 (387,1; 400,0)
387 (381,3; 393,0)®
391 (384,3; 398,2)"

389 (383,8; 395,9)
388 (383,0; 394,9)

52,1 +22%

58,6 £2.7%

59,7 +2,7°

56,7+2,1
532+23
47,8 £5,7

523425
58,122
52,1 +£3,1

555+2.4
55,8422
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Gen Vlastnosti*
Genotyp AFC* CFI° DO? CLI PR (%)®

GG 850 (838,7; 863,2) 69 (66,2; 71,9) 96 (90,1; 104,3) 393 (395,9; 401,9) 53,635

Hodnoty pro rizné genotypy v ramci stejného SNP oznacené stejnym pismenem se po Bonferroniho korekei vyznamné 1i$i. Mala pismena oznacuji rozdil
na hladiné vyznamnosti P < 0,05, velka pismena oznacuji tendenci pro vyznamnost V intervalu 0,05 < P < 0,1.

Vlastnosti: AFC — vk pfi 1. oteleni; CFI — inseminaéni interval; DO — servis perioda; CLI — mezidobi; PR — % biezich po 1. inseminaci.

2 LSM (95% interval spolehlivosti)

% LSM = stfedni chyba praméru
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Tabulka 9 Vztah studovanych SNP k ukazatelim plodnosti, v zavislosti na poradi laktace. Statisticky vyznamné efekty studovanych SNP a jejich

genotypu (P < 0,05) jsou vyznaceny tucné, tendence pro asociaci (0,05 < P < 0,1) jsou podtrzeny.

Vlastnosti* Genotyp
LEP g.-963C>T LEP ¢.357C>T TLR4 g.-226C>G CXCR1¢.777C>G

CFP2 cC CT TT cC CT T cC CG GG cC CG GG

1. laktace 70 69 73 70 69 68 69 69 71 69 69 70
(67,1;739)  (66,1;740)  (66.9,815)  (67,1;73.8)  (66,4;730)  (618;764)  (66,2;736)  (66,3;729)  (67,1;757)  (66,0;731)  (66,6;732)  (657;751)

2. laktace 72 70 70 70 71 76 70 71 72 72 71 68
(70,2;75,2)  (67,7;73,5)  (65.2,75.3)  (684;73.4)  (69,2;743)  (70,7,834)  (67,7;734)  (689;741)  (693;762)  (69,4;748)  (69,1;742)  (651;723)

3. laktace 73 71 78 73 72 74 73 73 72 72 72 74
(69,7;76,7)  (67,6,758)  (70.6,87.2)  (70,0;76.9)  (69,2;762)  (66,9;83,4)  (69,7;77,7)  (69,7,767)  (68,3;77,4)  (689;76,3)  (69,2;76,1)  (69,2;79,9)

CLP

2. laktace 388 (381,8; 390 (382,6; 391 388 (381,8; 387 (381,2; 394 (379,8; 392 (3851; 385 (379,6; 387 (3795, 388 (3814, 385 (379,6; 395 (386,0;
394,4) 397,9) (378.8,405.5) 394.7) 394,0) 409,5) 399,3) 392,3) 395,9) 394,8) 392,4) 404,6)

3. laktace 389 385 (377,6; 379 386 (379,5; 387 (3804; 408 (3925; 392 (384,7. 383 (377.1; 386 (377,6; 387 (3802, 1387 (380,8; 387 (377,3;
(382,0; 394,4) (365.0,394.6)  392.9) 394,4)° 424,6)*° 39994 3905)* 395,0)® 394,8) 394,8) 397,4)
396,3)

DO?

1. laktace 95 92 91 93 94 103 96 92 96 95 92 98
(89,1;103,0) (84,8;100,2) (79.0,105.8) (86,8;100,6) (87,7;101,5) (87,5;121,1) (88,7;1045) (86,1;99,6)  (87,8;1058) (87,7;102,8) (856;99,2)  (88,4;108,7)

2. laktace 98 94 91 947 95° 1162° 97 92 97 96 95 94
(92,3;105,1)  (87,4;102,2) (79.6,105.1) (88,7;101,3) (89,2;102,1) (100,0;136,6) (90,9;105,3) (86,8;99,2)  (88,8;1059) (90,0;103,7)  (89,1;101,9) (85:4;104,1)

3. laktace 99 94 102 96 102 87 98 100 98 96 99 98
(92,0;108,2) (856;103,8) (85.3,122.4) (88,8;104,3) (94,8;111,8) (71,4;1065) (89,6;107,9) (92,6;109,5) (88,8;110,2) (88,8;1057) (915;107,6) (86,9; 111,2)

PR®

1. laktace 472+37 539+4,6 61.8+88 53.8+35" 49,7 + 3,88 323+88" 478 £4,3" 554+35"% 435+51% 52,7+38 53,3+3,6 430+5,7

2. laktace 54.1+4,0 59,3+5,0 67.5+8.5 57,0 +3,8 57,7+4.2 47,0499 522+46 61,5+3,9 57,4+55 555 +4,3 57,8+3,9 56,3 £6,2

3. laktace 60,0 +4,2 64,1+5,0 493+106 62,138 52,046 68,5+ 10,1 60,0 +4,8 58,8 +4,1 57,4+5,7 59,6 +4,5 58,4+ 4,2 62,4+63
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Hodnoty pro rtizné genotypy v ramci stejného SNP oznacené stejnym pismenem se po Bonferroniho korekei vyznamné 1isi. Mald pismena oznacuji rozdil
na hladiné vyznamnosti P < 0,05, velka pismena oznacuji tendenci pro vyznamnost v intervalu 0,05 < P < 0,1.

Vlastnosti: CFI — inseminaéni interval; DO — servis perioda; CLI — mezidobi; PR — % biezich po 1. inseminaci.

2LSM (95% interval spolehlivosti)

¥ LSM = stfedni chyba praméru
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Leptin ¢.357C>T

V oblasti ¢.357C>T genu Leptin byl pozorovan vztah genotypu k DO, CLI i PR. Naopak jsme
nepozorovali vztah genotypu ¢.357C>T k AFC, ktery byl v literatufe asociovan s pozitivnim vlivem
genotypu TT (Clempson et al., 2011b). Uvedené mutaci se rovnéz vénovali Leifers et al. (2002),
kteti pozorovali vys$si koncentraci leptinu v krvi krav tésné ptfed otelenim. Diky tomu je mozné
uvazovat o vysSim piijmu krmiva u krav s genotypem TT. Avsak praveé u dojnic s homozygotnim
genotypem TT byly pozorovany horsi parametry reprodukce. Tyto dojnice napiiklad v opakovaném
méfeni vykazovaly tendenci pro delsi CLI nez heterozygoti CT (P = 0,094) a homozygoti CC
(P = 0,116). Negativni efekt genotypu TT na CLI byl potvrzen ve 3. laktaci (Tabulka 9).
V porovnani s genotypem CC a CT vykazovaly kravy s genotypem TT vyznamné del§i mezidobi
(P = 0,01, respektive P = 0,024). Naopak pozitivni vliv genotypu TT na mezidobi pozoroval u krav
plemene jersey Komisarek a Antkowiak (2007). Tito autofi také popisuji pozitivni vliv genotypu TT
na DO, coz rovnéz nekoresponduje s naSim pozorovanim. V prabéhu 2. laktace vykazovaly dojnice
s genotypem TT nejdel$i mezidobi v porovnani s genotypem CC nebo CT (P = 0,019, respektive
P =0,027). Vztahu genotypu ¢.357C>T k ukazatelim reprodukce se u holstynského skotu vénovali
Yazdani et al. (2010) nebo u masného skotu Almeida et al. (2003), ktefi nenalezli vztah mezi touto
mutaci a délkou servis periody nebo mezidobi. Tendenci pro asociaci jsme pozorovali u PR, které
bylo na 1. laktaci vyssi u krav s genotypem CC v porovnani s genotypem TT (P = 0,085). Asociaci
mutace ¢.357C>T k ukazatelim plodnosti se rovnéz nepodatilo potvrdit Giblin et al. (2010), avsak
autofi popisuji negativni vliv alely T na prezitelnost krav. Pravé horsi plodnost homozygoti TT
muze byt divodem k pfed¢asnému vytazeni krav, které maji az 1,83 krat vétsi pravdépodobnost

vyfazeni nez kravy s genotypem CC (Szyda et al., 2011).

TLRA4 9.-226C>G

V ramci asociacni studie byl nalezen vztah genotypu g.-226C>G k délce mezidobi a PR (Tabulka
9). Heterozygotni kravy CG vykazovaly na 3. laktaci kratsi CLI nez dojnice s genotypem CC
(P = 0,059). Toto zjisténi bylo dale potvrzeno pii opakovaném méfeni (Tabulka 8), kdy dojnice
s genotypem CG m¢ély prukazné krat$i délku mezidobi nez homozygoti CC (P = 0,029). Trend pro

lepsi vysledky reprodukce jsme zaznamenali opét u heterozygoti CG V opakovaném méfeni U
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vlastnosti PR pfi opakovaném méteni (P = 0,101) a také v prib¢hu 1. laktace (P = 0,960). Podle
Herath et al. (2009) mohou kravy dosdhnout dobré plodnosti diky omezeni imunitni odpovédi v 1.
tydnu po oteleni. Doba po oteleni je kritickym obdobim, kdy v pribéhu porodu mohly do
pohlavnich organt proniknout bakterie, avSak u zvifat s vyraznou imunitni odpovédi mize dojit
k chronickému zanétu nebo zhorSeni praveé reprodukénich funkci. Protoze kravy s genotypem GG
maji vyznamné vyssi troven exprese genu TLR4 (Sharma et al., 2008), mize byt jejich reprodukce
snizena. V naSem sledovani nejlepsi parametry reprodukce vykazovaly dojnice CG, které vykazuji
stiedni Groven exprese (Sharma et al., 2008) a mohou produkovat optimalni mnozstvi protilatek
proti gramnegativnim bakteriim. Nakonec ani genotyp CC nevynikal dobrou reprodukci a podle
studie exprese tohoto genu tento genotyp vykazoval nejnizsi uroven exprese (Sharma et al., 2008),

mozna tak nizké, Ze organismus obtizné bojuje s infekci.

CXCR1c.777C>G

Mnozstvi studii popisuje asociaci mutace €.777C>G na dojivost krav nebo zdravi vemene, nicmén¢
studie vénujici se vztahu tohoto SNP k plodnosti krav témét chybi. Pouze Galvao et al. (2011)
studoval vliv tohoto SNP na metritidu, endometritidu a zadrZeni liZzka, avSak bez vyznamné
asociace s uvedenymi vlastnostmi. Jejich sledovani ale bylo provedenou pouze na 350 dojnicich,
které byly chovany celkem na 23 farmach. Proto mohlo byt vyhodnoceni asociace ovlivnéno
nesystematickymi vlivy, které je nesnadné ve vypoctu zohlednit. V naSem sledovani jsme nezjistili
statisticky vyznamny vztah mezi mutaci ¢.777C>G a ukazateli reprodukce. Na zaklad¢ studii, které
byly provadény ve vztahu ke zdravi vemene, je mozné uvazovat o vyssi rezistenci vici infekcim u
krav s genotypem GG. Piedpokladame také, Zze vysSi odolnost krav by zkratila i jejich mezidobi,
coz se v naSem sledovani nepodaiilo potvrdit. Bohuzel dosud nebyla provedena obdobna studie,
proto neni mozné zjisténé vysledky porovnat. Je proto nezbytné provést dalsi sledovani a to jak ve

vztahu genu CXCR1 k plodnosti krav ¢eského strakatého, tak u dal$ich plemen skotu.
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5.3. Asociacni studie ke skore somatickych bunék v mléce
Leptin g.-963C>T

Provedena asocia¢ni studie neprokazala vztah promotorové oblasti genu Leptin k SCS v mléce
(Tabulka 10). Na teti laktaci jsme pozorovali v priméru nejvyssi SCS u skupiny krav s genotypem
TT, avSak predpokladame, ze diky vysoké variabilité, nebyl tento rozdil statisticky prikazny.
Promotorova oblast genu Leptin je v literatufe spojovana s mnozstvim i kvalitou mléka (Giblin et
al., 2010; Glantz et al., 2012), tak i energetickou bilanci, pfijmem krmiva (Liefers et al., 2005) a
plodnosti (Clempson et al., 2011b). Vztahu vybrané promotorové oblasti k SCS se vénovali i dalsi
autoti (Giblin et al., 2010; Komisarek, 2010), ale stejn¢ jako v nas$i studii se vztah tohoto SNP
nepodafilo prokazat. Jistou tendenci ve prospéch alely T pozorovali (Glantz et al., 2012), avsak
pracovali s obsahem somatickych bunék, tedy netransformovanymi hodnotami. Ptesto, Ze leptin
patii mezi cytokiny a piedpoklada se, tedy jeho ptisobeni v prubéhu zanétu (Procaccini et al., 2017),
jeho koncentrace v krvi se pfi mastitidé neméni (Soliman et al., 2002). Tudiz ani mozné ovlivnéni
exprese tohoto genu diky piitomnosti SNP Vv promotorové oblasti nehraje, Vv zavislosti

k onemocnéni vemene, potazmo SCS, vyznamnou roli.
Leptin ¢.357C>T

Prikazné rozdily mezi genotypy jsme nepozorovali ani v kodujici oblasti tohoto genu. Szyda et al.
(2011) popisuji vyssi riziko vyfazeni u krav s genotypem TT, avSak na zakladé nami zjisténych
vysledkll uvazujeme, Ze spiSe nez zhorSeni zdravotniho stavu mlécéné Zlazy mize byt diivodem
tohoto rizika zhorSeni plodnosti téchto zvifat. Negativni vliv alely T na pfeziti ve stadé uvadéji i
Giblin et al. (2010), avsak ve svoji praci stejné jako Szyda et al. (2011) nezminuji divod vyfazeni
zvitat. Dale byl popsan negativni vliv genotypu TT na kvalitu i kvantitu mléka (Kulig et al., 2009),
ale nepodaftilo se prokazat vztah tohoto polymorfismu k obsahu somatickych bun¢k nebo SCS u
krav plemene holstyn, ani jersey (Giblin et al., 2010; Kulig et al., 2010). Ojedin¢lou studii,

vvvvv

zavery nebyly dal§imi pracemi potvrzeny.
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Tabulka 10 Vysledky asocia¢ni studie pro skore somatickych bun€k (SCS). Statisticky vyznamné efekty studovanych SNP a jejich genotypu (P < 0,05)

jsou vyznaceny tu¢né, tendence pro asociaci (0,05 < P < 0,1) jsou podtrzeny.

Poradi LEP g.-963C>T LEP ¢.357C>T TLR4 g.-226C>G CXCR1 c.777C>G
laktace cC CT T cC CT T cc CG GG cC CG GG
1 2,97+0,18 2,88+021 2,69+0,35 2,97+0,18 2,87+0,19 2,86+034 2.89+0.19° 3.0840.18" 2.65£022" 297+0,19 2,70+0,19 2,80 +0,25
2 3,5740,22 3374031 338+0,64 3,590,223 3,694023 3,59+0,52  3,68+024  3,73%0,25  3,524027  3,78+025 3,53+0,23 3,84 +0,34
3 390022 3,78+030 4,69+0,60 344+0,76 328+0,77 3,66+0,85  3,56£0,74> 3,49+0,75%°  2,68+0,77° 3,22+0,77 3,25%0,76 3,57 0,80
Opakované 3,33 40,15 3,16+0,19 3,11 40,31 3,28+0,15 3,28+40,16 328+028 3,32+0,16° 3,41+0,16°  2,96£0,18° 327+0,16 3,1340,16 3,23 +021

meéfeni

Hodnoty pro rizné genotypy v ramci stejného SNP oznacené stejnym pismenem se po Bonferroniho korekci vyznamné 1isi. Maléd pismena oznacuji rozdil

na hladin€ vyznamnosti P < 0,05, velké pismena oznacuji tendenci pro vyznamnost v interval 0,05 <P <0,1.
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TLR4 g.-226C>G

Gen TLR4 je v literatufe obvykle spojovan se zdravim vemene a imunitni odpovédi skotu, bohuzel
vysledky jednotlivych pozorovani jsou ¢asto nejednotné. V nasi studii jsme pozorovali na prvni
laktaci tendenci (P = 0,085) genotypu GG pro niz8i skoére somatickych bunék Vv porovnani s
heterozygoty. Na tieti laktaci tento trend nabyl prukaznych hodnot a to jak V porovnani
s genotypem CG (P = 0,011), tak genotypem CC (P = 0,011). Nizsi SCS u genotypu GG jsme
pozorovali rovnéZz u opakovaného méteni (P = 0,016) v porovnani s heterozygotem CG
(Tabulka 10). Napiiklad Sharma et al. (2006) popisuji vztah alely C (pifi konstrukci haplotypi)
k vyssimu poc¢tu SCS a vliv genotyp CC na snizeni plemenné hodnoty pro perzistenci laktace u
holstynskych byku. S naSimi vysledky koresponduje také prace Wojdak-Maksymiec et al. (2015)
ktefi spojuji niz§i SCS salelou G. Tato alela je dale spojovana s vy$si odolnosti vici infekci
zpusobené Mycobacterium avium ssp. Paratuberculosis (Ruiz-Larranaga et al., 2011). Dale bylo
zjisténo, ze tento SNP ovlivituje expresi TLR4, pficemz nejvyssi aroven exprese vVykazoval genotyp
GG (Sharma et al., 2008). Piedpoklada se, Zze divodem muze byt ovlivnéni vazby a interakce mezi
transkripénimi faktory, které expresi ovliviiuji. Popsané vysledky tedy mohou naznacovat pozitivni

vliv alely G na zdravi mlééné zlazy krav.

CXCR1c.777C>G

V nasem sledovani se nepodatilo prokazat vztah mezi SNP ¢.777C>G a skorem somatickych bunék.
Rozdily nebyly pozorovany v zavislosti na pofadi laktace, ani v opakovaném meéfeni. Naopak
naptiklad Youngerman et al. (2004) popsali vztah tohoto SNP k SCS. Piesto, Ze je SCS geneticky
korelovano s klinickou mastitidou a je uzivano jako indikator mastitidy, nepodafilo se vztah
genotypu k SCS potvrdit ani v fad¢ dalsich studii (Leyva-Baca et al., 2008; Goertz et al., 2009;
Zhang et al., 2012; Pawlik et al., 2015). Naopak se vyskytuji prace popisujici vztah tohoto SNP
k vyskytu mastitidy, naptiklad vyssi vyskyt onemocnéni u genotypu GG a nizsi dojivost u krav
s timto genotypem (Galvao et al., 2011). Obdobnou studii provedli Bagheri et al. (2016), ktefi vSak
popisuji alelu G jako rezistentni vi¢i mastitidé. Jejich vysledky potvrzuji Verbeke et al. (2014),
ktefi pozorovali nizsi vyskyt klinické mastitidy po infekci Staphylokokem aureusem a také vyssi
dojivost u krav s genotypem GG v porovnani s homozygoty CC. Dale bylo zjisténo, ze dojnice

s genotypem GG vykazuji vyssi mnozstvi transkriptl 24 hodin po zamérné infekci Streptokokem
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dysgalactiae ssp. Dysgalactiae v porovnani s genotypem CC (Beecher et al., 2012). Predpoklada se
tedy, Ze tyto odliSnosti mohou zptlisobovat rozdilnou zavaznost onemocnéni u jednotlivych zvitat,

avSak dosavadni vysledky asociacnich studii nejsou jednoznacné.
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6. Zavéry a doporuceni pro praxi a dalsi rozvoj védniho oboru

Nizkd uroven reprodukce a zdravi zvifat je jednim z nejcastéjSich divodi pro nedobrovolné
vytazeni krav. ZhorSend reprodukce ma znacné negativni vliv na ekonomiku chovu a to diky
nekolika faktorim. Zvysené naklady diky nevyhovujici reprodukci jsou spojené piedevsim s vyssi
spotiebou inseminacnich davek, delSim mezidobim, které je spojené se snizenim celozivotni
uzitkovosti, zvySenim ndkladi na krmeni zvifat, niz§i produkci telat a tim spojenymi problémy
S uzavienym obratem stada. Pro zlepSeni plodnosti krav se nékdy pouziva aplikace pohlavnich
hormont, jejich pouziti je v dneSni dobé¢, kdy celime kontaminaci prostfedi hormony velice
diskutabilni. Aktudlnim problémem je také nartistajici rezistence vici antibiotikim. V pfipad¢, ze
zvitata budou vice odolna infekénimu tlaku z okoli, je mozné piedpokladat, ze bude mozné snizit
spotfebu antibiotik 1 dalSich 1éciv, které jsou nezbytné pii lé€eni onemocnéni vemene. Diky
nalezeni genetickych variant, které jsou vyhodnéjsi z hlediska plodnosti nebo zdravi zvitat by bylo
mozné zlepsit nejen ekonomiku hospodateni, ale také snizit ekologickou zatéz zivocisné produkce

na zivotni prostredi.

Piedkladané vysledky popisuji genotypové frekvence v genech Leptin, TLR4 a CXCR1 a vztah
jejich polymorfismu Kk plodnosti a skére obsahu somatickych bunék u krav Ceského strakatého

skotu. V diserta¢ni praci byl zjistén:

- pozitivni efekt genotypu TT v genu Leptin g.-963C>T na ranost zvifat a také pozitivni vliv
genotypu CT na servis periodu a vyss§i pravdépodobnost biezosti po 1. inseminaci (PR).
Tyto vysledky by mohly naznacovat pozitivni vliv alely T na reprodukci u krav ¢eského
strakatého skotu. V oblasti ¢.357C>T genu Leptin jsme zjistili negativni vliv genotypu TT
na plodnost krav. Tento efekt jsme pozorovali predev§im u délky mezidobi, nizsi PR na 1.
laktaci a delsi servise period€. Ani u jedné z variant genu Leptin se nepodafilo nalézt vztah
ke skore somatickych bun¢k (SCS) v mléce.

-V genu TLR4 promotorové oblasti 9.-226C>G jsme zjistili dosud nepublikovany pozitivni
vliv heterozygotniho genotypu CG na délku mezidobi a PR. Dale jsme také popsali nizsi
SCS u krav s genotypem GG, a to jak v prub¢hu 1. a 3. laktace, tak i v ramci opakovaného

méreni.
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- Ugenu CXCR1 oblasti ¢.777C>G nebyl zjistén vyznamny vztah genotypu k ukazatelim
plodnosti ani SCS.

Na zaklad¢ zjisténych vysledkl je ziejmé, ze genotyp Leptinu ma vyznamny vliv na reprodukci
dojnic Ceského strakatého skotu a miize byt vyuzity jako efektivni marker pro zlepSovani plodnosti
zvirat. Asociace v genech TLR4 a CXCR1 poskytuji nové informace o vztahu gent zapojenych do
imunitni odpovédi organismu k reprodukci skotu a SCS, avsak je potieba zjisténé asociace potvrdit
dalsi studii. Dale by bylo vhodné asociacni studie doplnit informacemi o expresi jednotlivych genti
praveé V zavislosti na genotypu, aby zjisténé informace byly komplexni a bylo mozné vydat jasné

doporuceni pro praxi a dalsi Slechténi ¢eského strakatého skotu.
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8. Prilohy

Izolace DNA vysolovanim z krve

Oznacené ependorfky s objemem 2 ml naplnit 0,5 ml T1oE; promyvacim pufrem
Pfidat 200 ul homogenizované nesrazlivé krve a lehce promichat $pickou

Ptidat 0,5 ml TyoE; promyvaciho pufru

Vortexovat dokud neni obsah ependorfky zcela homogenni

Centrifugace — 13 000 rpm/ 2min

Odstranit supernatant

Na peletku leukocytu piidat ¢isty T1oE1 pufr — 0,5 ml

Vortexovat dokud neni obsah ependorfky zcela homogenni

© 0 N o g bk~ w DN PE

Propirani v T1oE; pufru opakovat 5x (dokud neni supernatant zcela Ciry)

=
o

. Centrifugace — 13 000 rpm/ 2min

-
-

. Odstranit supernatant, zbytek T10E; promyvaciho pufru odsat na buniciné

=
N

. Ependorfky vysusit odklopené dnem vzhiru na bunié¢iné — cca 15 min.

=
w

. Ependorfky lehce oklepat o bunic¢inu

H
o~

. Na peletku promytych leukocytt ptidat lyza¢ni smés v mnozstvi 160 pl /vzorek

[EY
ol

. Dikladné vortexovat - co nejvice narusit kompaktnost peletky

[EY
»

. Inkubovat ve vodni l4zni po dobu nejméné 8 hod. nebo ptes noc pfi teploté 37 °C

-
\‘

. B€hem inkubace aspoil 1x vortexovat

=
oo

. K obsahu ependorfky postupné ptidat 100 pl nasyceného roztoku NaCl + 250 ul roztoku
chloroform-isoamylalkohol 24:1 (v/v)

19. Vysolovat na tiepacce po dobu 2 x 1 hodina (po 1. hodiné vortexovat)

20. Centrifugovat 7 500 rpm /15 min/ 15 °C

21. Odpipetovat ¢iry supernatant nad rozhranim a ptenést do ¢isté ependorfky — 1,5 ml

22. Centrifugovat 7 500 rpm /15 min/ 15 °C

23. Odpipetovat supernatant nad zbytkem precipitati a pfenést do ¢isté ependorfky - 1,5ml

24. Ptidat 200 pl Isopropanolu z mrazaku

25. Jemnym pieklapénim ependorfky vysrazet DNA do viditelného vlakna

26. Centrifugovat ependorfku s vysrazenou DNA 15 000 rpm /15 min./ 4 °C

27. Odstranit supernatant
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28. Na peletku DNA ptidat 200 pl 70% Etanlolu z lednice

29. Vortexovanim oplachnout peletku v Etanolu

30. Centrifugovat 15 000 rpm /15 min./ 4 °C

31. Odstranit supernatant

32. Ependorfky lehce oklepat o buni¢inu

33. Vysusit zbytek Etanolu pfi pokojové teploté cca 1hod.

34. Rozpustit peletku DNA v TE pufru, mnozstvi cca 65 ul (podle velikosti peletky)
35. Zvortexovat - kratce stocit

36. Nechat rozpoustét pii pokojové teploté cca 2 hod. na tfepacce

37. V prubéhu rozpousténi 1x zvortexovat — kratce stocit

38. Méfeni koncentrace izolované DNA na NanoDropu se provadi aZ nasledujici den, po

dikladném rozpusténi DNA a velmi dikladném protiepani izolatu na vortexu.

Roztoky

T10E1 Promyvaci puft:

Tris-HCI 10,0 ml Tris-HCI (1M - tj. 60,59/500ml - pH 7,5 Gprava HCI)
Na,EDTA 5,0 ml Na;EDTA (0,2M- tj. 4,0g/500ml, bez tipravy pH)
Doplnit do 1 000 ml destilovanou vodou.

Pufr A

Tris-HCI 10 mM 1,0 ml Tris-HCI (1M - tj. 12,19/100ml - pH 8,2 tprava HCI)
Na;EDTA 2mM 0,8 ml Na;EDTA (0,25M tj.18,69/200ml, bez upravy pH)
NaCl 400 mM 8,0 ml NaCl (5M — Sigma-Aldrich, USA)

SDS 1% 5,0 ml SDS (20% — Sigma-Aldrich, USA)

Doplnit do 1 000 ml destilovanou vodou.

TE Pufr:
50 nl Tris-EDTA Pufr 100x Koncentrovany (Sigma-Aldrich, USA) + 4 550 ul destilované vody

Nasyceny roztok NaCl: MG: 58,44

Do flakonku nalit roztok SM NaCl a nasypat cca 1cm vysoky sloupecek krystalti NaCl. Dosypéavat,
dokud se krystalky rozpousti a sloupecek nezlistane zachovan.
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Lyzacni smés v mnozstvi 169 pl na vzorek:

Slozka 1 vzorek

Pufr A 150 pl
Proteinaza K (Roche, Svycarsko) 12 pl
10% SDS (Sigma-Aldrich, USA) 7 ul
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