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1 UVOD

vvvvvv

jedné kravy miize jeden byk poslouzit k chovu pro desitky krav pfi pfirozené plemenitbé a az
tisice krav pfi umélé inseminaci. Dobra plodnost je komplex slozeny z mnoha udalosti
odehravajicich se v organismu. Z hlediska saméiho organismu jsou klicovymi kroky uspésné
reprodukce spermatogenni cyklus, sekrece ptidatnych pohlavnich zlaz, prichod spermii
pohlavnim Ustrojim samice a kapacitace spermii. Kazdy z téchto krokt je zprostiedkovan
fadou proteint, které jsou kédovany mnoha geny. Tyto a dal$i geny tvoii genetické pozadi
jedince.

Genetika patii k celosvétové se rozvijejicimu odvétvi a i ve Slechténi zvifat se stalo
zavedeni molekularné-genetickych metod velkym krokem vpied. Genomicka selekce v chovu
skotu vyuzivd soubor genetickych markert asociovanych s riznymi uzitkovymi vlastnostmi
hospodaiskych zvitat. V chovu mlééného skotu se velmi rychle zavedla selekce byki a jalovic
na zaklad¢ polymorfismu kandidatnich gend asociovanych s produkci mléka, t€lesnou kondici
a dlouhovékosti. S ohledem na potvrzeni negativni korelace mezi produkci mléka a
reprodukci, je tieba vyhodnotit vliv genetickych markert pro mlé¢nou uzitkovost na ukazatele
ejakulatu bykt. Ztohoto divodu je v nasi praci zkouman vliv polymorfismus v genu pro
leptin (LEP) a acyl-CoA:diacylglycerol acyltrasferasu 1 (DGAT1) na ukazatele Cerstvého a
rozmrazeného ejakulatu byku.

Z diivodu zavedeni umélé inseminace se zvysil selekéni tlak na kvalitu bykl zatazovanych
do plemenitby a snizil se pocet potiebnych byki na zajistovani reprodukce stad. Detekce
genetickych markerd asociovanych s vyvojem pohlavniho ustroji bykt, se spermatogenezi, se
sekreci ptidatnych pohlavnich Zlaz, s vlastnostmi Cerstvého a mrazeného ejakulatu a dal§imi
udalostmi zajist'ujicimi dobrou plodnost bykt se proto stala nezbytnou. V nasi praci jsme
sledovali polymorfismus v genu pro sperm-associated antigen 11 (SPAG11) a fosfolipazu C
zeta (PLCz).

Po provéteni asociaci téchto polymorfismii a produkénich a reprodukcénich vlastnosti

mohou byt tyto vysledky aplikovany do markery-asistované selekce (MAS).



2 LITERARNI PREHLED

2.1 SLECHTENI CESKEHO STRAKATEHO SKOTU V CR

Cesky strakaty skot je ptivodnim plemenem skotu Ceské republiky, ale je i soucasti
celosveétové populace strakatych plemen shodného fylogenetického ptvodu, rozsifené pro
svoje vynikajici vlastnosti a Siroké pouziti (Svaz chovateli Ceského strakatého skotu,
dostupné na: http://www.cestr.cz).

Toto plemeno kombinovaného uzitkového typu, stfedniho az vétsiho télesného ramce, se
na celkovych stavech skotu v CR podili v soucasné dob& 48,1% z celkové populace (Svaz
chovatelt ¢eského strakatého skotu, dostupné na: http://www.cestr.cz; Kvapilik et al., 2012).

Populace ceského strakat¢ho skotu je dlouhodobé Slechténa podle jednotného
Slechtitelského programu zpracovaného poprvé koncem Sedesatych let (Bouska et al., 2006).
Svaz chovateli ceského strakatého skotu je zodpovédny za vedeni plemenné knihy,
Slechtitelského programu a definici chovného cile (Kucera et al., 2005).

Na zéklad¢ sledovanych a hodnocenych vlastnosti je u krav a plemenikii odhadovana
plemenna hodnota pro mlé¢nou uzitkovost a dale pouze u plemennych bykt odhadovana
plemenna hodnota podle zjisténych vlastnosti u potomstva pro:

- ukazatele zevnéjsku
- dojitelnost
- vlastni plodnost a plodnost dcer

- masnou uzitkovost (Bouska et al., 2006).

U plemennych bykli v odchovnéch je realizovan test vlastni vykonnosti plemenikd, ktera
ma vahu pii selekci plemenikii zafazenych do plemenitby, dale je provadéna testace na
mlécnou uZitkovost, vykrmnost a jate¢nou hodnotu plemenikii podle potomstva (Kvapilik et
al., 2012).

Cesky strakaty skot je rovnéz populaci celosvétové otevienou a v plemenitbé jsou
vyuzivani 1 byci fylogeneticky pfibuznych strakatych plemen. Jako otcové bykt jsou vybirani
plemenici zafazeni mezi 1% nejlepsSich plemenika pfibuznych strakatych plemen. V souladu
s evropskym trendem je pro plemeniky zpracovana konstrukce souhrnného selekéniho indexu,
ktery vedle mlécné a masné uzitkovosti zahrnuje jesté znaky fitness. Do selek¢niho indexu
mohou byt zahnuty informace nejen o uzitkovosti jedince, ale 1 o uzitkovosti ptibuznych

jedinct (Bouska et al., 2006; Pytloun, 2001; Jakubec et al., 1999).



2.2 SLECHTENI HOLSTYNSKEHO SKOTU V CR

Holstynské plemeno se stalo nejpocetnéjsi populaci z kulturnich plemen na svéte.
Plemeno je charakteristické¢ vétsim télesnym ramcem, Cernostrakatym zbarvenim a nejvyssi
mlécnou uzitkovosti. UrCitd Cast populace je nositelem recesivni alely cervenostrakatého
zbarveni (cca 10 — 15%) a tato zvifata se oznaCuji jako RED HolStyn. (Svaz chovatelli
holstynského skotu, dostupné z: http://www.holstein.cz; Motycka et al., 2005).

Toto plemeno mlééného uzitkového typu se na celkovych stavech skotu v CR podili
v souc¢asné dobé 44,4% a 3,7% plemeno RED holstyn z celkové populace stavu skotu v CR
(Kvapilik et al., 2012). Podil krav holstynského plemene v kontrole uzitkovosti je 57% (Svaz
chovateld holstynského skotu, dostupné z: http://www.holstein.cz).

Cilem Slechténi holstynského skotu je pribézné zlepSovani rentability chovu na zékladé
souboru opatfeni vedoucich ke genetickému zlepsSeni ekonomicky dillezitych vlastnosti zvifat.
DosaZeni tohoto cile pfedpokladd kromé vysoké a kvalitni produkce mléka i dobrou Groven
dalsich ekonomicky vyznamnych vlastnosti, jakymi je plodnost, pevné zdravi a funkcni
utvareni zevnéjsku. Nastrojem aktivni Slechtitelské prace v populaci holstynského skotu je
plemenna kniha, jejimz nositelem je Svaz chovatelii holstynského skotu v CR (Bouska et al.,
2006).

V pribéhu poslednich 30 az 40 let doSlo u holstynského plemene k vyznamnému
genetickému pokroku v produkci. Ve Slechtitelskych programech byly vyuzivany témét
vyhradné znaky produkce, nedostate¢na pozornost byla vénovana plodnosti a zdravi krav.
Dnes je vSeobecné zndmo, Ze reprodukéni vykonnost je negativné korelovdna se znaky
produkce. Kazdy posun kuptedu v uzitkovosti tedy znamena ztraty u znakl reprodukce a
zdravi (Motycka, 2005). Reprodukce je v sou¢asnosti jednim z nejvétSich problémi v chovu
holstynského skotu nejen v CR, ale i ve vét§ing zemi sjeho chovem (Svaz chovatelt
holstynského skotu, dostupné z: http://www.holstein.cz).

Na zékladé zjistovanych vlastnosti je u krav a plemennych byki odhadovana plemenna
hodnota pro mlé¢nou uzitkovost, zevnéjSek a odolnost proti mastitiddm a u byka je dale
odhadovéna plemenna hodnota pro

- dlouhovékost

- obtiznost porodu

- rychlost dojeni

- vlastni plodnost a plodnost dcer (Svaz chovatelt holstynského skotu,

dostupné z: http://www.holstein.cz).



V Ceské republice se plemenni byci provéfuji na vlastni plodnost a plodnost jejich dcer
vice nez 20 let (Motycka, 2005). Holstynska populace skotu se povazuje za populaci
celosveétoveé otevienou, coZ znamena, ze pil pienosu genil jsou vyuzivany celosvétové
genetické zdroje. V Cechach dochazi v poslednich letech ke zvySovani zastoupeni
holstynského skotu (Bouska et al., 2006). Podle nékterych udaju je vice nez polovina byku
holstynského plemene (H), pusobicich v soucasné dobé v inseminaci, zahrani¢niho ptvodu
(Hala et al., 2000). Hlavnim selekénim kritériem v Ceské republice jsou ukazatele produkce

(65%), zevnéjsek (25%) a znaky plodnosti (10%) (Bouska et al., 2006).

2.3 BYCI V PLEMENITBE

Skutecnost, ze vysledky plodnosti v populacich dojnych plemen skotu se zhorSuji,
obnovila zajem o problematiku reprodukce z hlediska sam¢i slozky. Bylo publikovano mnoho
studii zabyvajicich se otazkou reprodukce z hlediska dojnice. AvSak studii zamétenych na
problematiku oplozeni schopnost spermii nebo zabyvajicich se sam¢i slozkou reprodukce
bylo v poslednich desetiletich publikovano velmi malo a bez jakéhokoliv vyznamného
vysledku (Karoui et al., 2011).

Prvofadym cilem chovatelll skotu je dosahnout vysokého procenta zabfezdvani pomoci
spermatu geneticky nadprimérné vybavenych bykt (Gravance et al., 2009). Prubézné
snizovani reproduk¢ni vykonnosti mlécnych plemen skotu vedlo ke zvySeni durazu
Vv selekénich programech na vybér bykil s dobrou plodnosti. Pfi tomto vybéru se vyuziva
nejnovéjsich poznatkii biotechnologii reprodukce k dosazeni co nejvyssi intenzity selekce,
které vSak zvySuje naklady na budouci plemeniky (DeJarnette, 2010). Cena byka se na irovni
inseminacni stanice (IS) snizuje s mnozstvim vyprodukovanych inseminacnich davek (ID),
spolu s vysokou plemennou hodnotou a vys§im genetickym ziskem, coz ovlivituje prodejnost
spermatu. Dal$i podminkou reprodukce kazdého stada je, aby nova generace byla geneticky a
ekonomicky lepSi nez ta predchdzejici. Zména genetické Urovné stdda se uskuteciiuje
prostiednictvim pouzitych plemeniki (Bouska et al., 2006; Pibyl a Pribylova, 2005).

Z hlediska genetického se mizeme na plodnost divat jako na kombinovanou vlastnost,
kterd zahrnuje komponentu reprodukce samci a samici. S ohledem na nizkou heritabilitu
ukazatelli reprodukce byla v minulosti vénovana relativné mal4 pozornost sam¢i reprodukci a
hlavni pozornost byla zaméfena na sami¢i plodnost. Pokud je v poptedi zdjmu samci

plodnost, je pozornost zaméfena na pocet inseminaci nutnych k zabfeznuti, pocet



nepiebchlych krav, ale i na kvalitu semene, kdy se sleduje hustota spermii, objem,
pohyblivost a morfologické zmény (Riha et al., 2004).
Nejlepsi vysledky zabfezavani vroce 2011 v Ceské republice vykazovala masna

vvvvv

2012).

2.4 REPRODUKCE A INSEMINACE SKOTU

Ve snaze zefektivnit reprodukci chovanych zvitat ¢loveék zasadnim zptisobem vstoupil do
puvodniho biologického déje a zavedl umélou inseminaci, embryotransfer, asistenci pfi
porodu, organiza¢ni a medikamentdzni fizeni reprodukce v chovech. Dani za tato opatieni je
daleko vétsi role lidského faktoru v reprodukénim procesu stada, kterd vyzaduje mnohem
hlubsi znalosti o reproduk¢nich funkcich zvifat (Bouska et al., 2006).

Uroven reprodukce vyznamné ovlivituje inseminace (Riha et al., 2003), konkrétné se na
vysledku zabiezavani z 50% podili plemenice a z 50% byk metodou inseminace (Burdych et
al., 2004; Riha, 1996). V dnesni dobé je uméla inseminace jedna z nejvyznamnéjsich metod
reprodukce skotu (Dai et al., 2009), vyrazné zlepsuje efektivitu chovu skotu (Gravance et al.,
2009) a urychluje geneticky pokrok (Siddique et al., 2006). Hlavnim tGéelem mrazeného
ejakulatu je produkce maximélniho mnozstvi kvalitnich spermii od geneticky kvalitné
vybavenych bykd a jejich vyuziti v umélé inseminaci (Dai et al., 2009; Foote, 2002;
Mathevon et al., 1998b). Rozsifeni umélé inseminace v chovech skotu znamenalo pro
Slechténi zékladni zménu. Postupné se snizil pocet potrebnych bykid na zajiStovani
reprodukce stadd a mohl byt znacné zvySen selekcni tlak na kvalitu zatazovanych bykt do
plemenitby. Také pocet potomkl od Spi¢kovych bykt v inseminaci se v populaci vyraznéji
roz§ifoval neZ pfi pfirozené plemenitbé (Louda et al., 2008).

Pii umélé inseminaci skotu pracujeme téméf vyhradné s dlouhodobé zamrazenymi
inseminacnimi davkami, skladovanymi v tekutém dusiku. Mezi vyhody umélé inseminace
patti pfedev§im uspora nakladii na chov byktl, vyssi bezpeCnost prace, omezeni pienosu
pohlavnich nakaz, vyuZivani kvalitngjSich byka, rychlejsi provéfeni mladych bykl a s tim
spojeny rychlejsi postup Slechtitelské prace (Bouska et al., 2006).

Inseminace hospodaiskych zvitat pfedstavuje 1 v souCasné dobé nejefektivnéjsi zplisob
pfenosu poZadovanych nejlepSich genetickych vlastnosti a informaci do populace daného
druhu, plemene i chovu. Do inseminace jsou vybirani potomci rodi¢ti s ovéfenym ptivodem a

Snejvyssi plemennou hodnotou pro pozadované uZitkové znaky u daného plemene,



vychazejici ze strategie Slechtitelského programu. Inseminacni stanice, ze které davka
pochazi, garantuje dodrzovani vSech technologickych postupt pii jeji vyrobé. Kazdy ejakulat
slouzici k vyrob¢ inseminacnich davek je posuzovan jako samostatna biologicka jednotka, je
provéiovan predepsanymi laboratornimi zkouSkami (Louda et al.,, 2008). Z divodu
uspokojeni vysoké poptavky po spermatu nejlepSich bykl je sperma tfedéno, pficemz je
optimalizovan pocet spermii v jedné davce za ucelem vytvoreni maximalniho mozného poctu
davek (Siddique et al., 2006; Foote, 2002; Mathevon et al., 1998b). Pro vyhovujici sperma se
tedy na zakladé ptredchoziho vysSetfeni stanovi stupen fedéni. Ejakulat se fedi specialnimi
fedidly zajist'ujici dostate¢nou vyzivu a ochranu spermiim, nasledné se zchladi a po n€kolika
hodinach stabilizace zamrazi na teplotu tekutého dusiku -196°C (Foote, 2002). V soucasné
dobé se inseminacni davky zamrazuji do tzv. pejet — plastovych stébel na jednom konci
zatavenych a na druhém uzavienych polyvinylovou zatkou. Na povrchu pejety je uvedeno
jméno a registr byka, misto a datum vyroby inseminac¢ni davky a kod insemina¢ni stanice
(Bouska et al., 2006; Riha et al., 2003). Po rozmrazeni musi mit spermie v davce pohyblivost
alespon 30% a jejich pocet musi zajist'ovat dostate¢nou oplozovaci schopnost davky (Karoui
et al., 2011). U plemennych bykd je minimalni pocet aktivnich spermii po rozmrazeni sedm
nebo deset milion (Bouska et al., 2006). Tyto ukazatele rozmrazené¢ho ejakulatu prikazné
ovlivituje pravé fedéni, plnéni do pejet, chlazeni a mrazeni inseminacni davky (Siddique et
al., 2006).

Plodnost i uzitkovost skotu jsou ovliviiovany podminkami vnéjSiho prostiedi, do kterého
1ze zahrnout klimatické podminky, rocni obdobi, vyzivu, ustijeni a oSetfovani, a vnitinimi
faktory, mezi které lze zahrnout plemeno, vek, stupen télesné kondice, uzitkovost a dédicné

zalozeni jedince (Stolc et al., 2009; Louda et al., 2007).

2.4.1 VNITRNI FAKTORY

Organizace produkujici sperma se na vysledcich reprodukce podileji z 20% a z toho

10% ptipadé na kvalitu a oplozovaci schopnost spermatu a 10% na genetické vlivy byki.

Plemeno

Plemenné pfislusnost ovliviiuje nastup pohlavni a chovatelské dospélosti, pficemz jedinci
masnych plemen dospivaji pozdéji. Plemeno je tedy dalezitym vnitinim faktorem, ktery ma
vliv i na kvantitativni a kvalitativni vlastnosti ejakulatu byku (Louda et al., 2007). Konkrétné

byly tyto zavéry potvrzeny ve studii Beran et al. (2011), kdy byly zkoumany asociace byku



kombinovaného plemene cesky strakaty (C) a bykll mlécného plemene holStynského (H)
s vlastnostmi Cerstvého a rozmrazeného ejakulatu a byla zjisténa signifikantné vyssi aktivita

spermii (P<0,05) u byka plemene C nez u byka plemene H.

Vék byka

Dalsim vnitinim faktorem, kterym je oplozovaci schopnost spermatu ovlivnéna, je vék byka.
Ejakulat u byka v dobé pohlavni dospélosti obsahuje velké mnozstvi nezralych a
patologickych spermii a i jeho objem byva nizsi. Prvni ejakulaty od pohlavné dospélych byku
lze ziskat v 10 — 12 mésicich véku, avsak do plemenitby se byci zatazuji ve 14 mésicich a
kvalita ejakulatu se postupné zlepsuje ve vsech hodnotach do 18 — 20 mésicti véku (Louda et
al., 2007). Tyto zavéry potvrzuji i vysledky né€kolika studii, kdy bylo sledovan vliv véku u
ruznych plemen skotu na vlastnosti cerstvého i rozmrazeného ejakulatu a bylo zjisténo, ze
s vékem byka se zvySuje objem odebraného ejakulatu, aktivita spermii i jejich koncentrace

v ejakulatu (Beran et al., 2011; Fuerst-Waltl et al., 2006; Mathevon et al., 1998a).

2.4.2 VNEJSI FAKTORY

Zhruba z 50% ovliviiuji vysledky reprodukce podminky chovatelské, jakymi je fizeni
stdda, oSetfovatelska péce, schopnost vyhledani fije u plemenic, technologie ustdjeni, krmeni
a oSetfovani. Inseminacni technik ovliviiuje reprodukeci 30%, konkrétné chybnym nebo
nedostateCnym piedvySetfenim, Spatnou hygienou prace, inseminaci mimo optimélni dobu
fije, chybné oSetfeni spermatu a zachézeni s nim a vlastnim inseminaénim tikonem (Riha et
al., 2003; Riha, 1996).

Dalsimi vné&j$imi faktory, kterymi je oplozovaci schopnost spermatu ovlivnéna, jsou
roéni obdobi, krmna davka a jeji dopliiky, manipulace s ejakulatem, interval mezi
jednotlivymi odbéry a frekvence odbért (Rowe et al., 2014; Kastelic, 2013; Beran et al.,
2011; Karoui et al., 2011; Hajirezaee et al., 2010; Wolf a Smital, 2009; Haugan et al., 2005;
Foote, 2002; Sander, 2007).

Mésic odbéru

Jednim z téchto dulezitych vnéjsich faktort ovliviujici plodnost a tak i kvantitativni a
kvalitativni vlastnosti ejakulatu byku je rocni obdobi nebo konkrétnéji mésic, ve kterém doslo
k odbéru ejakulatu. Podle Loudy et al. (2007) zavisi klimatické vlivy na intenzité svétla,

slune¢niho zéfeni, teplote, tlaku, vlhkosti a proudéni vzduchu. Nahlé, extrémni a dlouhodobé



zmény klimatickych vlivli ovliviiuji reprodukci. Nejvyssi procento zabiezdvani krav lze
pozorovat Vv jarnim a podzimnim obdobi, nejnizsi pak v letnim a zimnim obdobi. Oproti tomu
podle Mathevona et al. (1998a) byci produkuji kvalitnéjsi sperma béhem zimnich a jarnich
mésict. Tyto vysledky potvrzuje i Ghasemi a Ghorbani (2014), ktefi prokazali signifikantné
vys$$i aktivitu spermii Cerstvého i rozmrazeného ejakulatu a vySSi koncentraci spermii
Vv odbérech holstynskych bykl ze zimniho obdobi nez z jarnich, letnich a podzimnich mésicti

na uzemi Iranu.

Doba skladovani ID

Umisténi ID do tekutého dusiku pfi — 196 °C umoznilo znacné prodlouzit dobu skladovani
spermii a naslo vyznamné uplatnéni v chovu domécich zvitat (Jalme et al., 2003). Usp&snost
oplodnéni spermiemi uchovavanymi v tekutém dusiku se znacné 1i8i mezi druhy zvifat
(Thurston et al., 2002). Vliv doby skladovani ID na vlastnosti reprodukce krav byl hodnocen
ve studii Haugan et al. (2007). Bylo prokazano, ze procento otelenych krav se snizuje

s délkou uskladnéni ID v tekutém dusiku.

Insemina¢ni stanice

Dulezitym vngjsim faktorem je samoziejmé také prostiedi, ve kterém je byk ustajen a
oSetfovan, kde je ejakulat odebiran, technici, ktefi odbér semene realizuji a socialni postaveni
byka ve stddé (Louda et al., 2007). Ze se jedna o vyznamné skute¢nosti ovlivitujici kvalitu
spermatu bykd, bylo potvrzeno ve studii Mathevon et al. (1998a), kdy byl prokazan
signifikantni vliv (P<0,01) vodi¢e byka a technika odebirajiciho semeno na mnoZstvi

ejakulatu a celkové mnozstvi aktivnich spermii v ejakulatu.

2.5 KVANTITATIVNI A KVALITATIVNI UKAZATELE EJAKULATU BYKU

Pozadavky na byka a kvalitu jeho ejakulatu pouzitelného v insemina¢ni praxi jsou
uvedeny v CSN 46 7111 — Sperma byka z kvétna 1996 a v piilohach k Vyhlasce MZe CR &.
471/2000 Sbh., v piiloze ¢. 5, ¢asti 1. B ze dne 13. 12. 2000, kterou se provadéji néktera
ustanoveni zédkona €. 154/2000 Sb., o Slechténi, plemenitbé a evidenci hospodarskych zvitat a
0 zméng nekterych souvisejicich zakond (plemenaisky zakon) ve znéni pozdéjsich predpist a
novelizaci.

Na inseminacni stanici se ejakuldt pravidelné kontroluje s cilem posoudit vhodnost ke

zpracovani na inseminaéni davky. Jiz nafedény ejakulat se hodnoti po mrazeni, pfed ulozenim



do banky semene a pii vyskladnéni. Mezi zakladni vySetfeni patii makroskopické a

mikroskopické zhodnoceni ejakulatu. Soucasti téchto vySetfeni jsou i metodické postupy

zaméiené na kontrolu spermiogeneze bykl zafazenych v inseminac¢nim provozu (Vinkler,

2009; Bhoite et al., 2008).

2.5.1 MAKROSKOPICKE HODNOCENI EJAKULATU

Ihned po odbéru se provadi makroskopické (smyslové) posouzeni ejakulatu, kdy se

sleduje mnozstvi (g), barva, konzistence, pach a cizi pfimiseniny (Louda et al., 2007).

Mnozstvi ejakulatu pohlavné dospélého byka - mél by byt alespon 3g (Kliment, 1989),
pramérn¢ okolo 6g. Mnozstvi ejakulatu ovliviiuje fada vnéjSich faktorti. Patii mezi né
plemennd prtislusnost byka, individualita a v€k byka, intenzita odbérd, tym pracovnikil
odebirajicich byka a zpracovavajicich odebrany ejakulat, osetfovani (Karoui et al., 2011,
Foote, 2002).

Barva — méla by byt bila s odstinem $edé az krémové (Riha et al., 2003).

Konzistence - smetanova az zrnita, vodnata nebo hlenovita konzistence je nepiipustna.
Barva spermatu se posuzuje v prochazejicim svétle.

Pach spermatu byka - mél by pfipominat pach cerstvé nadojeného mléka nebo byt
nevyrazny (Vinkler, 2009; Kliment, 1989).

Ejakulat nesmi obsahovat p¥imiseniny ani shluky spermii (Riha et al., 2003).

2.5.2 MIKROSKOPICKE HODNOCENI EJAKULATU

Mikroskopické vysetfeni ejakulatu zahrnuje stanoveni
Koncentrace - nema byt niz$i nez 700 000 spermii v mm°.
Pohybova aktivita - musi byt nejméné 70% spermii s progresivnim pohybem vpted za
hlavi¢kou (Karoui et al., 2011; Bouska et al., 2006; Riha et al., 2003; Foote, 2002).
Nejvyssi pocty pohyblivych spermii byly zaznamenany mezi byky odebirany po 4 — 5
dnech (Mathevon et al., 1998a).
Stanoveni zivych a mrtvych spermii.
Posouzeni morfologie spermii — V ejakuldtu musi byt nejméné 80% morfologicky
normalnich spermii a nejvyse 10% primarnich zmén spermii (Karoui et al., 2011; Bouska

et al., 2006; Riha et al., 2003).



2.6 VYUZITI MOLEKULARNI GENETIKY VE SLECHTENI SKOTU

Vyuzivani novych poznatki genetiky a dosazeni genetického pokroku ve Slechténi vSech
hospodaiskych zvifat je celosvétovy proces, do kterého se snaZi zapojit i Ceska republika
(Gravance et al., 2009; Dvorak et al., 2005). S ptichodem molekularni genetiky, kdy je mozné
charakterizovat geny piimo na trovni deoxyribonukleové kyseliny (DNA), neni nutna slozita
a nadkladnd analyza genomu vybraného byka zjiStovand sledovanim uzitkovosti jeho
potomstva. DNA in vitro analyzou je v pfipadé recesivnich genli mozné provadét velmi
ucinnou selekci mezi mladymi zvifaty bez vlastni znamé uzitkovosti, ¢imz je dosahovano
vy$$i intenzity selekce (Hala et al., 2000).

Pokrok v genetickych a molekularnich technikdch umoziuje vyuziti variability DNA a
stanoveni genetickych markert ovliviyjicich uzitkové vlastnosti. Tyto geny mohou byt poté
pouzity v modernich postupech $lechténi a je mozna jejich piima aplikace do praxe (Glantz,
2012; Liu et al., 2011). Jednim z pfedpokladt vyuziti znalosti o genetickych markerech skotu,
které maji vliv na uzitkové vlastnosti, je jejich zaclenéni do selekénich chovatelskych
programti (Dvoiak a Riha, 2005). V soucasnosti je publikovana fada studii zabyvajicich se
aplikaci kandidatnich genii jako genetickych markerd pro kvalitu spermatu u riznych druhti

hospodaiskych zvifat, véetné skotu (Liu et al., 2011).

2.6.1 STRUKTURA GENOMU SKOTU

Soubor veskerého genetického materidlu organismu se nazyva genom. Naprosta vétSina
genetickych udajii je v kazdé butice zaloZena na dvou vldknech deoxyribonukleové kyseliny
(z anglického: deoxyribonukleotide acid — DNA), které jsou podstatou chromozomd.
Molekula DNA je tvofena dvéma polynukleotidovymi fetézci, jejichZz soucésti jsou
pyrimidinové a purinové baze (Tymin — T, Cytosin — C, Adenin — A, Guanin — G) navzajem
spojené vodikovymi muistky.

Gen je usek DNA, ktery v bunice urcuje tvorbu polypeptidického fetézce a tim nasledné
projev urcitého znaku a vlastnosti ve fenotypu. Geny se vyskytuji ve dvou nebo vice forméach,
tzn., existuji dvé odlisné alely daného genu nebo tzv. mnohotna alelie.

Pocet chromozomil je pro dany druh jednoznac¢né urcen a je neménny. Genom skotu ma
30 part chromozomt — 58 autozomu a 2 pohlavni chromosomy (Griffiths et al., 2010;
Snustad a Simmons, 2009; Bouska et al., 2006; Jakubec et al., 2003; Fries a Ruvisky, 1999;
Vachal a Seleda, 1999).
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2.6.2 DEDICNOST UZITKOVYCH VLASTNOSTI

Sledovana vlastnost mize byt ovlivnéna jednim genem nebo malym poctem gent a
kazda alela m& potom velky uc¢inek na projev vlastnosti. Protoze se zménou jedné alely
vyrazné zmeéni kvalita znaku, takové znaky se nazyvaji jako kvalitativni. Patii mezi n¢ mira
osvaleni, zbarveni nebo rohatost u skotu.

Vétsina hospodarsky dilezitych vlastnosti je ovlivnéna velkym poctem genti malého
ucinku, jejichz pocet ani umisténi na chromozomu neni znamo, a jejichz plsobeni na
uzitkovost se scita. Znaky, které tyto geny ovliviiyji, se proto nazyvaji jako kvantitativni.
Kvantitativnimi vlastnostmi nazyvame téz vlastnosti mefitelné, tj. hmotnost zvifat, produkce
masa, viny nebo podet zabfeznutych samic. Slechténi na kvantitativni vlastnosti je
dlouhodobé, dochazi pii ném k akumulaci nezadoucich alel, ale pii GspéSném Slechténi je
vykazovan trvaly geneticky zisk. Pfi genetickych rozborech se pouziva matematické
statistiky. Studium téchto interakci je tfeba aplikovat na velkou skupinu jedincl — na
populaci. Takova véda se pak nazyva genetika populaci (Bouska et al., 2006; Piibyl a
Pribylova, 2005; Jakubec et al., 2003). Genetika kvantitativnich vlastnosti spo¢iva ve studiu
jejich proménlivosti, kterou clenime na genetické a prosttedové komponenty. Mezi
kvantitativni vlastnosti je fazena mlécnd uzitkovost, dlouhovékost a plodnost u skotu (Jakubec
et al.,, 2003). Genetické studie, které se zabyvaji polygenné ovlivnénymi vlastnostmi,
vyuzivaji vazebné a asociacni studie.

Vazebné studie se provadéji vyhledavanim tzv. lokusi kvantitativnich vlastnosti (z
anglického: quantitative trait locus — QTL), kdy se vyuZiva markerd v urcitych oblastech
DNA ve spojeni s fenotypem kvantitativnich vlastnosti a jejich dédéni z generace na generaci
(Longeri et al., 2006).

Asociacni studie vyuzivaji kandidatnich genti, konkrétn€ polymorfismi v téchto genech,
které se pfimo vztahuji ke sledované vlastnosti. Kandidatni geny jsou takové, které jsou pfimo

zapojeny do metabolismu sledované vlastnosti (Liefers et al., 2005).

2.6.3 MAPOVANI GENOMU SKOTU

Cilem mapovani genomu je urceni nukleotidové sekvence vSech chromozomi
vybraného druhu, zmapovani vSech genll a sestaveni podrobné fyzické mapy. Genetické
mapovani se v soucasné dobé provadi u vice nez 200 savcich druhli. K dispozici jsou

genetické mapy u Clovéka, mysi, psa, potkana a nékolika malo zemédélsky vyznamnych
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druhd, jako jsou prasata a skot (Snustad a Simmons, 2009). V roce 2004 byl poprvé precten
genom skotu (Motycka et al., 2005).

Tak jak védci postupné odhaluji molekularni strukturu DNA, oteviraji genetikim dveie
ke Slechténi na nové specifické znaky. Po celém svété pracuji laboratofe na mapovani
genomu. Ziskané znalosti v oblasti genomu ¢i zdokonaleni molekulérnich technik jsou cenény
zejména pro svoje vyuziti ve Slechtitelskych programech. U fady ZivociSnych druhti je znamo
jak na sebe jednotlivé lokusy v chromozomech navazuji, piipadné, které alely se vyskytuji u
jednotlivych jedinct. BohuZzel zatim pouze u nékterych lokusii vime, co ovliviiuji (Ptibyl a
Ptibylova, 2005).

Stale doplnovanou oblastni genetiky je soubor genetickych markeri asociovanych
S riznymi uzitkovymi vlastnostmi hospodaiskych zvitat, které se vyuZzivaji v modernich
postupech Slechténi. Mezi hlavni cile patfi zkonstruovat moderni DNA techniky, ziskavat
nové poznatky o identifikaci, variabilité a asociacich SNPs u hospodatskych zvifat a z nich
vytvofit funkéni zdkladnu schopnou implementovat tyto genetické markery do inovaci
zivogisné produkce v CR. V dneini dob& jsou znamé a vyuzitelné napf. markery pro

bezrohost skotu, marker pro myostatin a marker pro kichkost masa (Dvorak et al., 2005).

2.6.4 SLECHTENI NA PLODNOST

Studium dédi¢nosti zdravi a selekce na rezistenci k chorobam ptedstavuji perspektivni
sméry v dne$nim chovu uzitkovych zvitat (Hala et al., 2000).

Celosvétove se Slechténi na plodnost vénuje mala pozornost. Hlavnim diivodem je nizka
dédivost plodnosti a vysoky vliv prostfedi a chovnych podminek. Piiklady z praxe jasné
potvrzuji, Ze plodnost pfedstavuje stale se prohlubujici problém. I pfes nizké koeficienty
dédivosti bude nezbytné plodnosti vénovat vétSi pozornost (Bartoni, 2000). Z divodu velmi
nizké miry dédivosti se pro plodnost hledaji nepfimé znaky (indikétory), které se zjistuji
snadngji, zjiStuji se jesté¢ v prib€hu Zivota a maji vysSi genetické parametry neZ znaky
plodnosti (Motycka, 2005). Konkrétné lze fici, Ze dédicnost plodnosti jako vlastnost, ktera je
polygenné zaloZend, je v uzkém vztahu s konstituci a jeji dédicnosti. Proto je Ukolem
chovatele zatazovat do plemenitby jedince s pevnou konstituci a dédicn€ podminénym
stabilnim neuroendokrinnim systémem (Louda et al., 2007).

I pfes pomérné obtizné stanoveni miry heritability vlastnosti ejakulatu byl v fad¢ studii
nalezen priikkazny vztah mezi hodnocenim plodnosti byki na zadklad¢ vysledki umeélé

inseminace a vlastnostmi ejakulatu, konkrétné aktivitou spermii (Karoui et al., 2011).
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2.7 GENETICKY POLYMORFISMUS

V genomu lze pozorovat velkou genetickou variabilitu. Velkymi zménami v genomu jsou
delece, duplikace, inverze a translokace. Dale existuji zmény stfedni velikosti, coz jsou
delece, inzerce a inverze velikosti od 1kb do 1Mb. NejcastéjSimi zménami genomu jsou malé

zmeény, a to inzerce nebo delece jednoho nebo nékolika malo nukleotidovych part (Snustad a
Simmons, 2009).

2.7.1 JEDNONUKLEOTIDOVY POLYMORFISMUS (SNP)

Substituce jednoho paru nukleotidd jsou pricinou velkého poctu jednonukleotidovych
polymorfisma (z anglického: single nukleotide polymorphisms, SNP) (Snustad a Simmons,
2009). V priméru SNP zaujimaji vice nez jedno 1% z celé DNA. Vétsina SNP se nachazi
mimo kodujici oblasti genii a neni pfi¢inou mutantnich fenotypl. S rozvojem technologii
metod molekularni biologie dochazi k snadné detekci SNP v genomu, stanoveni rozdili mezi
jedinci a identifikaci SNP, které maji ptfimy vliv na vybranou vlastnost. SNP hraji dtlezitou
roli v selekci a diagnoze genetickych znaku (Zeller a Hessler, 2005; Kwok, 2003).

Pro detekci a identifikaci jednonukleotidovych mutaci bylo vyvinuto velké mnozstvi
laboratornich metod. Mezi nejcastéji pouzivané metody patii jednoducha, dobie
reprodukovatelnd a ekonomicky nendrocnd metoda polymerazové ftetézové reakce —
polymorfismus délky restrikénich fragmentii (z anglického: polymerase chain reaction -
restriction fragment lenght polymorphism - PCR — RFLP) (Griffiths et al., 2010; Kwok a
Chen, 2003).

Vzhledem ke svym cetnostem a distribuci v genomu se SNP osvédcily jako cenné

genetické markery (Snustad a Simmons, 2009).

2.7.2 GENETICKE MARKERY

Genetické markery jsou pocetné, jednodusSe identifikovatelné polymorfni tseky DNA,
které vykazuji asociaci na sledované znaky (Zeller a Hessler, 2005). Pomoci DNA markeru je
mozné  detekovat  rozdily v  genetické  informaci mezi  analyzovanymi
druhy/populacemi/klony/jedinci/buitkami. DNA markery je moZné aplikovat u vSech
organismd, kde je zvladnuta technika izolace DNA (Cano et al., 1993). Existuji pfi¢inné a

vazbové markery (Zeller a Hessler, 2005).

13



Oproti klasickym genetickym znaklim, mezi které jsou napiiklad fazeny krevni skupiny,
biochemické markery a zbarveni maji molekularné¢ genetické markery nékteré vyznamné
vyhody: 1) jsou Vétsinou vysoce informativni — existuje vice alel pro jeden marker nebo velky
pocet dvoualelickych markerti, 2) mohou byt ur¢ovany z jakékoliv tkané odebrané jedinctim v
libovolném véku a 3) DNA mize byt dlouhodobé skladovana a testace provedena podle
potieby i po smrti jedince (Knoll, 2010; Cano et al., 1993).

Podle vyuziti genetickych markeri pfi mapovani genomu je mozné genetické markery
rozdélit do téchto kategorii:

Markery | typu — kodujici, strukturni geny, vyuzivaji se ke komparativnimu mapovani,
pfi oveéfovani rodokmenu maji maly vyznam z dvodu nizkého polymorfismu.

Markery Il typu — minisatelity a mikrosatelity, vysoce polymorfni markery, maji
vyznam pii ovéfovani rodokmenu, identifikaci osob.

Markery 11l typu — vétsinou jednonukleotidové polymorfismy (z anglického: single
nucleotide polymorphism — SNP), které poskytuji informace o variabilité¢ gent v populacich a
jsou perspektivnimi markery produkénich vlastnosti hospodafskych zvifat (Riha, 2008;
O’Brien et al., 1999).

Molekularni markery je mozné jednoduse délit podle technologie jejich pouziti a podle
charakteru jejich polymorfismu: a) Polymorfismus délky restrikénich fragmentt
(z anglického: Restriction Fragment Length Polymorphism — RFLP), b) Mikrosatelity
(z anglického: Simple Sequence Repeats — SSR) c¢) Jednonukleotidovy polymorfismus
(z anglického: Single Nukleotide Polymorphism) (Zeller a Hessler, 2005; Johnson, 2004).

2.7.3 SELEKCE ZA PODPORY MARKERU (MAS)

Selekce za podpory markerd (z anglického: marker assisted selection — MAS) je
kombinace tradicnich technik selekce a genetiky a molekularni biologie. MAS vyuziva
vysledkl testovani DNA v selekci jedinci, ktefi se maji stat rodici ptiStich generaci zvifat.
Umoziuje vybér genti prokazatelné ovliviwjicich vybrané uzitkové vlastnosti (Zeller a
Hessler, 2005). Provadéni MAS vyzaduje zavedeni jednotnych technik provadéni. Spravny
sbér a skladovani DNA, genotypizace a analyza dat (Dekkers, 2004).

I presto, ze pracujeme s dlouhodobé §lechténymi plemeny, vlivem kiiZeni a dovozem
cizich plemenikl dochazi k poruseni ustalenych Cetnosti a vazeb mnoha alel. Z tohoto diivodu
je vyhodné pouzit genetické markery k urychleni Slechténi. Pokud se prokdze vztah mezi

markerem a uzitkovosti, 1ze v ramci rodiny provést selekci mezi mladymi zvitaty bez vlastni
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znamé uzitkovosti, ¢imz je dosahovano vyssi intenzity selekce (Ptibyl a Bouska, 2006). Je
tteba detekovat variabilni markery uvniti plemene (Dekkers, 2004).

Nekteré chovatelské  spolecnosti  trvale spolupracuji s molekularné-genetickymi
laboratoiemi a vyuzivaji genetickych markert pii piedselekci mladych byki pied testaci.
Vzhledem k tomu, Ze G¢innost MAS je vazana na urcité rodiny a urcita obdobi selekce, je
nutno trvale hledat nové markery (Pfibyl a Pfibylova, 2005).

Identifikace vysoce polymorfnich genetickych markerGi a rozsédhlé vypracovani
genetickych map umoznuje rozcleneni genetické promeénlivosti pro kvantitativni vlastnosti a
vyuziti chromosomalnich oblasti a genti pro selekci. Reprodukéni vlastnosti jsou vyhodnymi
kandidaty pro aplikaci markerii ¢i markery podporujici selekci (Riha et al., 2004).

V ramci Slechténi na kvantitativni uzitkové vlastnosti mohou mit n€které geny vétsi roli.
Jedna se o tzv. kandidatni geny, u kterych je predpokladan pifimy vliv na uzitkové vlastnosti.
Kandidatni gen mize byt rozpoznan laboratornimi postupy (Bouska et al., 2006).

Dosud byla publikovana tada studii pouzivajicich kandidatni gen jako marker pro
kvalitu ejakulatu u mysi a koni (Leeb, 2007), kanct (Lin et al., 2006), kozli (Wang et al.,
2011) a v neposledni fadé i u holstynskych byka (Yang et al., 2011, Gorbani et al., 2009).

2.8 METODY ANALYZY DNA
2.8.1 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

Polymerazova fetézova reakce (z anglického: polymerase chain reaction — PCR) je
proces, béhem kterého dochazi k rychlé amplifikaci (zmnoZeni) nukleovych kyselin (Griffiths
et al., 2010; Snustad a Simmons, 2009) a probiha v podminkach in vitro, tedy bez pouziti
zivych organismi (Alberts et al., 1998). Podstatou PCR je cyklicky se opakujici enzymova
syntéza novych fetézct sledovanych tusekii dvoufetézcové DNA ve sméru 5'— 3’
prostiednictvim DNA-polymerazy (Smarda et al, 2008.). Studovany usek nukleotidové
sekvence je vymezen piipojenim dvou kratkych, jednotetézcovych tsekll - primeri vézajicich
se na protilehlé fetézce DNA tak, ze jejich 3’- konce sméfuji proti sobé (Griffiths et al.,
2010). Ptidanim DNA-polymerazy a nukleotidi probihd syntéza novych vlaken na obou
matricovych fetézcich protismémé (Smarda et al, 2008.). Metoda PCR je proces, bdhem néjz
se Vv zavislosti na teploté reakéni smési pravidelné stiidaji tfi kroky, béhem nichz v reakci
probihaji tfi odliSné déje s riznymi naroky na teplotu:

- denaturace: poruseni vodikovych mustkt spojujicich dva fetézce molekuly

DNA (94 - 95°C)
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- annealing (nasednuti primerti): pfipojeni primerd na specificka mista

oddélenych jednovlaknovych fetézci DNA (30-65°C)

- syntéza DNA: prodluzovani primeri prostfednictvim enzymu DNA-

polymerazy (65-75°C).

Reakce se provadéji v pfistroji nazyvaném termocykler, ktery umoziuje automatické
zmény teplot v nacasovanych intervalech. Cely proces se mnohokrat opakuje, dokud neni
dosazeno pozadovaného stupné amplifikace uUseku cilové molekuly DNA (Snustad a
Simmons, 2009; Smarda et al., 2008; Brown, 2007; Sambrook et al., 1989). Mezi
nejpouzivanéjsi separacni techniky pfi izolaci a analyze nukleovych kyselin patii
elektroforéza. Principem elektroforetické separace je pohyb nabitych molekul, v tomto
pfipadé negativné nabité fosfatové skupiny v nukleovych kyselindch, v elektrickém poli.
Elektrické pole vtomto ptipadé¢ obvykle predstavuje agarézovy gel. Vysledky gelové
elektroforézy lze nejlépe pozorovat tak, ze gel obarvime latkou, ktera DNA zviditelni,
nejcastéji je pouzivan ethidiumbromid. Po osvétleni ultrafialovym svétlem jsou molekuly
DNA na gelu patrné jako prouzky, jejichZ intenzita viditelnosti je imérna koncentraci DNA
(Smarda et al., 2008; Brown, 2007).

PCR je hlavni metodou pouzivanou pro detekci. Umoziuje s minimalnimi pracovnimi a
materidlovymi néklady ziskat pozadované¢ vysledky. Takto je mozné ziskat zékladni
informace o zatézi plemennych zvifat nezddoucimi recesivnimi geny, coZ je prvni krok ve
zlepSeni genofondu skotu. V praxi to znamena provétit vSechny plemeniky, kteti se pouZzivaji
Vv umélé inseminaci na ptitomnost nezddoucich recesivnich genti a do dalsiho chovu vybrat
pouze ty, ktefi budou ve vSech testech negativni. Takto praktikované genetické poradenstvi
neni zvlastni sluZzbou pouze u skotu, ale vyuZzivd se i u dalSich hospodaiskych zvitat, na

ptiklad u koni a prasat (Hala et al., 2000).

2.8.2 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE - POLYMORFISMUS DELKY
RESTRIKCNICH FRAGMENTU (PCR-RFLP)

Polymerazova tetézova reakce je pouzivana v Siroké Skale variant, které jsou upraveny
podle toho, zda je potieba detekovat sekvencni polymorfismy, provadét molekuldrni
identifikaci nebo modifikovat sekvence nukleovych kyselin. Stanoveni polymorfismu délky
restrikénich fragmentl produkti PCR (PCR-RFLP) je modifikace standardni PCR pouzivana
pro typizaci cilové sekvence, obvykle urcit¢tho genu, ktery obsahuje sekvencni

polymorfismus. Vysledkem amplifikace jsou produkty PCR o stejné délce, které se detekuji
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elektroforeticky. Agar6zova gelova elektroforéza slouzi také ke zjisténi restrikénich mist na
amplifikovaném tseku DNA, které jsou na gelu viditelné po rozStépeni restrikni
endonukledzou. Velikost fragmentd DNA zavisi na pfesné pozici rozpoznavacich sekvenci
pro restrikéni endonukleazu v piivodni molekule (Smarda et al., 2008; Brown, 2007). Dojde-li
vlivem mutaci ke zméné nukleotidové sekvence v cilovych mistech pro §tépici restrikéni
enzymy, piestanou byt tato mista enzymy rozpoznavana. Jiné mutace mohou naopak nova
restrikéni mista tvofit. Takové mutace zpisobuji variabilitu v délce fragmentd DNA
vzniklych Stépenim raznymi restrikénimi enzymy. RFLP pfedstavuji fenotypy vyuzivané ke

klasifikaci potomstva (Snustad a Simmons, 2009).

2.9 PREHLED TESTOVANYCH POLYMORFISMU
29.1LEP

V genetickém vyzkumu skotu byl odhalen gen, ktery nese kod pro produkei proteinu
leptinu, coz otvira moznosti $lechténi na vysokou uzitkovost (Motycka et al., 2005).

Gen kodujici hormon leptin lezi na bovinnim chromozomu 4 (Pomp et al., 1997).
Leptin je protein, jehoz molekula je tvofena 146 aminokyselinami, hormon syntetizovany
pfevazné adipocyty (Komisarek a Antkowiak, 2007). Podili se na regulaci pfijmu potravy,
energetické bilanci a celkovém metabolismu (Macajova et al., 2004; Ji et al., 1998). Dale byl
zjistén vliv na znaky plodnosti (Goumenou et al., 2003).

Gen pro leptin obsahuje né€kolik SNP v kdédujicich c¢astech genu (exonech) 1
v nekodujicich usecich (intronech) a nékolik vysoce polymorfnich mikrosatelitnich markert.
Gen pro leptin se sklad4 ze tfech exonil, pfi¢emZ prvni z nich neni transkribovan na protein
(Lagonigro et al., 2003).

Bylo detekovano nékolik polymorfisml korelujicich se zménami dojivosti a obsahu
mlécnych slozek (Kulig et al., 2009; Chebel et al., 2008). Byl prokazan vliv polymorfismu
R4C v exonu 2 na dojivost a konverzi krmiva (Liefers et al., 2002). Komisarek a Antkowiak
(2007) studovali tfi znamé polymorfismy v promotoru a exonu 2 a 3. Konkrétné to byly R4AC,
A59V a C(-963)T, kdy byly zjistény pozitivni korelace polymorfismu A59V na vybrané
reprodukéni ukazatele krav. Ve studii Oikonomou et al. (2008) byl potvrzen vliv
polymorfismi genu pro Leptin na zvySeni dojivosti, ale zhorSeni odolnosti zvitat na
onemocnéni mastitidami. Komisarek (2010), Liefers et al. (2005) poukazuji na
polymorfismus C(-963)T umistnény v promotoru, ktery pravdépodobné nezptisobuje zménu

proteinového fetézce, ale poukazuji na mozny vliv na miru exprese leptinu.
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2.9.2 DGAT1

Acyl-CoA:diacylglycerol acyltransferase 1 (DGAT1) je enzym katalyzujici posledni
et al., 2000).

Knockoutem mysiho genu DGAT1 byla prokazana jeho klicova role v laktaci (Smith et
al., 2000). U skotu je povazovan za velmi dulezity kandidatni gen pro mlé¢énou uzitkovost a
obsah tuku v mléce (Farnir et al., 2002).

Gen DGAT1 je lokalizovan na konci centromery bovinniho chromozomu 14 (Gautier et
al., 2007; Kiihn et al., 2004; Grisart et al., 2002). V genu DGATL1 byly identifikovany dva
polymorfismy. Konkrétné to byla zména jedné alely v tiseku variabilniho poctu tandemovych
repetic (VNTR) a v exonu 8 umisténa netradi¢ni dinukleotidova substituce lysinu za alanin na
pozici 10 433 a 10 434 a v pozici 232 kodujiciho proteinu (K232A). Bylo zjisténo, Ze lysinova
varianta genu DGAT1 ma vliv na vy$si obsah tuku a proteinu v mléce, zatimco alaninova
zpusobuje narist mlécné uzitkovosti (Komisarek et al., 2004). K232A polymorfismus tedy
pozitivné ovlivituje dojivost a obsah mlécnych slozek (Anton et al., 2012; Gautier et al.,
2007; Kaupe et al., 2007; Sanders et al., 2006; Winter et al., 2002), ale zaroven negativné
ovliviiuje reprodukéni vlastnosti (Oikonomou et al., 2008). Dale byl zjistén mozny pleiotropni
efekt tohoto polymorfismu na vybrané reproduk¢ni ukazatele (Ashwell et al., 2004).

Ve studii Komisarek a Michalak (2008) bylo zjisténo, Ze homozygotni byci AA maji
vy$§i plemenné hodnoty pro test nepiebihavosti po prvni inseminaci u jalovic i krav. Na druhé
stran¢ alelickd varianta KK ma pozitivni vliv na plemenné hodnoty tii sledovanych ukazatelii
plodnosti, konkrétné v€k pifi prvni inseminaci, servis perioda a inseminacni interval.
Podobnych vysledkd bylo dosazeno i ve studii Oikonomou et al., (2008), kdy byl potvrzen
pozitivni vliv polymorfismu na mlécnou uzitkovost, ale negativni vliv na sledované

reprodukéni ukazatele, konkrétné na pocet inseminaci nutnych k zabteznuti.

2.9.3 SPAG11

Se spermiemi asociovany antigen 11 (z anglického: sperm-associated antigen 11 —
SPAG11) je rozhodujici v sam¢im pohlavnim tustroji (Liu et al., 2011).
SPAG11 gen je umistén na bovinnim chromozomu 27, uvnitf shluku beta-defensinich

gend, ktery se sklada z8 exoni a 7 introni (Avellar et al., 2007). Defensiny jsou
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antimikrobialni peptidy, které podporuji pfirozenou obranu hostitele proti bakteriim, houbam
a virum (Lehrer a Ganz, 2002).

Existuje nékolik izoforem genu SPAG11, které byly detekovany v riiznych tkanich
reprodukéniho traktu byka. Konkrétné to je SPAG11C, SPAG11E, SPAG11U, SPAG11D,
SPAG11V a SPAG11W. SPAGL11 gen je znamy také jako epididymalni protein 2 (EP2) u opic
a jako lidsky epididymis 2 (HE2) a zajistuje imunitu a reproduk¢ni funkce u lidi, krys a skotu
(Yenugu et al., 2006).

Podle Yenugu et al. (2006) je u opic a krys exprese genu SPAG11 pozitivné regulovana
androgeny. U skotu se na expresi krom¢ androgenti navic podili i hormony nebo
extracelularni signaly. Proto se mutace genu SPAG11 jevi jako kandidatni pro ukazatele
reprodukce (Avellar et al., 2007).

Ve studii Liu et al. (2011) bylo detekovano 6 jednonukleotidovych polymorfismi. Ve
vazebné nerovnovaze byly jednonukleotidové polymorfismy 1306G>A a 1454G>A (SNP-1);
16904G>T, 16974C>T a 17000A>G (SNP-2) a 22696T>C (SNP-3). Korela¢ni analyza
prokdzala statisticky vyznamny vliv SNP-2 na aktivitu a hustotu Cerstvého ejakulatu a SNP-3
na aktivitu spermii rozmrazeného ejakulatu. V této disertacni praci jsme se zamé&fili na jedno-
nebo dinukleotidové substituce, proto jsme si vybrali 1454G>A (SPAG11-P2), ktery byl
detekovan na intronu 2 a polymorfismus 22696T>C (SPAG11-P8) lokalizovany na intronu 8.
I kdyZ introny nekoduji proteiny, bylo prokazano, Ze hraji dulezitou roli v regulaci a expresi
genu (Nott et al., 2003). Liu et al. (2011) zjistili, ze jedinci s alelickou kombinaci TC
polymorfismu 22696 T>C maji prikazné vyssi aktivitu spermii po rozmrazeni ejakulatu, ale
zaroven i vys$i procento morfologickych abnormalit spermii. Homozygoti TT se vyznacovali
neprikkazné vys$$imi hodnotami ukazatelti Cerstvého ejakulatu. Pro tento polymorfismus se
nepodafrilo detekovat genotyp CC, coz miiZe byt zplisobeno eliminaci bykl s timto genotypem
z populace metodou umélé selekce a Slechténi z dlivodu jejich nizkych kvantitativnich 1

kvalitativnich ukazatelq.

294 PLCz

Fosfolipaza C (PLC) je hydrolyticky enzym, ktery se svym plisobenim podili na
aktivaci transportnich proteini. Aktivovana fosfolipdza C S§tépi uvnitf membrany
fosfatidylinositol — 4,5 — bisfosfat (PIP2), z néhoz vznika inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) a
diacylglycerol (DG). IP3 difunduje do cytoplazmy, kde plsobenim na receptory

endoplazmatického retikula vede k uvolfiovani Ca®* do cytoplazmy. Vzestup koncentrace
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kalcia v cytoplazmé se podili na aktivaci transportnich proteinii (Trojan et al., 2003). V
savCéich vajickach byly nalezeny extrakty spermii bohaté na IP3 (Wu et al., 2001). Toto
zjisténi poukazuje na ucast enzymu, jehoz produktem Stépné reakce je praveé IPs, v procesu
prenosu signalu béhem spermatogeneze a aktivace oocytu, coz stimuluje zacatek normalniho
embryonalniho vyvoje (Rice et al., 2000; Stricker, 1999). Dosud je znamo 12 izoenzymi
fosfolipazy C. lzoformy enzymu PLC - B,y a 3, které jsou pfitomny ve spermiich, nebyly
prokézany béhem oscilace Ca®* (Wu et al., 2001). Pro spermie specifické fosfolipaza C zeta
(PLCz2) byla identifikovana jako kandidatni spermie-oocyt aktivujici faktor, ktery spousti
charakteristickou fadu fyziologickych podndtdi cytoplazmatickych Ca®* oscilaci b&hem
oplodnéni (Kouchi et al., 2004; Pan et al., 2013), coz bylo potvrzeno ve studii Saunders et al.
(2002), kdy prokazali ptitomnost této izoformy PLCC pti aktivaci vajicka a je tedy nezbytnym
proteinem pro oplozeni a vyvoj embrya. Ve studii Pan et al. (2013) byly identifikovany dva
nové polymorfismy -456 G>A a +65 T>C v S5'prilehlé oblasti bovinniho PLCz genu.
Substituce tyminu cytosinem (mutace PCLZ.g51>c) zpusobuje vymizeni vazebného mista
transkripéniho faktoru CdxA, coz umoznuje sledovat regulaci transkripce PLCz genu u skotu.
Proto je této mutace vyuzito k detekci variant PLCz genu v této praci. V prozatim jediné
provedené asociacni analyze tohoto polymorfismu a ukazateli Cerstvého a rozmrazeného
ejakulatu byku byly detekovany vSechny tfi mozné genotypy. Zaroven byly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily mezi genotypy pro mnozstvi ejakulatu, kdy nejvysSich hodnot

dosahovali jedinci s genotypem CC (Pan et al., 2013).
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3 VEDECKE HYPOTEZY A CILE PRACE

Na zaklad¢ zjisténych skutecnosti z vySe citované literatury byly stanoveny nasledné

hypotézy prace predpokladajici, ze:

polymorfismy vybranych geni LEP, DGAT1, SPAG11 a PLCz budou u byku ¢eského
strakatého a holStynského skotu vykazovat obdobné zastoupeni alel a genotypd, jako
Vv jinych populacich skotu,

polymorfismy gentit LEP, DGAT1, SPAG11 a PLCz maji prikazny vliv na
kvantitativni i kvalitativni vlastnosti cerstvého ejakulatu byki,

polymorfismy genii LEP, DGAT1, SPAG11 a PLCz maji prukazny vliv na aktivitu
spermii rozmrazeného ejakulatu bykd,

vek byka, sezona odbéru ID, plemeno, inseminacni stanice a doba skladovani ID maji
prikazny vliv na kvantitativni i kvalitativni vlastnosti Cerstvého i1 rozmrazeného

ejakulatu byku.

Ze stanovenych hypotéz vyplyvaji nésledujici cile prace:

1)

2)

3)

4)

Detekovat polymorfismy geni LEP, DGAT1, SPAG11 a PLCz u vybrané populace
¢eskych holstynskych a ¢eskych strakatych plemennych byki.

Definovat uroven a prikaznost vlivu detekovanych polymorfismt geni LEP, DGAT]L,
SPAG11 a PLCz na kvantitativni 1 kvalitativni vlastnosti Cerstvého ejakulatu
vybranych plemennych bykt

Definovat uroven a prikaznost vlivu detekovanych polymorfisma genti LEP, DGAT1,
SPAG11 a PLCz na aktivitu spermii rozmrazeného ejakulatu sledovanych plemennych
byktl

Definovat uroven a prikaznost vlivu véku byka, sezony odbéru ID, plemene,
insemina¢ni stanice a doby skladovani ID na kvantitativni 1 kvalitativni vlastnosti

cerstvého 1 rozmrazeného ejakulatu byk
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 STRUKTURA SLEDOVANE POPULACE

Do studie bylo zahrnuto celkem 217 byka narozenych v letech 1993 — 2012. Sledovana
populace se skladala ze 118 dospélych byk ¢eského strakatého plemene, linii AMT, BA, BD,
BCH, BJR, EG, HEL, HG, HCH, NIC, MOR, RAD, TAR, TON a UF, a 99 bykua
holstynského plemene, linii NBY, NEA, NEB, NEO, NGA, NXA, NXB a RED. Tito byci
byli pouzivani pro odbér ejakuldtu a vyrobu inseminacnich dévek na péti ceskych
inseminacénich stanicich. U téchto plemeniki byly stanoveny polymorfismy v genech LEP,
DGAT1, SPAG11 a PLCz. DNA potiebna pro genetické analyzy byla izolovdana z
inseminac¢nich davek. Udaje o opakovanych odbérech &erstvého ejakulatu od kazdého byka
byly pfevzaty z databazi inseminacnich stanic, kde jsou dostupné zaznamy o celozivotni
plemenné aktivit¢ byka. Od kazdého jedince jsou zaznamenany tdaje z 1-484 odbért. Jedna
se 0 40 420 udaji o Cerstvych ejakulatech z let 1997 az 2013. V ramci hodnoceni aktivity
rozmrazené¢ho ejakuldtu byly z inseminacnich stanic ziskdny béZzné prodejné inseminacni
davky od bykl zarazenych do nasi populace. Bylo hodnoceno 464 insemina¢nich davek bykt
Ceského strakatého plemene a 372 davek holstynskych byku. Celkem tedy bylo pouzito 835

inseminac¢nich davek z let 1997 az 2013.

4.2 GENETICKA ANALYZA SOUBORU
4.2.1 1ZOLACE DNA

Genomicka DNA byla extrahovana z ID (0,25 cm®) skladovanych pfti -20 °C. ID byly
po rozmrazeni v teplé vodni lazni (38-40 °C) natedény 0,29 % fyziologickym roztokem (0,5
ml). DNA byla izolovana ru¢né pomoci komeréniho kitu DNeasy Blood& Tissue Kit (Qiagen,
Germany) s aplikaci specifického lyza¢niho kroku pomoci pufru X2 nutného pro izolaci DNA
ze spermatu. Vysledna koncentrace DNA byla 20-40 ng/pul.
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4.2.2 STANOVENI JEDNOTLIVYCH POLYMORFISMU
42.2.1LEP

V této praci byl sledovan jednonukleotidovy polymorfismus C(-963)T, ktery se
nachdzi v promotoru genu a ovliviiuje miru genové exprese. Polymorfismus je rozeznavan
restrikénim enzymem Dral, ktery rozeznava a Stépi restrikéni misto o sekvenci
57..TTT|AAA...3".

Pro detekci polymorfismu C(-963)T byla pouzita metoda PCR-RFLP dle Komisarek a
Antkowiak (2007) upravena pro podminky nasi laboratofe. Pro amplifikaci 295 bp dlouhého
fragmentu DNA byly pouzity primery: kédujici (F): 5'- GTG ATC AGA AAA CAC ATA
CCA TTT TAT AAT -3’, antikddujici (R): 5'- GCC TGG TTG TTT TGC TTT TAA TAA
TTA TCT T -3(KRD, Czech Republic). PCR reakéni smés ve 25 pl obsahovala 20-40 ng
genomické DNA, 1 U LA polymerazy (Top-Bio, Czech Republic), 200 uM PCR dNTP mix
(Top-Bio, Czech Republic), 0,4 uM kazdého primeru (KRD, Czech Republic), 2 % DMSO
(Top-Bio, Czech Republic), 2 mM MgCI, (Top-Bio, Czech Republic), 1XPCR pufr (Top-Bio,
Czech Republic) a doplnéni ddH,O do 25 ul. PCR reakce probihala ve standardnim

termocykleru (BioRad, USA). Samotna PCR reakce se skladala z ivodni denaturace pii 95 °C
po dobu 2 min. Poté nasledovalo 31 cykld tvofenych denaturaci DNA pii 95 °C (1 min),
anelaci pii 55 °C (20 s) a elongaci pti 68 °C (20 s). V poslednim cyklu byla elongace
prodlouZena na 6 min a nésledovalo konecné zchlazeni a uschovani PCR produktt pii 4 °C.
Ziskané PCR produkty byly nasledné stépeny 2 U restriktrikéni endonukleazy Dral (Biogen,
Czech Republic). Inkubace probihala pfi 37 °C po dobu 12 hod (termostat Memmert,
Germany). PCR-RFLP fragmenty byly separovany a vyhodnoceny elektroforeticky na 3,5 %
agarozovém gelu (BioRad, USA) obarveném ethidium bromidem (EtBr). Pokud je
Vv restrikénim misté cytosin zaménén za thymin dochazi ke Stépeni, a proto je pfitomnost alely

T prezentovana dvéma viditelnymi fragmenty o délce 268 bp a 27 bp.

4.2.2.2 DGAT1

V piipadé¢ genu DGAT1 byla analyzovdna dinukleotidova substituce K232A
nachazejici se na exonu 8. Polymorfismus je rozeznavan restriktazou Bgll, ktera Stépi
restrikéni misto o sekvenci 5°... GCCNNNN |NGGC... 3".

Zpusob detekce alelickych variant DGAT1 genu se provadi na principu PCR-RFLP dle
Komisarek a Michalak (2008). K amplifikaci potfebného useku DNA byly pouzity primery:
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F:5-TGC CGC TTG CTC GTA GCT TTG GCC -3" aR: 5- ACC TGG AGC TGG GTG
AGG AAC AGC -3'(KRD, Czech Republic). PCR reakéni smés obsahovala 20-40 ng
genomické DNA, 1 U LA polymerazy (Top-Bio, Czech Republic), 1XPCR pufr (Top-Bio,
Czech Republic), 200 uM PCR dNTP mix (Top-Bio, Czech Republic), 0,2 uM kazdého
primeru (KRD, Czech Republic), 2 % DMSO (Top-Bio, Czech Republic), 1,5 uM MgCl;
(Top-Bio, Czech Republic) a do 25 ul doplnéni ddH,0. Samotna PCR reakce probihala ve
standardnim termocykleru (BioRad, USA) a skladala se z po¢ate¢ni denaturace pii 95 °C po
dobu 2 min, nasledovalo 30 cykli, kdy se opakovala denaturace DNA pii 95 °C (30 s),
anelace pii 58,5 °C (30 s) a elongace pii teplot¢ 68 °C (30 s). V poslednim cyklu byla
kone¢na elongace prodlouzena na 7 min. Nasledovalo kone¢né zchlazeni a uschovani PCR
produkti pii 4 °C. Ziskané¢ 378 bp dlouhé PCR fragmenty byly nasledné stépeny 2 U
restrikéni endonukleazy Blgl (Biogen, Czech Republic) pii 37°C po dobu 12 hod (termostat
Memmert, Germany). PCR-RFLP produkty byly separovany a vyhodnoceny elektroforeticky
na 3,5 % agar6zovém gelu (BioRad, USA) obarveném EtBr. V ptfipad¢é ptitomnosti alel
kédujicich alaninovou variantu (A) byl PCR produkt Sté€pen na tii fragmenty dlouhé 254 bp,
96 bp a 28 bp. Pokud byly ptitomny alely kodujici lysinovou variantu (K) byly na gelu
viditelné dva fragmenty dlouhé 282 bp a 96 bp.

4.2.2.3 SPAG11

Do nasi asociacni studie byly dale zahrnuty dva jednonukleotidové polymorfismy v
genu SPAG11. Prvnim z nich byl polymorfismus nachazejici se v intronu 2 SPAG11-P2 na
pozici 1454G>A, ktery je rozeznavan restriktazou Pstl metodou PCR-FRLP dle Liu et al.
(2011) upravené dle podminek na$i laboratofe. Druhym sledovanym byl polymorfismus
SPAG11-P8 na pozici 22696 T>C rozeznavany restriktazou Eco72 detekovany modifikovanou
metodou PCR-RFLP, dle Liu et al. (2011) upravenou dle podminek nasi laboratote.

V ptipadé prvniho polymorfismu byly pro amplifikaci 308 bp dlouhého PCR
fragmentu DNA pouzity primery: F: 5- TAA GTG ACA GAG CCC GGG AT-3" a R: 5'-
AGC AGG CAG ACC ACA GTA TG-3(KRD, Czech Republic). PCR reakéni smes
obsahovala 20-40 ng genomické DNA, 1x PPP Master mix (Top-Bio, Czech Republic), 0,3
uM kazdého primeru (KRD, Czech Republic) a do 17 pl doplnéni ddH,O. PCR reakce
probihala ve standardnim termocykleru (East Port Scientific, Czech Republic). Samotna
polymerazova fetézova reakce se skladala z ivodni denaturace pii 94 °C po dobu 5 min,

nasledovalo 35 cyklu tvofenych denaturaci DNA pii 94 °C (30 s), anelaci pti 52 °C (30 s) a
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elongaci pti 72 °C (30 s). V poslednim cyklu byla kone¢na elongace prodlouzena na 7 min a
nasledovalo kone¢né zchlazeni a uschovani PCR produkta pii 4 °C. Ziskané PCR fragmenty
byly poté pies noc inkubovany a $tépeny pii 37 °C po dobu 12 hod (termostat Memmert,
Germany) s 10 U restrikéni endonukleazy Pstl (Biogen, Czech Republic). Ziskané PCR-
RFLP fragmenty byly separovany a hodnoceny elektroforeticky na 3,5 % agar6zovém gelu
(BioRad, USA) obarveném EtBr.

Pro detekci druhého sledovaného polymorfismu, nachazejici se na exonu 8, byla
pouzita modifikace metody PCR-RFLP, tzv. ACRS-PCR, kdy se pro §tépeni vyuziva uméle
vytvotfeného restrikéniho mista. Pro amplifikaci 166 bp dlouhého fragmentu DNA byly
pouzity primery: F 5'- GAA GAG TCT CCA CCA CGA AT-3,R5-CCT TTT GGC TAA
GAT CAC G-3'(KRD, Czech Republic). PCR reakéni smes obsahovala 20-40 ng genomické
DNA, 1x PPP Master mix (Top-Bio, Czech Republic), 0,3 uM kazdého primeru (KRD, Czech
Republic) a doplnéni ddH,0 do 17 ul. Rezim PCR byl zalozen na Givodni denaturaci pii 94 °C
po dobu 5 min. Poté nasledovalo 35 cykla tvofenych denaturace DNA pii 94 °C (30 s),
anelaci pti 54 °C (30 s) a elongaci pii 72 °C (30 s). V poslednim cyklu byla kone¢na elongace
prodlouzena na 7 min a nasledovalo kone¢né zchlazeni a uschovani PCR produktt pii 4 °C.
Ziskan¢ PCR fragmenty byly nasledné stépeny po dobu 12 hod pii 37 °C (termostat
Memmert, Germany) se smési 8 U restriktazy Eco72 (Biogen, Czech Republic). ACRS-PCR
fragmenty byly separovany a vyhodnoceny elektroforeticky na 3,5 % agarézovém gelu
(BioRad, USA) obarveném EtBr.

4.2.2.4PLCz

V piipadé genu PLCz bylo pro asocia¢ni analyzu vyuzito jednonukleotidové substituce
g. +65 T>C v 5 prilehl¢ oblasti genu. Polymorfismus je rozeznavan restrikénim enzymem
Bsrl, ktery $tépi restrikéni misto o sekvenci 5°...ACTGGN| ... 3". Amplifikaci vznika 344 bp
dlouhy PCR fragment. Alelova varianta CC je prezentovana PCR-RFLP fragmenty o délce
256/142 bp a alelova varianta TT PCR-RFLP fragmenty o délce 205/142 bp.

Pro detekci polymorfismu +65 T>C byla pouzita metoda PCR-RFLP dle Pan et al.
(2013) upravena pro podminky nasi laboratofe. Pro amplifikaci sledovaného fragmentu DNA
byly pouzity primery: F 5'- GGA CCC AAA GGA AAA CAT GA -3, R5-TTT TCC CAT
GAA CAG CCA TC -3" (KRD, Czech Republic). PCR reak¢ni smés obsahovala 20-40 ng
genomické DNA, 1x PPP Master mix (Top-Bio, Czech Republic), 0,3 uM kazdého primeru
(KRD, Czech Republic) a do 17 pl doplnéni ddH,O. PCR reakce probihala ve
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standardnim termocykleru (East Port Scientific, Czech Republic). Samotny PCR rezim se
skladal z uvodni denaturace pii 95 °C po dobu 3 min. Nasledovalo 35 cyklu tvotfenych
denaturaci DNA pii 94 °C (45 s), anelaci pti 64 °C (1 min) a elongaci pii 72 °C (1 min).
V poslednim cyklu byla kone¢na elongace prodlouzena na 4 min. Reakce pokracovala
konecnym zchlazenim a uschovanim PCR produktii pii 4 °C. Ziskané PCR fragmenty byly
nasledné inkubovany po dobu 12 hod pti 37 °C (termostat Memmert, Germany) a Stépeny
smési 10 U restrikéni endonukleazy Bsrl (Biogen, Czech Republic). PCR-RFLP fragmenty
byly separovany a vyhodnoceny elektroforeticky na 3,5% agar6zovém gelu (BioRad, USA)

obarveném EtBr.

4.2.3 ELEKTROFORETICKE VYHODNOCENI

Elektroforéza probihala v prostfedi 1x TBE, 3,5 % agar6zovém gelu s obsahem EtBr
(Top-Bio, Czech Republic) 30 — 50 min pii stejnosmérném napéti o velikosti 5 V/em. Pro
porovnani délek PCR produktu i restrikénich fragmentd byl pouzit marker Gene Ruler 50 bp
(Fermentas, Lithuania). Snimani agar6zovych geld s viditelnymi fragmenty DNA probihalo

pomoci transluminatoru MiniBIS Pro (DNR, Israel).

4.3 LABORATORNI VYSETRENI CERSTVEHO EJAKULATU

V obdobi 1997 az 2013 byl ejakulat od byki odebiran v 3 - 7 dennich intervalech pomoci
umélé vaginy rizného typu na atrapu (jiného byka) nebo na fantom (odpruzenou konstrukci).
V soucasné dob¢ se nejastéji pouzivaji 30 cm dlouhé, pfedem nahtaté, umélé vaginy
vybavené jednorazovym sbéraCem kournoutovit¢ho tvaru z polyetylénu nebo plastovou
zkumavkou. Thned po odbéru je ejakulat predan do laboratofe k okamzitému vySetieni
cerstvého ejakulatu a k dalSimu zpracovani. B&hem celého procesu az do pozadovaného
chlazeni se musi udrzovat teplota ejakulatu 37 — 39 °C, proto se na vysetieni pouzivaji nahiaté
laboratorni pfistroje a pomucky. Ze sbérace se odebira vzorek k laboratornimu posouzeni a
poté se v ném semeno fedi.

V laboratofi je ejakulat hodnocen proskolenym persondlem inseminaéni stanice dle
standardni metodiky. Mezi vySetfeni Cerstvého ejakulatu patfi stanoveni aktivity (% -
subjektivng, za pomoci mikroskopu), koncentrace (mil/cm®- spektrofotometricky), mnoZstvi

(0 — na automatické vaze), pfitomnost cizich pfimisenin, barva, pach. Dale se provadi
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morfologické vySetfeni spermatu (stanoveni poctu spermii s morfologickou vadou pod
mikroskopem) a stanovuje se procento zivych a mrtvych spermii (barvenim).

Na zaklad¢ tohoto vySetfeni se poté semeno fedi komercnimi, Zloutkovymi nebo
bezzloutkovymi fedidly na pozadovanou koncentraci a plni se do plastovych pejet o objemu
0,25 cm®. Redénim se vytvari podminky pro pfeZivani spermii mimo organismus a proces
fedéni by mél byt zahajen do 15 minut po odbéru. Pejety jsou déle zchlazeny na 4 °C, 90 min.
ekvilibrovany a nasledné¢ zmrazeny metodou postupného zmrazovani na teplotu -105 °C

v automatickém zmrazovaci a poté ulozeny do kontejneru s tekutym dusikem pii -196 °C.

4.4 LABORATORNI VYSETRENI ROZMRAZENEHO EJAKULATU

Inseminacni davky byly rozmrazeny ve vodni lazni o teploté 39 °C + 1 °C a vlozeny do
ptedehiaté zkumavky s 0,5 ml 0,29 % fyziologického roztoku. PreZitelnost spermii je
hodnocena pomoci rozdilné motility spermii ihned po rozmrazeni a nafedéni za pouziti
mikroskopu Eclipse E200 (Nikon, Japan) s destickou predehiatou na 39 °C £ 1 °C. Dale se
provadi kratkodoby tepelny test prezitelnosti spermii, kdy se jejich motilita hodnoti
s odstupem 30, 60, 90 a 120 min po rozmrazeni pii teploté 39 + 1 °C v termostatu (Termo-
block, FALC®). Po uplynuti 120 min byla smés obsahu inseminac¢ni davky a fyziologického
roztoku okamzité pouzita k extrakci DNA nebo uskladnéna pii -20 °C.

45 STATISTICKA ANALYZA VYSLEDKU

Stanoveni alelové a genotypové ¢etnosti

Ze ziskanych udajli vznikla rozsahld databaze dat, kterd umoZnila stanovit pfehled o

zastoupeni alelovych a genotypovych frekvenci vyse uvedenych gent.
Regresni a korela¢ni analyza

Z databaze shromazdénych tidaji byly vypoéteny v programu SAS 9.2 (SAS Institute Inc.
2002 — 2005) regresni analyza a koeficienty korelace pomoci procedury REG a CORR.

Asocia¢ni analyza

Zakladni statistické charakteristiky byly vypocteny v programu SAS 9.2 (SAS Institute
Inc. 2002 — 2005) pomoci procedury MEANS.
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Vliv analyzovanych polymorfismi na sledované kvantitativni a kvalitativni ukazatele
ejakulatu  byki byl hodnocen analyzou rozptylu Svice proménnymi (MANOVA)
s opakovatelnosti pouzitim GLM procedury Vv programu SAS 9.2. Priikaznost vlivu
jednotlivych genotypti byla ur€ena pomoci F-testu. Poté byly nalezené signifikantni rozdily

mezi skupinami s rozdilnym genotypem stanoveny pomoci mnohonasobného porovnavani.

Pro vyhodnoceni ukazateld Cerstvého ejakulatu byl pouzit nasledujici model:
Vi = +Ai + S;+ By + G + g

Yijk — sledovany ukazatel (aktivita, hustota, mnozstvi)

u — stfedni hodnota zkoumané populace

A — pevny efekt véku byka (v mésicich) v dobé odbéru (i =15 — 36, n = 4962; 37 — 60, n
=1063; 61 — 120, n = 3364)

Sj — pevny efekt mésice odbéru byka (j = bfezen — kvéten, n = 2495; Cerven — srpen, n =
2279; zafi — listopad, n= 2353; prosinec — tnor, n = 2262)

Bk — pevny efekt plemene byka (k = esky strakaty skot, n = 3625; holstynsky skot, n =
5764)

G — pevny efekt zkoumaného genotypu

€ijx — nahodny rezidualni efekt

Pro vyhodnoceni ukazateli rozmrazeného ejakulatu byl pouzit nasledujici model:
Vi =p +Ti + Bj + I + G + g

Yij« — sledovany ukazatel (aktivita po rozmrazeni za 0, 30, 60, 90, 120 min)

p — stfedni hodnota zkoumané populace

Ti — pevny efekt obdobi od odbéru do rozmrazeni ID (v mésicich) (i =0 — 24, n = 323;
25-48,n=226; 49 —72,n =133; 73— 171, n = 153)

Bj — pevny efekt plemene byka (j = ¢esky strakaty skot, n = 3625; holstynsky skot, n =
5764)

Ik — pevny efekt inseminadni stanice byka (k = 1.1S, n = 222; 2.1S, n = 258; 3.1S, n = 60;
4.1S, n =160; 5.1S, n = 135)

G| — pevny efekt zkoumaného genotypu

€ijk — ndhodny rezidualni efekt
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 ZAKLADNI CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

V ramci sledovani hodnot cerstvého ejakulatu byly shromdzdény tudaje od 118 byku
Ceského strakatého (C) a 99 bykid holstynského plemene (H), respektive 3625 a 5764
pozorovani. Piehled o po¢tu pozorovani, priméru, smérodatné odchylce, medianu, minimu a

maximu aktivity, hustoty a mnozstvi Cerstvého ejakulatu je uveden v Tabulce 1.

Tabulka 1 Ptehled vypoctenych primérd, smérodatnych odchylek (SD), medianti, minim (Min) a
maxim (Max) sledovanych ukazatelii erstvého ejakulatu u vybrané populace vSech byki celkem, C a
H byka zvlast

n Primér SD Median Min Max
Aktivita [%0]
Celkem 9389 76,35 8,21 70,00 70,00 100,00
C 3625 75,84 8,21 70,00 70,00 100,00
H 5764 76,67 8,19 70,00 70,00 100,00
Hustota [mil/cm®]
Celkem 9389 1,19 0,43 1,10 0,50 3,20
C 3625 1,28 0,46 1,20 0,50 3,20
H 5764 1,14 0,40 1,10 0,50 2,90
Mnozstvi [g]
Celkem 9389 10,64 4,89 9,80 1,00 53,00
C 3625 9,81 4,26 9,00 1,00 45,00
H 5764 11,16 5,18 10,10 1,00 53,00

C — soubor byka ¢eského strakatého plemene, H — soubor ¢eskych byka holstynského plemene

Z Grafti 1, 2 a 3 je patrné, Ze u bykl C byla sledovéana niz$i aktivita spermii a mnoZzstvi
ejakulatu, ale zaroven vyssi hustota Cerstvého ejakulatu nez u plemene H. Tyto souvislosti
mezi aktivitou, mnozstvim a hustotou potvrzuji vysledky regresni a korelacni analyzy

(Kapitola 5.2).
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Graf 1 Aktivita erstvého ejakulatu [%] U vybrané populace byka celkem a zvlast’ u plemene C a H
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C — soubor byku ¢eského strakatého plemene, H — soubor ¢eskych bykt holstynského plemene

Graf 2 Hustota &erstvého ejakulatu [mil/cm®] u vybrané populace byki celkem a zv1ast' u plemene C a H

HUSTOTA
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C — soubor byka ¢eského strakatého plemene, H — soubor ¢eskych byka holstynského plemene

Graf 3 Mnozstvi Eerstvého ejakulatu [g] u vybrané populace bykl celkem a zv1ast' u plemene C a H

MNOZSTVI
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C — soubor byku ¢eského strakatého plemene, H — soubor ¢eskych bykt holstynského plemene
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V ramci sledovani hodnot rozmrazenych insemina¢nich dévek bylo shromazdéno 835
udaji o aktivité spermii po rozmrazeni, konkrétn¢ je zaznamenano 463 hodnot Ceskych
strakatych bykia a 372 sledovani holstynskych bykt. Piehled o po¢tu pozorovani, priméru,
smérodatné¢ odchylce, medianu, minimu a maximu aktivity spermii v dob& ihned po
rozmrazeni ejakulatu a za kazdych dalSich 30 min az do dvou hodin po rozmrazeni je uveden
v Tabulce 2. Z té je patrné, ze motilita spermii po celou dobu tepelného testu piezitelnosti u
byktl plemene C je lehce nad primérem celé sledované populace a to béhem celého testu, coz
je vsouladu svysledky studie Beran et al. (2011), kdy byly stejné¢ jako v nasi studii

porovnavany vlastnosti ejakulatu byka plemene H a C.

Tabulka 2 Ptehled vypoétenych primérd, smérodatnych odchylek (SD), mediani, minim (Min) a
maxim (Max) pro aktivitu spermii [%] rozmrazenych insemina¢nich davek u vybrané populace byku
celkem a zvlast u plemene C a H

n Priamér SD Median Min Max
AKTO
Celkem 835 54,98 18,05 55,00 10,00 95,00
C 463 56,99 18,04 60,00 10,00 90,00
H 372 52,49 17,78 50,00 10,00 95,00
AKT30
Celkem 835 47,78 18,06 50,00 0,00 90,00
C 463 49,49 18,87 50,00 0,00 90,00
H 372 45,65 16,77 45,00 0,00 90,00
AKT60
Celkem 835 41,25 18,21 40,00 0,00 85,00
C 463 42,66 19,10 45,00 0,00 85,00
H 372 39,49 16,91 40,00 0,00 80,00
AKT90
Celkem 835 33,64 18,25 35,00 0,00 75,00
C 463 34,48 19,03 35,00 0,00 75,00
H 372 32,59 17,21 35,00 0,00 75,00
AKT120
Celkem 835 26,32 18,40 25,00 0,00 75,00
C 463 26,92 19,15 25,00 0,00 75,00
H 372 25,56 17,42 25,00 0,00 65,00

C — soubor byku ¢eského strakatého plemene, H — soubor ¢eskych byka holstynského plemene
AKTO0-120 = motilita spermii [%] 0, 30, 60, 90 a 120 min po rozmrazeni
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5.2 REGRESNI A KORELACNI ANALYZA

V ramci studie byla provedena regresni a korela¢ni analyza pro vSech 217 vybranych
bykl a zvIast pro 118 bykil C a 99 bykil H. Regresni analyzou bylo zjiSténo, ze pokud dojde
ke zvyseni hustoty spermii v odebraném ejakulatu o 1,00 mil/cm®, dojde ke sniZeni aktivity o
3,21% u plemene C a 0 3,84% u plemene H. Naopak pokud dojde ke zvySeni mnozstvi
odebraného ejakulatu 0 1,00 g, zvysi se i aktivita spermii o 0,18% u plemene C a 0 0,10% u
plemene H. Tuto skute¢nost potvrzuje i korela¢ni analyza, kdy byla zjisténa vyznamna
(P<0,01), ale slaba negativni zavislost mezi aktivitou a hustotou cerstvého ejakulatu a
pozitivni zavislost mezi aktivitou a mnozstvim spermii (Tabulka 3). Nejtésné&ji mezi sebou
korelovaly ukazatele Cerstvého ejakulatu u plemene C, u kterého byla zjisténa vyrazné

v

(Graf 1 a 3).

Tabulka 3 Pearsontiv korelacni koeficient r a souvisejici statistické vyznamnosti P mezi sledovanymi
vlastnostmi Cerstvého ejakulatu v celé sledované populaci byki a zvlast' u plemene C a H

> Hustota
0 ~ 4
Populace Aktivita [%0] [millem?] MnoZstvi [g]
Aktivita [%] L 0,1927 0,0839
i <0,0001 <0,0001
[mil/cm?] <0.0001
1
Mnozstvi [g]
Aktivita [%6] 1 -0,1954 0,1271
’ <0,0001 <0,0001
C Hustota 1 20,1758
[mil/cm®] <0.0001
1
Mnozstvi [g]
Aktivita [%] L 0,1826 0,0530
’ <0,0001 <0,0001
H Hustota 1 0.0477
[mil/cm®] <0,0001
1

Mnozstvi [g]

C — soubor bykt ¢eského strakatého plemene, H — soubor ¢eskych byki holstynského plemene
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Regresni a korelacni analyza byla provedena i pro udaje rozmrazené¢ho ejakulatu.
Regresni analyzou byly zjistény nepatrné narasty aktivity spermii po rozmrazeni pfi zvyseni
aktivity spermii Cerstvého ejakulatu o jedno procento a pomérné vyrazné poklesy motility
spermif po rozmrazeni p¥i zvyieni hustoty Cerstvého ejakulatu o jeden mil/cm®. Tuto slabou,
ale vyznamnou zavislost potvrdila i korela¢ni analyza, kdy byla zjisténa vyznamna (P<0,05),
ale slaba pozitivni zavislost mezi aktivitou rozmrazené¢ho ejakulatu a aktivitou Cerstvého
ejakulatu a negativni zavislost mezi aktivitou rozmrazeného ejakulatu a hustotou Cerstvého

ejakulatu (P<0,01) ve vSech hodnocenych sledovani (Tabulka 4).

Tabulka 4 Pearsontiv korelacni koeficient r a souvisejici statistické vyznamnosti P mezi aktivitou
spermii rozmrazeného ejakulatu [%] a sledovanymi vlastnostmi ¢erstvého ejakulatu v celé sledované
populaci byki

Aktivita [%6] Hustota [mil/cm®] MnoZstvi [g]

0,0678 -0,1466 -0,0416
AKTO

0,0500 <0,0001 0,2401

0,0981 -0,1575 0,0204
AKT30

0,0055 <0,0001 0,5635

0,0786 -0,1566 0,0381
AKT60

0,0261 <0,0001 0,2810

0,0699 -0,1390 0,0844
AKT90

0,0481 <0,0001 0,0169

0,0699 -0,1207 0,0899
AKT120

0,0479 0,0006 0,0109

AKTO0-120 = motilita spermii [%] 0, 30, 60, 90 a 120 min po rozmrazeni
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5.3 VYSLEDKY ASOCIACNICH ANALYZ

Byci zatazeni do nasi studie pochazeli z riznych inseminac¢nich stanic, byli rizného
véku, odbéry byly realizovany v riznych ro¢nich obdobich a vySetfované inseminacni davky
byly skladovany rtizn€ dlouhou dobu. Z téchto udaji a detekce genotypl byla shroméazdéna
rozsahla databaze dat umoziujici provést asociaéni analyzy. Hlavnimi sledovanymi nezavisle
proménnymi byly vybrané geny, ale i vySe jmenované tidaje byly zafazeny jako pevné efekty
V pouzitém statistickém modelu a jejich vliv byl hodnocen na dvou hladinach vyznamnosti P
<0,01 aP<0,05.

53.1LEP
Variabilita genu LEP ve sledované populaci byku

V této praci byl sledovan polymorfismus C(-963)T bovinniho genu LEP s frekvenci alel
C0,72aT 0,28 a genotypt1 CC 0,54, CT 0,36 a TT 0,10. Z vysledkii minulych studii vyplyva,
ze cetnosti alel lokusu C(-963)T genu LEP byvaji zavislé na plemenné piislusnosti.
Polymorfismus byl jiz dfive zkouman u polskych byku holstynského plemene a byly nalezeny
pomérné vyrovnané Cetnosti alely C 0,56 a T 0,44 (Komisarek, 2010), coz se potvrdilo i v nasi
studii (Tabulka 5), kdy byla frekvence alely C 0,58 a alely T 0,42 u holstynskych bykt. Oproti
tomu u bykd plemene Cesky strakaty skot byla zjisténa vyrazna ptevaha alely C nad alelou T,
respektive 0,84 a 0,16. Podobné frekvence byly zjistény u plemene Jersey ve studii
Komisarek a Antkowiak (2007), konkrétné 0,83 pro C a 0,17 pro T alelu. Déle ve studii
Glantz et al. (2012) byla u §védského holstynského skotu zjisténa frekvence alely C 0,61 a T
0,39. Oproti tomu u plemene Svédsky Cerveny byl zjiStén vyrazn€ vyssi podil alely T. Ve
Svédsku byla provedena asociaéni analyza tohoto plemene a byla zjisténa frekvence alel C
0,20aT 0,80.

Tabulka 5 Zastoupeni jednotlivych genotypt genu LEP ve vybraném souboru zvitat
Genotypova

Alelova Genotypova Genotypova

Sl SO frgeli\ézrrlr::e frekvence  frekvence C frekvence H
CcC 117 0,54 C 0,72 0,69 0,36
LEP CT 78 0,36 T 0,28 0,29 0,44
1T 22 0,10 0,02 0,20
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Asocia¢ni analyza genu LEP

Leptin se podili na celkovém metabolismu, energetické bilanci a regulaci znak

studiich byl prokazan vliv leptinu na znaky plodnosti u krav plemene Jersey (Komisarek a
Antkowiak, 2007), polskych holstynskych (Komisarek, 2010) a iranskych holstynskych
dojnic (Yazdani et al., 2010). Liefers et al. (2005) poukazuji na nami sledovany
polymorfismus C(-963)T umistnény v promotoru, ktery ma pravdépodobné vliv na miru
produkce byl zjistén pozitivni vliv alely C na produkci mléka, ale zadroven pozitivni vliv alely
T na obsah bilkovin a tuku v mléce (Kadlecova et al., 2014a; Glantz et al., 2012). Z téchto
davodt byl v minulych letech gen pro leptin pouzivan jako kandidatni gen ve §lechténi na
mlécnou uzitkovost.

V naSem souboru byl polymorfismus C(-963)T signifikantné asociovan s aktivitou a
hustotou Cerstvého ejakulatu (P<0,01) (Tabulka 6). V celé sledované populaci byla zjisténa
statisticky vyznamné vyssi aktivita spermii genotypu TT (+1,86 a 4,17%) nez u genotypu CC
a CT. Signifikantn¢ veétsi mnozstvi spermii v odebraném ejakulatu bylo zjiSténo u
heterozygotd CT (+0,08 mil/cm3). Dale se jedinci s genotypem TT vyznacovali neprikazné
vEétSim mnozstvim odebraného ejakulatu. Po rozd€leni celkového souboru byka podle
plemene byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi vSemi genotypy pro prvni dva
sledované ukazatele Cerstvého ejakulatu a to u obou plemen. Polymorfni varianta TT genu
LEP u byku plemene H se vyznacovala vyznamné (P<0,01) vyssi aktivitou spermii (+ 2,93 a
+ 3,78 %) a zaroven niz§im po&tem spermii vcm® (- 0,05 a -0,06 mil/cm®) v Eerstvém
ejakulatu nez genotypy CC a CT. Oproti tomu se nejvyssi hustotou Cerstvého ejakulatu
vyznacovali heterozygoti CT plemene C. I pies statisticky neprikazné rozdily bylo shledano
nejveétsi mnozstvi Cerstvého ejakulatu byki C homozygotni varianty CC, avsak u plemene H
homozygotni varianty TT. Tuto skute¢nost muze ovliviiovat nizky pocet detekovanych
homozygoth TT mezi byky plemene C. NaSe vysledky jsou v rozporu se zavéry studie
Komisarek a Antkowiak (2007), kdy tento polymorfismus nebyl pozitivné asociovan
s ukazateli reprodukce krav plemene Jersey, nicméné také v tomto pifipadé heterozygoti CT
dosahovali lepsich vysledkli. Podobnych vysledki bylo dosazeno i ve studii Komisarek
(2010), kdy nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi genotypy polskych
holstynsko-frizskych krav, avSak jedinci CT a TT dosahovali vysSich odhadi plemennych
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hodnot. To mlze naznacovat vliv alely T, kterd byla v populaci udrzovana selekci na vysoky

obsah tuku a bilkovin v mléce, k ukazatelim reprodukce.

Tabulka 6 Efekt polymorfismu genu LEP na kvantitativni a kvalitativni ukazatele ejakulatu bykt
sledované populace celkem a zvlast’ bykli plemene C a H

Aktivita[%]  Hustota [millcm®]  Mmnoistvi [g]
CELKEM  217/9389
cc 117/4430 76,41+0,134B 1,19+0,014 11,224+0,07
CT 78/3480 74,10+0,15*¢ 1,27+0,0148 11,24+0,08
TT 22/1479 78,27+0,238¢ 1,19+0,018 11,36+0,13
C 118/3625
cc 82/2458 76,06+0,214B 1,23+0,014 10,5440,10
CT 34/1131 71,93+0,27" 1,40+0,02% 10,48+0,13
TT 2/36 69,84+1,298 1,33+0,08 9,49+0,62
H 99/5764
ccC 35/1972 76,14+0,19B 1,16+0,014 11,87+0,11
CT 44]2349 75,20+0,18*¢ 1,17+0,01° 11,94+0,11
TT 20/1443 79,07+0,228°¢ 1,11+0,0148 12,10+0,13

Hodnoty jsou uvadény jako praméry nejmensich &tvercti = SE. n/n = podet zvifat/ poet pozorovani.
C = populace bykt ¢eského strakatého plemene, H = populace ¢eskych bykl holstynského plemene
Znaky A, a; B, b; C, ¢ oznaduji statisticky vyznamné rozdily mezi genotypy. Hodnoty se stejnym
pismenem se statisticky vyznamné 1i$i na hladin€ vyznamnosti: mala — P<0,05; velka — P<0,01.

Pozitivni, avSak statisticky neprikazny, vliv alely T se projevil i na aktivit¢ spermii po
rozmrazeni, kdy byci s alelickou variantou TT dosahovali vyssi motility spermii ihned po
rozmrazeni (+ 3,31 a + 4,48 %), i ve vSech dalSich sledovanych ¢asovych intervalech nez byci
s genotypem CC a CT (Tabulka 7). Po rozdéleni sledované populace podle plemenné
ptislusnosti byla zjisténa statisticky vyznamné vyssi aktivita spermii rozmrazeného ejakulatu
po 120 minutach tepelného testu homozygotnich bykt TT (+ 21,45 a + 18,8 %) nez u byka
CC a CT plemene C. Opét i tato skute¢nost muze byt zpisobena malym poctem byka plemene
C s alelickou variantou TT. Z Tabulky 7 je patrné, Ze leps$i aktivita spermii po celou dobu

kratkodobého tepelného testu ptezitelnosti byla shledana pro C byky.
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Tabulka 7 Efekt mutace genu LEP na aktivitu rozmrazeného ejakulatu byku ve sledované
populaci celkem a zvlast byka plemene C a H

LEP n/n’ AKTO AKT30 AKT60 AKT90 AKT120
CELKEM  217/835

cC 117/451  54,57+1,03  4743+1,01  41,07+1,03  3247+1,05  24,66+1,06
CT 78/303  53,40+1,10  46,59+1,09  40,52+1,11  34,06+1,12  26,63+1,14
T 22/81  57,8842,06  51,0142,04  44,1442,07  37,5542,10  29,70+2,14
C 118/463

cc 82/321 54,861,441  47,67+1,46  41,92+1,49  34,19+1,50  26,26+1,51"
CT 34/134  54,75+1,79  49,20+1,85  43,01+1,89  36,38+1,91  28,91+1,92°
T 208 64,44+6,50  59,48+6,70  55,1946,85  50,78+6,91  47,71+6,94"
H 99/372

cc 35/130  53,45+1,93  47,41+1,78°  39,84+1,80  30,46+1,82  23,82+1,87
CT 44/169  50,70+1,58  42,77+1,46%  36,49+1,47  3025+1,50  23,23+1,53
T 20/73  55,18+42,29  47,82+2,11  39,8742,13  32,63+2,16  24,88+2,22

Hodnoty jsou uvadény jako priméry nejmensich &tvercii + SE. n/n” = podet zvifat/ poet pozorovani.
AKTO0-120 = motilita spermii [%] 0, 30, 60, 90 a 120 min po rozmrazeni. C = populace bykl ¢eského
strakatého plemene, H = populace ¢eskych bykii holstynského plemene.

Znaky A, a; B, b; C, ¢ oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi genotypy. Hodnoty se stejnym
pismenem se statisticky vyznamné 1i$i na hladin€ vyznamnosti: mala — P<0,05; velka — P<0,01.

5.3.2DGAT1
Variabilita genu DGATL ve sledované populaci byku

Variabilitu genu DGAT1 v pozici 10433 a 10 434, kde se jedna o dinukleotidovou
substituci K/A (K232A), vyjadiuje Tabulka 8, ktera uvadi pichled frekvenci genotypt ve
sledované populaci bykua. Z téchto vysledkl je patrnd velmi nizkd frekvence homozygotni
varianty KK u holstynskych bykd a v populaci byka Ceského strakatého skotu dokonce
neptitomnost genotypu KK. Z toho vyplyva velmi vysoka frekvence alely A 0,87 ve vybrané
plemen. Podobné frekvence jako v nasi praci byly zjisténé ve studii Manga a Riha (2011) kdy
byla frekvence alely A 0,81 u ¢eskych dojnic holstynského skotu, ve studii Komisarek et al.
(2011) kdy byla ¢etnost alely A 0,79 u krav plemene Jersey, u dojnic ¢eského strakatého skotu
0,72 (Kadlecova et al., 2014b) a 0,62 u polskych holstynsko-friskych bykd (Komisarek a
Michalak, 2008). V asocia¢ni analyze némeckych holstynskych byka byla zjisténa frekvence
alely A 0,45 (Kaupe et al., 2007). Oikonomou et al. (2008), zjistil v populaci holstynskych
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krav chovanych v Recku frekvenci alely A 0,38. Ve studii Winter et al. (2002) byl
porovnavan vyskyt lysinové varianty (K) mezi zvifaty s vysokymi a nizkymi plemennymi
hodnotami. Bylo zjiSténo, Ze alela K se castéji vyskytuje u zvifat plemene Fleckvieh a
holstynsko-frizského skotu s vy$§imi plemennymi hodnotami. U polskych krav plemene
Jersey byla zjisténa frekvence alely A 0,17 (Komisarek et al., 2004). Lze tedy fici, ze etnosti
jednotlivych genotypt i alel lokusu DGATL1 se v publikovanych pracich vyrazné lisi mezi

jednotlivymi skupinami zvitat a podle produkéniho charakteru plemene.

Tabulka 8 Zastoupeni jednotlivych genotypt genu DGAT1 ve vybraném souboru zvifat

Genotypova

Alelova Genotypova Genotypova

ﬂ;eel?égrr%ce frekvence  frekvence C frekvence H
KK 2 0,01 K 013 0,00 0,02
DGAT1 KA 51 0,23 A 0,87 0,15 0,33
AA 164 0,76 0,85 0,65

Asociac¢ni analyza genu DGAT1

Mutace genu DGAT1 ovliviiuje obsah mléénych slozek v mléce. Alela K zvysuje obsah
tuku a proteinu v mléce, zatimco alela A zvySuje mnozstvi nadojeného mléka (Kadlecova et
al., 2014b; Winter et al., 2002). Z divodu vyuzivani tohoto polymorfismu ve §lechténi skotu
na vysokou mlécnou produkci a znamé zaporné genetické korelaci mezi produkénimi a
reprodukénimi ukazateli byla jiZz nékolikrat provadéna asociacni analyza této mutace a
plodnosti krav i bykt. Kaupe et al. (2007) zjistili negativni vliv lysinové varianty genu na test
nepteb&hlych plemenic a Oikonomou et al. (2008) na télesnou kondici. Ve studii Berry et al.
(2010) nebyly nalezeny zadné asociace s plodnosti, telenim jalovic a krav a s jate¢nou
vytéznosti.

V nasi populaci byl tento polymorfismus asociovan se vSemi sledovanymi ukazateli
Cerstvého ejakulatu (Tabulka 9). Analyza prokazala, ze byci genotypu KA produkovali
spermie s vyznamné (P<0,05) vyssi aktivitou spermii (+ 5,82 %) a signifikantné (P<0,01)
vétsim mnozstvim odebraného ejakulatu (+ 4,46 g) nez homozygoti KK. Oproti tomu
statisticky vyznamné (P<0,01) vétsi mnozstvi spermii v ejakulatu (+ 0,56 a + 0,55 mil/cm?)
bylo shledano u byki genotypu KK nez u byka KA a AA. | v tomto pfipadé je vSak nutné
podotknout, ze se podafilo detekovat pouze dva homozygotni jedince KK v celé sledované
populaci. Po rozdéleni souboru podle plemenné pftislusnosti nebylo mozné hodnotit vliv

genotypu KK u plemene C na vlastnosti Cerstvého ejakulatu, protoZe tato alelickd kombinace
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nebyla v této skupiné bykt vibec detekovana. Pravdépodobné z toho diivodu byly statisticky
vyznamné rozdily prokdzany pouze v mnozstvi odebraného ejakulatu, kdy vyznamné
(P<0,01) vétsim mnozstvim ejakulatu se vyznacovali homozygoti AA (+ 1,1 g). Ve vybrané
skupiné bykt plemene H byly prokdzény stejné asociace jako v celé sledované populaci, kdy
cerstvého ejakulatu vyznacovali homozygoti KK. Vseobecné bez ohledu na genotypy vSak
lepSich ukazatelli vlastnosti Cerstvého ejakulatu dosahovali byci holstynského plemene, coz
muze byt zpisobeno, stejné jako v ptipadé prvniho sledovaného polymorfismu, dlouhodobou

selekci mlécného skotu na vysoky obsah mléénych slozek a tim udrzovani alely K v populaci.

Tabulka 9 Efekt polymorfismu genu DGAT1 na kvantitativni a kvalitativni ukazatele ejakulatu bykt
sledované populace celkem a zvlast’ bykd plemene C a H

Aktivita[%]  Hustota [mil/lcm®]  Mmnoizstvi [g]
CELKEM  217/9389
KK 2/16 70,1242,01%° 1,7740,1148 6,84+1,10"B
KA 51/1984 75,94:0,20° 1,2140,01* 11,30+0,114
AA 164/7389 75,77+0,11° 1,22+0,018 11,23+0,06®
C 118/3625
KK 0/0 X X X
KA 18/374 74.20+0,44 1,3140,03 9,52+0,20"
AA 100/3251 74,77+0,20 1,28+0,01 10,62+0,09"
H 99/5764
KK 2/16 70,56+2,03*° 1,69+0,10*8 7,471,208
KA 33/1610 76,59+0,22" 1,1240,01*° 12,22+0,134¢
AA 64/4138 76,46+0,14° 1,16+0,018¢ 11,8620,09°¢

Hodnoty jsou uvadény jako priméry nejmensich &tvercti + SE. n/n” = po&et zvifat/ pocet pozorovani.
C — populace byku ¢eského strakatého plemene, H — populace ¢eskych bykt holstynského plemene
Znaky A, a; B, b; C, ¢ oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi genotypy. Hodnoty se stejnym
pismenem se statisticky vyznamné lisi na hladiné vyznamnosti: mala — P<0,05; velka — P<0,01.

Zadné signifikantni asociace V celé sledované populaci mezi genotypy genu DGAT1 a
aktivitou rozmrazeného ejakulatu nebyly nalezeny, coz je patrné z Tabulky 10. Po rozdéleni
vybrané populace podle plemenné piislusnosti, byly nalezeny signifikantni rozdily v motilité
spermii mezi genotypy KA a AA u bykl plemene C 30 a 60 minut po rozmrazeni, kdy lepSich
vysledkt dosahovali heterozygoti KA (+ 6,14 % po 30 min a 5,14 % po 60 min). Z dalSich

vysledkll je mozné pouze konstatovat, Ze homozygoti KK, kteti se vyznacovali signifikantné
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ejakulatu, dosahovali nejvyssich hodnot motility spermii ihned po rozmrazeni a pro jedince

plemene H po celou dobu provadéni kratkodobého tepelného testu prezitelnosti.

Z vysledkl nasi studie je mozné konstatovat, ze lysinova varianta genu DGAT1, ktera
zvySuje obsah tuku a bilkovin v mléce (Grisart et al., 2004), ma prokazatelné (P<0,01)
pozitivni vliv i na mnoZstvi spermii v cm®. A dale, e alaninové varianta tohoto genu, u které
byl prokazan pozitivni vliv na mnozstvi nadojeného mléka (Komisarek et al., 2004), zvySuje
mnozstvi a aktivitu spermii v Cerstvém ejakulatu. Neprtikazny vliv tohoto polymorfismu na

aktivitu spermii po rozmrazeni by bylo potfeba dale zkoumat.

Tabulka 10 Efekt mutace genu DGAT1 na aktivitu rozmrazeného ejakulatu bykd ve
sledované populaci celkem a zvlast bykt plemene C a H

n/n? AKTO AKT30 AKT60 AKT90 AKT120

CELKEM 217/835
KK 2/8 58,12+6,44  47,51+6,36  38,32+6,46  32,79+6,57  25,07+6,69
KA 51/203 54,84+1,33  48,16+1,31  41,92+1,33  33,88+1,36  26,70+1,38
AA 164/624 54,27+0,88  47,26+0,87  41,00+0,88  33,60+0,90  25,77+0,91
C 118/463
KK 0/0 X X X X X
KA 18/78 58,1042,25  53,824231" 47,15£2,37° 38284241  30,44+2.43

100/385 54,70£1,29  47,68+1,33" 42,01+1,36° 35,02+1,38  27,46+1,39
H 99/372
KK 2/8 62,27+6,61  49,57+6,14  39,78+6,16  35,43+6,24  26,39+6,40
KA 33/125 50,71+1,97  4298+1,83  36,80£1,83  29,76+x1,86  24,19+1,90
AA 64/239 51,97+1,53  45,34+1,42  38,36+1,43  30,71+1,44  23,22+1,48

Hodnoty jsou uvadény jako priméry nejmensich &tverct + SE. n/n® = poet zvifat/ podet pozorovani.
AKTO0-120 = motilita spermii [%] 0, 30, 60, 90 a 120 min po rozmrazeni. C = populace byki ¢eského
strakatého plemene, H = populace ¢eskych bykt holstynského plemene.

Znaky A, a; B, b; C, ¢ oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi genotypy. Hodnoty se stejnym
pismenem se statisticky vyznamné lisi na hladin€ vyznamnosti: mala — P<0,05; velka — P<0,01.
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5.3.3 SPAG11
Variabilita genu SPAGL11 ve sledované populaci byki

V ramci této studie byly pro gen SPAGI11 testovany dva zndmé jednonukleotidové
polymorfismy. Pomoci analyzy PCR-RFLP byly v lokusu SPAG11-P2 (g1454G>A)
detekovany tii genotypy (GG, GA, AA) stejné jako v lokusu SPAG11-P8 (g22696T>C) (TT,
TC, CC). Vysledky genotypovych a alelovych frekvenci ve sledované populaci 217 byka jsou
uvedeny v Tabulce 11.

U polymorfismu SPAG11-P2 bylo zjisténo zastoupeni genotypi GG 0,47 GA 0,37 a AA
0,16 a zastoupeni jednotlivych alel G 0,66 a A 0,34, coz je v podobném trendu jako vysledky
studie Liu et al. (2011), kde byl vyskyt alely G 0,80 a A 0,20 u ¢inskych holstynskych bykd.
Zaroven se v této studii nepodafilo detekovat genotyp CC lokusu SPAG11-P8, ¢emuz se
podobaji i vysledky nasi prace, kdy v celkovém souboru byly nalezeny pouze dva jedinci
s timto genotypem. To nasvédcuje tomu, ze homozygotni byci CC jsou pravdépodobné
vyfazovani z chovu pomoci umélé inseminace a selekce, kvili jejich hor$im kvalitativnim
vlastnostem ejakulatu (Dai et al., 2009). V dalsim se ale naSe studie rozchazeji. V nasi
sledované populaci se vyskytovala pievaha heterozygoti CT, a proto byla frekvence alely C a
T pomérné¢ vyrovnana, respektive 0,60 a 0,40. Ve vyse jmenované studii vSak byla vétSina
jedincti detekovédna jako homozygoti TT, coz se projevilo i na frekvenci alely T a C,

respektive 92% a 8%.

Tabulka 11 Zastoupeni jednotlivych genotypi lokust genu SPAG11 ve vybraném souboru zvifat
Genotypova Genotypova

Alelova  Genotypova

Genotyp n frekvence frekvence  frekvence C frekvence
celkem H
GG 102 0,47 G 0,66 0,48 0,47
SPAG11 - P2 GA 81 0,37 A 034 0,32 0,43
AA 34 0,16 0,20 0,10
TT 46 0,21 T 060 0,16 0,27
SPAG11 - P8 TC 169 0,78 C 0,40 0,83 0,72
cc 2 0,01 0,01 0,01

Asociacni analyza genu SPAG11-P2

V piedchozi studii (Liu et al., 2011) nebyl polymorfismus SPAG11-P2 statisticky

vyznamné korelovan s zadnou sledovanou vlastnosti Cerstvého i rozmrazeného ejakulatu.
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V nasi studii byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi genotypy této mutace pro
aktivitu a hustotu cerstvého ejakulatu (P<0,01) (Tabulka 12). Dale pii hodnoceni skupin byki
rozdélenych podle plemene byly nalezeny signifikantni rozdily pro vSechny sledované
ukazatele. Konkrétné nejvétsi aktivitou Cerstvych spermii se vyznaCovali homozygoti AA
obou plemen, nejvétsi pocet spermii v cm® byl naméfen u homozygoti GG obou plemen a
jednoznaéné nejvice gramii odebraného ejakulatu bylo zaznamenano u holstynskych byki

s genotypem AA, coz se shoduje s vysledky nasi korelacni analyzy.

Tabulka 12 Efekt polymorfismu genu SPAG11-P2 na kvantitativni a kvalitativni ukazatele ejakulatu
byki sledované populace celkem a zvlast’ bykt plemene C a H

2

SPAG11-P2 n/n Aktivita[%]  Hustota [mil/lcm®]  Mnoistvi [g]
CELKEM  217/9389

GG 102/5167 75,430,13" 1,22+0,01° 11,220,07
GA 81/3034 75,400,168 1,18+0,01¢ 11,25+0,09
AA 34/1188 77,86+0,24*° 1,31+0,01%¢ 11,30+0,14
C 118/3625

GG 56/1786 74,40+0,23° 1,35+0,02% 10,48+0,1148
GA 38/1006 73,60+0,29°¢ 1,260,025 11,39+0,14%¢
AA 24/833 76,78+0,314¢ 1,27+0,0148 9,50+0,15"C
H 99/5764

GG 46/3381 76,23+015" 1,650,018 11,98+0,09*"
GA 43/2028 76,54+0,19° 1,11£0,014¢ 11,59+0,11°€
AA 10/355 78,85+0,43"F 1,26+0,02%¢ 14,10+0,26™°

Hodnoty jsou uvadény jako praméry nejmensich &tvercti = SE. n/n” = podet zvifat/ pocet pozorovani.
C — populace byku ceského strakatého plemene, H — populace ceskych byki holstynského plemene
Znaky A, a; B, b; C, ¢ oznacuji statisticky vyznamné rozdily. Hodnoty se stejnym pismenem se
statisticky vyznamn¢ li§i na hladiné vyznamnosti: mala — P<0,05; velka — P<0,01.

Z4dné signifikantni asociace Vv celé sledované populaci mezi genotypy genu SPAG11-
P2 pro aktivitu rozmrazeného ejakulatu nebyly nalezeny, coz je patrné z Tabulky 13.
V populaci C byki byla nalezena prokazatelné (P<0,05) vétsi motilita spermii 120 min po
rozmrazeni pro heterozygoty GA (+ 4,99 %) neZ pro homozygoty GG. Ve vybrané populaci H
bykil byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi v§emi genotypy a pii vSech métfenich
tepelného testu pfezitelnosti. NejlepSich aktivit rozmrazenych spermii dosahovali

homozygotni byci (P<0,01; P<0,05) GG, ktefi se vyznacovali nejvétsi hustotou Cerstvého
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Vv asociacnich studiich dalSich genii.

Tabulka 13 Efekt mutace genu SPAG11-P2 na aktivitu rozmrazeného ejakulatu bykia ve
sledované populaci celkem a zvIast’ bykt plemene C a H

SPAG11-P2 n/n? AKTO AKT30 AKTG60 AKT90 AKT120

CELKEM 217/835

GG 102/389  54,97+1,02  47,79+1,01  4145+1,03  33.43+1,04  25,93+1,06
GA 81/310  54,72+1,12  47.93+1,11  41,59+1,13  34,05£1,15  26,82+1,17
AA 34/136  52,69+1,57  45.83+1,55  39,74+1,58  33,45+1,60  24,47+1,63
C 118/463

GG 56/217  54,56+1,55  47,14£1,60  40,74+1,63  3291+1,65  2545+1,66°
GA 38/149  55,17+1,76  4927+1,.81  4420+1,85  3731+1,86  30,44+1,88°
AA 24197  56,48+1,98  50,4542,04  44,76+2,09  38,06+2,10  29,2442,12
H 99/372

GG 46/172  5426+1,67°  47,63+1,54®  41,37+1,53%°  33,74+1,57*°  27,03+1,60*"
GA 43/161  52,51+1,66° 44,83+1,52"  37,23+1,52*°  29,57+1,56"  22,57+1,59"
AA 1039 ’95:52’90&' 35,53+2,66"°  28,6942,66"% 242242 72"  15,70+2,77"

Hodnoty jsou uvadény jako priméry nejmensich &tvercii + SE. n/n” = podet zvifat/ poet pozorovani.
AKTO-120 = motilita spermii [%] 0, 30, 60, 90 a 120 min po rozmrazeni. C = populace bykl ¢eského
strakatého plemene, H = populace ¢eskych bykt holstynského plemene.

Znaky A, a; B, b; C, ¢ oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi genotypy. Hodnoty se stejnym
pismenem se statisticky vyznamné 1i$i na hladin€ vyznamnosti: mala — P<0,05; velka — P<0,01.

Asociaéni analyza genu SPAG11-P8

Polymorfismus SPAG11-P8 vykazoval v nasi studii statisticky vyznamné rozdily
(P<0,01) mezi genotypy TT a TC pro vSechny sledované ukazatele Cerstvého ejakulatu
(Tabulka 14). Nejvyssich hodnot dosahovali heterozygoti TC a homozygoti TT, coz mize
naznacovat pozitivni vliv alely T na produkci a vitalitu spermii. Podobného trendu bylo
dosazeno i pii rozdéleni populace bykt podle plemenné piislusnosti, kdy byly pro vSechny
ukazatele cerstvého ejakulatu signifikantni rozdily mezi genotypy TT a CT (P<0,01). Vyssi
hodnoty pro aktivitu, hustotu i mnozstvi byly zjistény u holStynskych bykd. Nizké hodnoty
vSech sledovanych ukazatelit homozygoti CC mohou byt zplisobeny malym poctem jedincii
s timto genotypem v populaci, proto nelze tyto zavéry brat jako platné zobecnitelné a byl by

vhodny dal§i vyzkum.
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Tabulka 14 Efekt polymorfismu genu SPAG11-P8 na kvantitativni a kvalitativni ukazatele ejakulatu
byki sledované populace celkem a zv1ast bykt plemene C a H

SPAG11-P8 n/n’ Aktivita[%]  Hustota [millcm®]  Mmnoistvi [g]
CELKEM  217/9389

TT 46/2070 73,81+0,19% 1,30+0,01* 13,2120,10"
TC 169/7301 76,35+0,11°° 1,20+0,01* 10,710,06"
cC 2/18 71,36+1,88" 1,13+0,10 11,37+1,01

C 118/3625

TT 19/720 72,63+0,35" 1,35+0,02% 9,68+0,16"
TC 98/2888 75,17+0,20" 1,27+0,014 10,69+0,10%
ccC 1/17 70,95+1,91 1,18+0,11 11,45+0,89
H 99/5764

TT 27/1350 74,50+0,234 1,24+0,39" 15,23+0,13"
TC 71/4413 77,12+0,14% 1,12+0,01* 10,92+0,08"
cc 1/1 67,95+8,01 1,36£0,39 9,12+4,47

Hodnoty jsou uvadény jako praméry nejmensich &tvercti = SE. n/n” = podet zvifat/ poet pozorovani.
C — populace byku ceského strakatého plemene, H — populace ¢eskych byki holstynského plemene
Znaky A, a; B, b; C, ¢ oznacuji statisticky vyznamné rozdily. Hodnoty se stejnym pismenem se
statisticky vyznamn¢ li§i na hladiné vyznamnosti: mala — P<0,05; velka — P<0,01.

Z Tabulky 15 je patrné, Ze v nasi studii nebyly potvrzeny Zzadné signifikantni asociace
mezi jednotlivymi genotypy polymorfismu SPAG11-P8 celé vybrané populace a aktivitou
rozmrazené¢ho ejakulatu. Pfi samostatném hodnoceni skupiny C bykit byly prokazany
statisticky vyznamné rozdily (P<0,01; P<0,05) v aktivité spermii ihned po rozmrazeni a po
60, 90 a 120 minutach. Tyto asociace vSak nelze brat jako platné zobecnitelné, protoze ve
sledované skupiné bykt plemene C byla detekovana alelicka varianta CC pouze u jednoho
byka. Nejvétsi procento pohyblivych spermii bylo zjisténo u C bykt homozygotni varianty
TT. Oproti tomu ve skupiné¢ H bykt se neprikazné nejvétsi motilitou spermii vyznacovali
homozygotni byci CC. Nase vysledky ¢asteéné koresponduji s vysledky studie Liu et al.
(2011), kde byl zjiStén vliv této mutace na aktivitu rozmrazen¢ho ejakulatu u Einskych
holstynskych bykd. Lepsi aktivitou spermii béhem kratkodobého tepelného testu piezitelnosti

prukazné vyznacovali byci genotypu TC.
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Tabulka 15 Efekt mutace genu SPAG11-P8 na aktivitu rozmrazeného ejakulatu byka ve
sledované populaci celkem a zvIast bykt plemene C a H

SPAG11-P8 n/n? AKTO AKT30 AKT60 AKT90 AKT120
CELKEM 217/835

TT 46/182  53,56+1,55  47,13+1,53  41,87+1,55  3537£1,58  27,92+1,60
TC 169/645  54,97+0,90  47,75+0,89  41,13+091  33,28+092  25,55+0,94
cC 2/8 44.83+6,17  40,51%6,10  33,254620 24454630  16,41+6,41
C 118/463

TT 19/77  56,65£2,30°  50,23+2,37  45,54+243%  39,14+2.45%  31,30+2,46°
TC 98/382  55,09+1,38"  4836+1,43 42224146  34,76+1,47°  27,29+148"
cc 1/4 33,3248,77%°  30,9149,70  22,824927%  10,48+9,34*% -0,49+9 40"B
H 99/372

TT 27/105  49,58+234  43,03£2,17  36,93+2,18  30,84+221  24,56+2,26
TC 71/263  53,06+1,48  4549+138  3829+138  30,60+1,40  2327+1,43
cC 1/4 54,66+8,83  48,81£820 42344822 38284832  34,40+8,52

Hodnoty jsou uvadény jako priméry nejmensich &tverci + SE. n/n” = pocet zvifat/ poet pozorovani.
AKTO0-120 = motilita spermii [%] 0, 30, 60, 90 a 120 min po rozmrazeni. C = populace byki ¢eského
strakatého plemene, H = populace ¢eskych bykt holstynského plemene.

Znaky A, a; B, b; C, ¢ oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi genotypy. Hodnoty se stejnym
pismenem se statisticky vyznamné 1i$i na hladin€ vyznamnosti: mala — P<0,05; velka — P<0,01.

5.34PLCz
Variabilita genu PLCz ve sledované populaci byki

Za pomoci technik molekularni genetiky byla otestovana variabilita genu PLCz.
V Tabulce 16 je uveden piehled zjisténych frekvenci genotypt. V testované populaci byku
byla zjisténa nejvetsi Cetnost homozygotit CC u obou sledovana plemena. Zjisténa alelova
frekvence proto byla T 0,11 a C 0,89. Tento trend je shodny s vysledky studie Pan et al.
(2013), kde se také vyskytovalo nejvice genotypti CC, a proto frekvence této alely byla 0,67.
Vysoka frekvence alely C v obou porovnavanych studiich mize byt zptisobena dlouhodobou
selekci téchto plemen na riizné druhy uzitkovosti. Dalsi vysledky genotypovych a alelovych
frekvenci neni mozné uvést, protoZze byla zatim provedena pouze jedna asociacni analyza

tohoto polymorfismu k vlastnostem Cerstvého ejakulatu byku.
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Tabulka 16 Zastoupeni jednotlivych genotypu genu PLCz ve vybraném souboru zvitat
Genotypova

Alelova Genotypova Genotypova

fr:eli\légrr:::e frekvence  frekvence C frekvence H
1T 2 0,01 T 011 0,01 0,01
PLCz TC 42 0,20 c 089 0,28 0,10
CcC 172 0,79 0,71 0,89

Asociaéni analyza genu PLCz

Lokus +65T>C s homozygotni variantou CC mél jiz ve vySe jmenované studii prikazné
vys§i hodnoty kvantitativnich vlastnosti ejakuldtu ¢inskych holStynskych byka. Alela T
Vv lokusu +65T>C vytvaii CdxA transkripéni faktor, ktery je blokovan substituci alely T za C.
| v nasi praci byly nalezeny signifikantni rozdily mezi genotypy (P<0,01; P<0,05) pro aktivitu
Cerstvého ejakulatu (Tabulka 17). Pro dalsi dvé sledované vlastnosti vyznamné nejvyssich
hodnot dosahovali shodné heterozygoti TC pro hustotu (P<0,01) a pro mnozstvi (P<0,05). Po
rozdéleni populace podle plemen byly nalezeny signifikantni rozdily pouze mezi genotypy
bykt H plemene, kdy nejvyssich hodnot pro posledni dva jmenované ukazatele dosahovali

opét heterozygoti TC.

Tabulka 17 Efekt polymorfismu genu PLCz na kvantitativni a kvalitativni ukazatele ejakulatu bykt
sledované populace celkem a zvIast’ byka plemene C a H

Aktivita[%]  Hustota [mil/lcm®]  Mnoistvi [g]

CELKEM 217/9389

T 2/205 77,56+0,57*8 1,12+0,03*® 10,680,312
TC 43/1068 76,03+0,26 1,31£0,014¢ 11,520,142
cc 172/8116 75,71+0,118 1,21+0,018¢ 11,23+0,06

C 118/3625

T 1/24 73,66+1,62 1,42+0,09 11,29+0,76

TC 33/583 74,32+0,38 1,29+0,02 10,54+0,18

cC 84/3018 74,78+0,20 1,28+0,01 10,50+0,10

H 99/5764

T 1/181 78,20+0,61° 1,010,038 11,15+0,36"
TC 10/485 77,500,385 1,34+0,025¢ 12,58+0,23”P
cC 88/5098 76,32+0137B 1,14+0,014C 11,95+0,08°

Hodnoty jsou uvadény jako praiméry nejmensich &tverct + SE. n/n” = pocet zvifat/ podet pozorovani.
C — populace byku ¢eského strakatého plemene, H — populace ceskych byki holstynského plemene
Znaky A, a; B, b; C, ¢ oznacuji statisticky vyznamné rozdily. Hodnoty se stejnym pismenem se
statisticky vyznamn¢ li$i na hladiné vyznamnosti: mala — P<0,05; velka — P<0,01.
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Asociaéni analyza polymorfismu genu PLCz a aktivitou spermii béhem kratkodobého
tepelného testu prezitelosti prokdzala signifikantni rozdily Vv motilit¢ spermii mezi
jednotlivymi genotypy, v ¢emz se rozchazime s vysledky studie Pan et al. (2013), kde nebyl
po rozmrazeni dosahovaly spermie bykt s genotypem TT a to ihned po rozmrazeni (- 24,05 a
- 22,52 %) a 30 min po rozmrazeni (- 21,80 a - 20,29 %) na hladin¢ vyznamnosti P<0,01 a 60
min po rozmrazeni na hladiné vyznamnosti P<0,05 nez byci genotypu TC a CC. Tato
skutecnost je o to zajimavéjsi, ze homozygoti TT se vyznacovali statisticky vyznamné
nejvyssi aktivitou spermii Cerstvého ejakulatu. Tyto vysledky vsak nemohou byt platné
zobecnitelné, jelikoz byly v celé sledované populaci detekovany pouze jeden byk H a jeden C
s genotypem TT. V cel¢ sledované populaci i po rozdéleni do skupin podle plemen se
neprukazné nejvyssi aktivitou spermii béhem celého tepelného testu prezitelnosti vyznacovali
heterozygoti TC, ktefi se pii hodnoceni cerstvého ejakulatu vyznacovali nejvysSimi
hodnotami pro hustotu a mnozstvi.

Tabulka 18 Efekt mutace genu PLCz na aktivitu rozmrazeného ejakulatu byka ve sledované populaci
celkem a zvlast’ byka plemene C a H

PLCz n/n? AKTO AKT30 AKT60 AKT90 AKT120
CELKEM  217/835

TT 2/8 32,066,168 27,27+6,10°%  2551+621*° 19304632  11,07+6,43
TC 43/170  56,11+1,45"  49,07+143"  41,96+1,46* 3431+148  26,59+1,51
cC 172/657  54,58+0,85°  47,56+0,85°  41,37+0,86°  33,83+0,88  26,20+0,89
C 118/463

TT 1/4 31,59+8,97%  28,124927  292149,53  23,3749.64  15,46+9,72
TC 33/130  56,80+1,81°  50,31+1,87  43,35+1,92  35,78+1,94  28,24+1,96
cC 84/329  5549+138""  4870+143  43,08+147  3588+148  28,27+1,49
H 99/372

TT 1/4 34,04+8,79  29,09+8,16 24214819  19,574830  13,19+8,51
TC 10/40  53,18+3,02  45,55+2,80  38,84+2.81  32,24+2.85  2528+293
cC 88/328  52,34+137  45,03+127  38,06£1,28  30,70£1,30  23,64+1,33

Hodnoty jsou uvadény jako priméry nejmensich &tverct + SE. n/n® = poet zvifat/ podet pozorovani.
AKTO0-120 = motilita spermii [%] 0, 30, 60, 90 a 120 min po rozmrazeni. C = populace bykl ¢eského
strakatého plemene, H = populace ¢eskych bykt holstynského plemene.

Znaky A, a; B, b; C, ¢ oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi genotypy. Hodnoty se stejnym
pismenem se statisticky vyznamné 1i$i na hladin€ vyznamnosti: mala — P<0,05; velka — P<0,01.
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5.3.5 VLIV DALSICH EFEKTU

Z vysledkl asociacnich analyz je patrny vliv vSech sledovanych gent. Jak je patrné
z literarniho ptehledu kvantitativni a kvalitativni vlastnosti ejakuldtu bykt jsou kromé
genetickych efekti ovliviiovany mnoha dal$imi vnitinimi faktory, jakymi jsou plemeno a vék
byka a vnéjsimi, jako je vné&jsi prostredi, krmna davka a jeji dopliiky, ro¢ni obdobi pii odbéru
a frekvence odbéra (Rowe et al., 2014; Kastelic, 2013; Beran et al., 2011; Karoui et al., 2011,
Hajirezaee et al., 2010; Sander, 2007). Asocia¢ni analyzy né&kterych téchto efektd

s kvantitativnimi a kvalitativnimi vlastnostmi ejakulétu byka se staly soucasti nasi studie.

PLEMENO BYKA

vvvvvv

studiich (Boujenane a Boussaq, 2014; Beran et al., 2011). Boujenane a Boussaq (2014) ve své
studii porovnavali hodnoty cerstvého i rozmrazeného ejakulatu mezi byky H plemene,
charolais, piedmontese, belgického modrého a oulmes-zaer. Nejvyssi koncentraci spermii
prokazali (P<0,05) u bykd plemene piedmontese, nejvice aktivnich spermii ihned po odbéru i
po rozmrazeni zjistili u bykt plemene H. Tyto vysledky koresponduji se zavéry nasi studie,
kdy byly zjiStény signifikantné (P<0,01) vyssi aktivita (+ 1 %) a mnozstvi (+ 1,4 g) Cerstvého
ejakulatu pro byky plemene H aviak nizsi podet spermii v cm® (Tabulka 19). Oproti tomu ale
Beran et al. (2011) ve své studii zkoumal vliv holstynského a ¢eského strakatého plemene na
vlastnosti Cerstvého ejakulatu bykd. Byla zjisténa asociace plemene a aktivity spermii

(P<0,05), kdy se vétsi aktivitou ihned po odbéru semene vyznacovali byci plemene C.

Tabulka 19 Efekt plemene na kvantitativni a kvalitativni ukazatele ejakulatu byka

Plemeno n/n Aktivita [%] Hustota [mil/cm?®] MnozZstvi [g]
C 118/3625 75,76+0,17 1,29+0,017 10,59+0,10"
H 99/5764 76,76+0,12° 1,14+0,017 11,99+0,07*

n/n = poet zvifat/ podet pozorovani. C = populace byki &eského strakatého plemene, H = populace
¢eskych bykua holstynského plemene. Znak A oznacuje statisticky vyznamné rozdily mezi plemeny na
hladin€ vyznamnosti P<0,01.

Stejny trend v motilité spermii po rozmrazeni mezi dvéma sledovanymi plemeny jako
ve studii Beran et al. (2011) byl shledan i v nasi studii. Vyssi aktivita spermii po celou dobu
pribéhu tepelného testu piezitelnosti byla signifikantné (P<0,01) vyssi u plemene C, tedy u
plemene, jehoz byci se zpravidla vyznacovali nizsi aktivitou spermii Cerstvého ejakulatu ale
vyssi hustotou (Tabulka 20).
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Tabulka 20 Efekt plemene na aktivitu rozmrazeného ejakulatu bykt

Plemeno  n/n? AKTO AKT30 AKT60 AKT90 AKT120
C 118/463 46,2143,79%  36,16+3,83" 33,06+3,87" 26,43+3,89" 18,11+3,90"
H 99/372  40,62+3,74" 33,79+3,76" 27,71+3,81" 21,86+3,82" 13,49+3,84"

n/n” = poet zvifat/ podet pozorovani. AKT0-120 = motilita spermii [%] 0, 30, 60, 90 a 120 min po
rozmrazeni. C = populace byka ¢eského strakatého plemene, H = populace ¢eskych byka holstynského
plemene. Znak A oznaduje statisticky vyznamné rozdily mezi plemeny na hladiné vyznamnosti
P<0,01.

VEK BYKA

Ve vybrané populaci 217 Ceskych bykii byly na insemina¢nich stanicich nejéastéji
provadény odbéry u byki do 3 let véku. Ve statistickém modelu byl pouzit pevny efekt véku
byka v mésicich v dobé odbéru ejakulatu. Statisticky vyznamné rozdily (P<0,01), mezi
skupinami byki rozdélenych podle véku v dobé odbéru, byly nalezeny pro vSechny sledované
vlastnosti Cerstvého ejakulatu byka (Tabulka 21). Prokazatelné vétsi motilitou spermii (+ 3,06
a+ 4,5 %) a mnozstvim odebraného ejakulatu (+ 4,1 g) se vyznacovali byci starsi 6 let. Tyto
vysledky koresponduji se zavéry studie Beran et al. (2011), kdy byla aktivita spermii ihned po
odbéru pozitivné korelovana s vékem byka a se studii Fuerst-Waltl et al. (2006), kdy
mnoZstvi ejakulatu prokazatelnd rostlo s vékem byka. Nejvatsi podet spermii v cm® byl
prokazatelné nejvyssi U byku starych 37 — 60 mésict, coz ve své studii potvrzuje i Mathevon
et al. (1998a), ktery zjistil, Zze se signifikantné lepSimi vlastnostmi Cerstvého ejakulatu

vyznacovali kanadsti byci H plemene star$i tficeti mésicu.

Tabulka 21 Efekt véku byka na kvantitativni a kvalitativni ukazatele ejakulatu byka
Aktivita [%6] Hustota [mil/cm®] MnoZstvi [g]

1 4962 75,72+0,134B 1,23+0,01* 8,60+0,07B
2 1063 74,28+0,25"C 1,26+0,01° 12,56+0,15"
3 3364 78,78+0,14%¢ 1,15+0,01*8 12,70+0,08"
2

n° = pocet pozorovani. Znaky A, a; B, b; C, ¢ oznacuji statisticky vyznamné rozdily. Hodnoty se
stejnym pismenem se statisticky vyznamné 1i$i na hladin€ vyznamnosti: mala — P<0,05; velka —
P<0,01; Vék 1 = 15 — 36 mésicu, 2 =37 — 60 mésici, 3 = 61 — 120 mésica

Vliv stafi byka v dobé odbéru ejakulatu na motilitu spermii po rozmrazeni byl v nasi
studii prokdzan. Prikazné nejvice aktivnimi spermiemi Se vyznacovali byci stafi 37 - 60
mésict (Tabulka 22). To se ¢asteéné shoduje s vysledky studie Beran et al. (2011), kdy se

vys§i aktivitou spermii po rozmrazeni vyznacovali byci stars$i 48 mésict.
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Tabulka 22 Efekt véku byka na aktivitu rozmrazeného ejakulatu bykt

Vék n? AKTO AKT30 AKTG60 AKT90 AKT120

1 592  46,03+3,60° 39,27+3,58 33,36+3,64 27,12+3,71  18,63+3,77
2 85  4854+4,13" 4292+4,11* 37,15+4,18% 29,87+4,26°  20,70+4,33°
3 158 41,38+3,81*" 36,26+3,78* 29,34+3,85" 23,09+3,92% 14,60+3,98
2

n“ = pocet pozorovani. Znaky A, a; B, b; oznacuji statisticky vyznamné rozdily. Hodnoty se stejnym
pismenem se statisticky vyznamné 1i8i na hladiné vyznamnosti: mala — P<0,05; velka — P<0,01; Vék 1
=15 - 36 mésicu, 2 =37 — 60 mésich, 3 =61 — 120 mésict

MESIC ODBERU BYKA

vvvvvv

nepiebihavost plemenic, potraty a natalitu telat, na vlastnosti Cerstvého ejakulatu bykt a na
mnozstvi abnormalnich spermii Vv ejakulatu (Haugan et al., 2005; Zavy a Geisert, 1996;
Graffer et al., 1988; Sekoni a Gustafsson, 1987). Konkrétné¢ Mathevon et al. (1998a) zjistil, ze
kvalitn&js$i sperma je produkovano béhem zimnich a jarnich mésica. Proto byla i v nasi studii
hodnocena asociace mésice odbéru byka a vlastnosti Cerstvého i1 rozmrazené¢ho ejakulatu.
Kalendaini rok byl rozdélen podle ro¢nich obdobi, podobné jako ve studii Sander (2007) na
jaro (bfezen — kvéten), 1éto (Cerven — srpen), podzim (zaii — listopad) a zimu (prosinec —
unor). Signifikantni rozdily (P<0,01) mezi ro¢nimi obdobimi byly nalezeny pro aktivitu a
hustotu Cerstvého ejakulatu, pfi¢emz nejvyssi hodnoty byly zjistény u inseminacnich davek
odebranych na podzim. Nesignifikantné avSak nejvice g odebraného ejakulatu (+ 0,16; + 0,14
a + 0,33 g) bylo zjisténo u ID odebiranych v jarnich mésicich (Tabulka 23). Tyto vysledky se
shoduji se zavéry studie Sander (2007). Nebyl zjistén vliv mésice odbéru ejakulatu na

aktivitu spermii po rozmrazeni.

Tabulka 23 Efekt mésice odbéru byka na kvantitativni a kvalitativni ukazatele ejakulatu bykut
Mésic

T Aktivita [%6] Hustota [mil/cm®] MnoZstvi [g]
1 2495 76,08+0,18 1,20+0,014 11,27+0,10
2 2279 75,70+0,19”B 1,23+0,01 11,4340,10
3 2353 76,64+0,18" 1,23+0,01% 11,29+0,10
4 2262 76,62+0,198 1,21£0,01 11,10£0,10
2

n° = pocet pozorovani. Znaky A, B oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi tfidami. Hodnoty se
stejnym pismenem se statisticky vyznamné 1isi na hladiné vyznamnosti P<0,01. Sezéna 1 = bfezen —
kvéten, 2 = Gerven — srpen, 3 = zaii — listopad, 4 = prosinec — unor

50



DOBA SKLADOVANI

Vliv doby skladovani ID na aktivitu spermii po rozmrazeni byl zkouman na davkach
ulozenych v tekutém dusiku pti — 196 °C 1 az 219 mésici. Doba skladovani ID byla
rozdélena do 4 tiid. Signifikantni rozdily v motilit¢ spermii po rozmrazeni byly nalezeny 90
min (P<0,05) a 120 min (P<0,01) po rozmrazeni mezi ID zafazenymi do t¥idy 1 a 2, kdy se
vy$s$i aktivitou vyznacovali spermie skladované 25 — 48 mésicu (Tabulka 24). Nase vysledky
tudiz nepotvrzuji zavéry studie Haugan et al. (2007), kdy byl prokazan vliv doby skladovani
ID na procento oteleni. V nasi studii se aktivita spermii zatfazenych do tfidy s nejdelsi dobou

skladovani vyznamné neliSila od aktivity spermii zafazenych do ostatnich tiid.

Tabulka 24 Efekt doby skladovani na aktivitu rozmrazeného ejakulatu bykt

Doba = 2 AxToO  AKT30  AKT60  AKT9  AKT120
skladovani

1 323 43,01+3,79 35,51+3,82 28,24+3.86 21,64+3,88* 12,99+3,90"
2 226 42,31+3,80 36,59+3,83 30,87+3,87 25,87+3,89* 18,20+3,90"
3 133 46,73+4,01 38,42+4,04 32,67+4,08 25,41+4,10 16,43+4,12
4 153 41,61+3,89 35,39+£3,92 29,7543,97 23,654+3,98 15,59+4,00

n® = podet pozorovani. AKTO0-120 = motilita spermii [%] 0, 30, 60, 90 a 120 min po rozmrazeni. Znak
A, a oznacuje statisticky vyznamné rozdily mezi tfidami. Hodnoty se stejnym pismenem se statisticky
vyznamné 1isi na hladiné vyznamnosti: mala — P<0,05; velka — P<0,01. Doba skladovani 1 = 0 — 24
mesicl, 2 =25 — 48 mésicl, 3 =49 — 72 mésicii a 4 =73 — 219 mésicu.

INSEMINACNI STANICE

Inseminacni davky pouZité ve studii pochazely od plemennych bykii chovanych v péti
riznych inseminacnich stanicich (IS) nachazejicich se na uzemi Ceské republiky. Viechny IS
zafazené do studie uplatiiovali standardné pouZivané makroskopické i1 mikroskopické
hodnoceni ejakulatu, obdobné postupy fedéni komerénimi fedidly a ekvilibraci. VSechny ID
byly poté skladovany pii — 196 °C v tekutém dusiku. Jak je patrné z Tabulky 25 byly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily mezi vSemi IS a vSemi ukazateli Cerstvého ejakulatu. Nejvyssi
aktivitou spermii v Cerstvém ejakulatu se vyznacovali plemenici z inseminacni stanice €. 1.,
nejvyssi hustotu spermii méli byci z IS €. 5 a nejveétsi mnozstvi odebraného ejakulatu bylo
zaznamenano u jedincl odebiranych na IS €. 4. Do této analyzy nebyly zahrnuty dalsi dilezité
faktory, jako jsou vyziva, zplisob ustajeni, oSetfovani, klimatické podminky ve staji a socialni
postaveni plemenika ve stadé¢, které se mohli na jednotlivych stanicich liSit a mohli vyznamné

ovlivnit tyto vysledky.
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Tabulka 25 Efekt inseminaéni stanice na kvantitativni a kvalitativni ukazatele ejakulatu bykd

Aktivita [%6] Hustota [mil/cm®] Mnoistvi [g]
1 5251 79,32+0,914PCP 1,26+0,05*BCP 11,96+0,508¢
2 1157 72,85+0,924EFG 1,34+0,05"FF 9,90+0,50"PEF
3 990 78,26+0,93"EH! 1,38+0,055¢"1 11,72+0,51°C¢H
4 1448 75,95+0,93% 1 1,44+0,05°FC! 15,44+0,51%5C!
5 543 70,19+0,91°¢ 1,58+0,05°F! 8,63+0,50¢FH!
2

n° = pocet pozorovani. Znaky A, B oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi tfidami. Hodnoty se
stejnym pismenem se statisticky vyznamné 1isi na hladiné vyznamnosti P<0,01. Sezéna 1 = bfezen —
kvéten, 2 = erven — srpen, 3 = zafi — listopad, 4 = prosinec — unor

Co se tyka vysledkli tepelného testu pieZitelnosti nejniz§i motilita spermii byla
signifikantné prokazana u plemennikl pisobicich na inseminaéni stanici ¢. 5, ktefi se
vyznacovali nejvyssi hustotou Cerstvého ejakulatu, a to po celou dobu trvani kratkodobého
tepelného testu prezitelnosti. Nejvyssi aktivitou spermii po rozmrazeni se vyznacovali byci

z inseminacni stanice ¢. 2 (Tabulka 26).

Tabulka 26 Efekt inseminacni stanice na aktivitu rozmrazeného ejakulatu byki

AKT60 AKT120
1 61/222  5553+1,34" 47,46+1,33%B 40,93+1,35% 34,44+1 377 27,84+1,39”
2 641258  61,02+1,528 53,55+1,50%C 45,45+1,528 36,31+1,558 28,58+1,57°
3 16/60 59,1442,55° 54,19+2,52° 47,45+2,56° 39,85+2,60° 29,86+2,65°¢
4  41/160  54,37+1,75¢ 49,80+1,72F 4526+1,75° 38,56+1,78° 30,62+1,81°
5 35/135 46,36+1,774BC% 36,72+1,758CPE  30,47+1,7778CP 24 30+1,80"BCP  18,09+1,83ABCD

n/n” = poet zvifat/ podet pozorovani. AKT0-120 = motilita spermii [%] 0, 30, 60, 90 a 120 min po
rozmrazeni. Znaky A, a, B, b, C, ¢, D, d, E, e oznacuje statisticky vyznamné rozdily mezi 1S. Hodnoty
se stejnym pismenem se statisticky vyznamné li§i na hladiné vyznamnosti: mala — P<0,05; velka —
P<0,01.1S¢.1,2,3,4a5.
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6 ZAVER

Predlozena disertacni prace se =zabyvd studiem variability DNA ve vybranych
kandidatni k riznym ekonomicky vyznamnym vlastnostem hospodaiskych zvifat, a na
vyhodnoceni vlivu téchto polymorfismti na kvantitativni a kvalitativni vlastnosti ejakulatu

plemennych byki ¢eského strakatého a hol§tynského plemene.

Byla provedena geneticka analyza u 118 bykt ¢eského strakatého a 99 byku holstynského
plemene polymorfismu C(-963)T bovinniho genu kdédujici hormon leptin, dale dinukleotidova
substituce lysinu za alanin (K232A) genu kodujiciho enzym Acyl-CoA:diacylglycerol
acyltransferase 1, dvou jednonukleotidovych polymorfismi genu pro se spermiemi
asociovany antigen 11 (SPAG11) na pozici 1454G>A (SPAG11-P2) detekovany na intronu 2
a SPAG11-P8 na pozici 22696T>C lokalizovany na intronu 8 a nakonec substituce tyminu
cytosinem (+65 T>C) v 5'pfilehlé oblasti bovinni pro spermie specificka fosfolipaza C zeta
(PLCz). Zvysledki genetickych analyz bylo stanoveno zastoupeni alel a genotypu v
celé sledované populaci 1 v populaci ¢eského strakatého a holstynského skotu zvlast. Byla
provedena asociacni analyza mezi témito polymorfismy a kvantitativnimi a kvalitativnimi
vlastnostmi Cerstvého a rozmrazeného ejakulatu bykda, tj. aktivitou (%), hustotou (mil/cm3) a
mnozstvim (g) ¢erstvého ejakuldtu a motilitou spermii (%) rozmrazeného ejakulatu sledované
béhem kratkodobého tepelného testu prezitelnosti. Zaroven byla provedena asociacni analyza
plemene, v€ku byka, mésice odbéru byka a doby skladovani ID na vlastnosti Cerstvého 1

rozmrazeného ejakulatu byku.

Prvnim dil¢im cilem této prace bylo zjistit variabilitu vybranych polymorfisma v populaci
celkem, Ceského strakatého a holStynského skotu. Pro genotypovéani byla vyuzita DNA
izolovana z ID. Vsechny polymorfismy byly stanoveny pomoci metody PCR-RFLP. Celkem

bylo genotypovano 217 bykt. Vysledky genotypovani mizeme zhodnotit nasledovné:

- Sledovany soubor bykii ¢eského strakatého a holstynského plemene vykazoval
variabilitu ve vSech sledovanych polymortnich mistech.

vvvvvv

- Zastoupeni genotypi i alel je blizké vysledkiim dfivéjSich studii.

Dal$im dil¢im cilem bylo zhodnotit asociace mezi genotypy a alelami vySetfovanych
polymorfismi a kvantitativnimi 1 kvalitativnimi vlastnostmi ejakulatu byka, tj. aktivitou,

hustotou a mnozstvim cerstvého ejakulatu a aktivitou spermii rozmrazeného ejakulatu.
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Statistickd analyza byla provedena analyzou rozptylu svice proménnymi (MANOVA)

s opakovatelnosti pouzitim GLM procedury u kazdého polymorfismu:

- Byla prokazana asociace polymorfismu C(-963)T genu LEP s vlastnostmi
cerstvého 1 rozmrazeného ejakulatu bykt

- Byla prokazana asociace polymorfismu K232A genu DGATL1 s vlastnostmi
cerstvého i rozmrazeného ejakulatu byka

- Byla prokazéana asociace polymorfismu SPAG11-P2 s vlastnostmi Cerstvého i
rozmrazeného ejakulatu bykt

- Byla prokazéna asociace polymorfismu SPAG11-P8 s vlastnostmi cerstvého i
rozmrazeného ejakulatu bykt

- Byla prokazana asociace polymorfismu PLCz s aktivitou a mnozstvim Cerstvého

ejakulatu i motilitou spermii rozmrazeného ejakulatu byka

Statisticka analyza, ktera byla provedena pro hodnoceni asociaci mezi polymorfismy a
sledovanymi ukazateli ejakulatu bykt, byla pouzita i pro zhodnoceni vztahli mezi vlastnostmi
Cerstvého 1 rozmrazeného ejakuldtu a dalSimi podstatnymi efekty zatfazenymi do modelu.

Z asociacnich analyz bylo zjisténo nésledujici:

- Byla prokéazana asociace plemene byka s vlastnostmi Cerstvého i rozmrazeného
ejakulatu bykt

- Byla prokdzana asociace véku plemenika S vlastnostmi Cerstvého i
rozmrazeného ejakulatu byki

- Byla prokazéana asociace mésice odbéru byka s vlastnostmi ¢erstvého ejakulatu

- Byla prokazana asociace doby skladovani ID s vlastnostmi rozmrazeného
ejakulatu bykt

- Byla prokazéna asociace inseminacni stanice S vlastnostmi cerstvého i

rozmrazeného ejakulatu byki

Vysledky studovanych polymorfismi ukazuji na rozdilnost efektli sledovanych lokust
Vv riznych populacich skotu, coz je mozné vysvétlit jejich rozdilnym genetickym pozadim u
téchto populaci, jez jsou Slechtény s riznou intenzitou a dirazem na vybrané uzitkové
vlastnosti. Potvrzeni asociaci analyzovanych polymorfismi a sledovanych uzitkovych

vlastnosti podporuje jejich vyuziti pfi dalSich studiich u byka ceského strakatého a
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holstynského skotu. Vysledky studie lze dale v budoucnosti vyuzit pti Slechténi a selekci
plemennych byku, nebot’ byl prokazan vliv vybranych polymorfismt na sledované ukazatele
ejakulatu. Vzhledem k ptipravovanému uvedeni genomické selekce u Ceské populace skotu

jsou moznosti uplatnéni zjisténych vysledkia velmi aktualni.
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8 SEZNAM ZKRATEK

ACSR-PCR - artificially created restriction site polymerase chain reaction, polymerazova
fetézova reakce

AKTO0-120 - motilita spermii [%] 0, 30, 60, 90 a 120 min po rozmrazeni

bp — base pair, par bazi

byci C - populace bykt ¢eského strakatého plemene

byci H - populace ¢eskych byki holstynského plemene

DG - diacylglycerol

DGAT1 — diacylglycerol O-acyltransferase 1

DNA — deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

EtBr — Ethidium bromid

ID — inseminacni davka

IS — inseminacni stanice

IP3 —inositol — 1,4,5 - trifosfat

LEP — leptin

MAS — Marker Assisted Selection, selekce za podpory markeri

PCR — polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce

RED holstyn — ¢ervenostrakaté linie holStynského skotu

RFLP-PCR — restriction fragment length polymorphism-polymerase chain reaction,
polymorfismus délky restrikénich fragmentii-polymerazova fetézova reakce

SNP, SNPs — single nucleotide polymorphism(s), jednonukleotidovy polymorfismus
SPAG11 — sperm-associated antigen 11

SPAG11-P2 — SNP 1454G>A na intronu 2 genu SPAG11

SPAG11-P8 — SNP 22696 T>C na intronu 8 genu SPAG11

PLCz — phospholipase C zeta

primer F — forward primer, primer kodujici

primer R — reverse primer, primer antikodujici

VNTR — Variable Number of Tandem Repeats, variabilni pocet tandemovych repetic
5
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