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Abstrakt

Prace vznikla ke studiu vlivu mlééného proteinu betalaktoglobulinu na
syfitelnost mléka. Na zaklad¢ polymorfismu v f-laktoglobulinovém genu (BLG) byly
stanoveny metodou PCR-RFLP genotypy AA, AB a BB u 730 dojnic. Vysledky
analyzy genotypu ukazuji, ze ve zkoumané populaci jsou heterozygoti AB ptiblizné
jedenactkrat cetnéjsi nez homozygoti BB a tficetkrat ¢astéj$i neZ homozygoti AA.
Frekvence alely A byla 0,4732 a pro alelu B 0,5268. Celkem u 429 vzorka byl
analyzovan vliv genotyptt BLG na znaky produkce mléka. Pouze u jedné skupiny
dojnic z farmy Sedlec se podafilo nalézt statisticky prikazny vliv alely B na
procentualni zastoupeni bilkovin a na celkové mnozstvi bilkovin. Alela B byla
spojena s niz§imi hodnotami téchto parametri. U Zadného jiného méfeni nebyl
zjistén statisticky vyznamny rozdil ovlivnény genotypy ¢i alelami genu BLG. V této
praci bylo testovani syfitelnosti metodou méfenim €asu syfeni a jogurtovym testem
provedeno zatim u 51 vzorkd. Vysledky ukazuji, ze genotypy BLG nem¢ély statisticky
vyznamny vliv na ¢as syfeni. Ve vysledcich jogurtového testu se projevil vliv
genotypu, p-hodnota je nizsi nez zvolena hladina vyznamnosti a = 0,05. To by mohlo

znamenat, ze genotyp AB je spojen s vyssi kyselosti mléka. Avsak vysledky mohly

cv v

Kli¢ova slova: mlé¢ny protein, geneticky polymorfismus, betalaktoglobulin, BLG



Abstract

The aim of the thesis is to study the influence of the milk protein beta-lactoglobulin
on the milk renneting properties. Based on the polymorphisms in B-lactoglobulin
gene (BLG), the genotypes AA, AB and BB were defined by the method PCR-RFLP
in the case of 730 dairy cows. The results of the genotypes analysis show that in the
studied population the heterozygotes AB occur approximately eleven times more
often than homozygotes BB and thirty times more often than homozygotes AA. The
allele A frequency was 0.4732 and the allele B 0.5268. The genotype BLG influence
on production traits of milk was analysed in the aggregate of 429 milk samples. The
statistically demonstrative allele B influence on the percentage of proteins
representation was found only in one group of dairy cattle from farm Sedlec. The
alleles BB were associated with lower values of these parameters. The statistically
significant difference influenced by the genotypes or the gene BLG alleles was not
found in any other measurement. In the thesis the testing of milk renneting properties
by the rennet coagulation time (RCT) and the determination

of titratable acidity in milk was made on 51 samples. The results show that the BLG
genotypes had no influence on the RCT. In the determination

of titratable acidity in milk results the genotype influence appeared and the p-value is
lower than the given significance level a = 0.05. It could mean that the AB genotype
is connected with the higher milk acidity. However, the results can be distorted by
the low numbers of the population.

Key words: milk protein, genetic polymorphism, betalactoglobulin, BLG
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1 Uvod

vvvvvv

populaci ma mléko i mlécné produkty vyznam jako jedna ze zékladnich potravin. Se
zvysujici se celosvétovou spottebou kravského mléka k technologickému zpracovani
a k produkci syri je tieba hledat moznosti selekce skotu na slozeni mléka vhodného

k vysoké syratské produkei.

MIécné proteiny jsou Siroce zkoumany z divodu jejich vztahu se slozenim,
nutri¢nimi i technologickymi vlastnostmi mléka. Byly objeveny a zkoumany
polymorfismy mléénych proteinti ovliviwyjici jejich slozeni i mnozstvi. To jsou
zasadni faktory pro vytéznost a kvalitu mlécnych ¢i syrarskych produkti. Geny
kodujici kaseinové a syrovatkové proteiny poléhaji mendelistické dédicnosti. Proto
lze selektovat kravy s poZadovanymi variantami proteind. Polymorfismy mléénych
proteinit mohou byt jednim z moznych kritérii selekénich programi na zménu mléka
ptiznivou pro slozeni mléka a technologické zpracovani. V n¢kolika studiich bylo
dokazano, ze obzvlasté genotypy podminujici produkci k-kaseinu a

B-laktoglobulinu maji signifikantni efekt na slozeni mlé€nych proteinti.

V této praci je zkoumana moznost vyuziti vlivu proteinu betalaktoglobulinu
(BLG) na syfitelnost mléka. Parametry syfitelnost jsou vysoce ovlivnéné

genetickymi polymorfismy mléénych proteind a zaroven jejich slozenim.
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2 Literarni prehled

2.1 Bovinni genom
Bovinni genom je vyznamny zejména s ohledem na unikatni biologii
piezvykavci, evolucni pozici skotu ve vztahu k dal§im piezvykavcum a dualezitost

prezvykavcu v lidské vyzive jako zdroje bilkovin.

Domestikace skotu zacala ptiblizn€ pied 8 000 — 10 000 lety na Blizkém
vychodé a pocetni rist chovaného skotu zrcadlil expanzi lidské populace. Béhem let
domestikace a Slechténi se lidem podafilo z riznych socidlnich, ekonomickych
a nadbozenskych divodl vyslechtit ptes 800 plemen skotu. Ty pfedstavuji dilezité
kulturni dédictvi i vzacny zdroj pro védecké studie (Tellam, 2009). Je zajimavé, ze
jak byl bovinni genom pietvaien lidskou selekci, byl zaroven v reakci na domestikaci

prezvykavci piizpisoben i lidsky genom na toleranci laktozy (Tishkoff, 2007).

Itoh et al. (2003) uvadi, ze bovinni genom obsahuje 29 part autozomu a
jeden par gonozomu. Bovinni genom zacal byt podrobné studovan v 70. letech
20. stoleti fadou projektt, jejichz cilem bylo odhalit organizaci chromozomt, objevit
mikrosatelity, mapovat genom a sestavit fyzické a vazebné genomové mapy (Larkin,
2011). Prvni vzorek, ze které¢ho byla ziskana DNA pro sekvenovani bovinniho

genomu, odebrali védci z kravy plemene Hereford L1 Dominette 01449 (Zhu, 2007).

Vysledky mezinarodniho Sestiletého projektu sekvenovani bovinniho genomu
uvadi velikost genomu 2,87 Gh. Bovinni genom obsahuje vice nez 22 000 gend,
Z nichz 1 400 gent je spole¢nych pro vSechny druhy savca (Elsik, 2009). Data ze
sekvenovani a mapovani genomu dala vzniknout databazim jako napiiklad Bovine
Genome database (BGD), ktera pod sebou shromazd’uje navigaéni nastroje
a vyhledavace jako naptiklad BovineMine, JBrowse/WebApollo, BLAST (Elsik,
2015). Podrobné informace o bovinnim genomu, genech a jejich bilkovinnych
produktech Ize nalézt v GenBank. Nasledné mapovani s vysokym rozlisenim
a funk¢ni analyza genomu vedly k objevu lokust kvantitativnich znakt (QTL) stejné

jako genti fidicich genetickd onemocnéni skotu.

Zkoumani bovinniho genomu je vedeno predev§im snahou porozumeét
genetické povaze kvantitativnich znakli a onemocnéni, kterd zasahuji do ekonomicky

vyznamnych vlastnosti, jako je mnozstvi mléka ¢i kvalita masa (Larkin, 2011).
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Plemena skotu maji velkou fenotypovou rozmanitost, kterou lze vyuzivat ke
zlepsovani specifickych vlastnosti dilezitych z hlediska produkce a zpracovani

mléka (Ortega, 2010).

Arias et al. (2009) ve své praci uvedl mapu vazby gent bovinniho skotu
s vysokou hustotou, ktera kombinuje vazbovou mapu zalozenou
na mikrosatelitech se jednobodovymi mutacemi (SNP), nalezenymi pomoci ¢ipu. Na
této map€ se nachazi celkovy pocet markerti 6 924 a z toho je 6 634 SNP. Vysledky
Z této mapu mohou napomoci vyzkumu vztahti mezi fyzickymi vzdéalenostmi,
vazebnou nerovnovahou a vzdalenosti na genetické map¢. To by zlepsilo uréovani

kauzalnich vztahti mezi variantami genomu a znaky produkce u zvitat.

2.1.1 Lokusy kvantitativnich znak

Lokus kvantitativnich znaka (QTL) je oblast chromozomu, ktera obsahuje
geny ve vazb¢ ovlivitujici kvantitativni znak (Erickson, 2004). Pokud tyto znaky
odpovidaji za ekonomicky vyznamné produkéni vlastnosti, fikdme témto QTL
ekonomicky vyznamné lokusy (ETL). Analyza QTL umoziuje védcim v riznych
oborech spojit urcité slozité fenotypy se specifickymi oblastmi chromozomii. Cilem
tohoto procesu je identifikovat akcei, interakci, ¢islo a pfesnou polohu téchto regiond.
Geny lezici v QTL oblasti jsou €asto ovlivnény vnéjSim prostfedim, jejich heritabilita
se pohybuje od 0,05 az 0,5. Pfesny pocet, polohu ani uc¢inek QTL neni prozatim
znam (Roff, 2007).

2.1.2 Kandidatni geny

Kandidatni geny maji vyrazny vliv na ur€itou zkoumanou vlastnost ¢i znak,
ovlivityji vysledny fenotyp a podileji se na fenotypové variabilité. Nachazeji se
v QTL oblastech a slouzi k lepSimu pochopeni funkce genli. Kandidatni geny se
zkoumaji metodami sekvenovani, pokud je pii néj nalezena mutace ¢i
polymorfismus, provede se asociacni analyza. Ta uréi, zda ma zkoumany gen vliv
na znak (Berg, 2006). Vhodné kandidatni geny jsou obecné vybrany na zakladé
znamého biologického, fyziologického nebo funkéniho vyznamu pro dany znak.

Genomové asociacni studie a mapovani QTL zkoumaji bézné variace v celém

12



genomu a jako takové mohou detekovat novou oblast z4jmu, kterd je v potencialnim
kandidatském genu nebo v jeho blizkosti (Zhu, 2007).

Existuje databaze bovinnich kandidatnich genti pro produkci mléka
a zan¢t mlécné zlazy, ktera ma za tcel poskytovat integrovany vyzkumny nastroj.
Zahrnuje razné typy informaci a podporuje geneticky vyzkum laktace, zdravi a vyvoj
mlécné zlazy. Databaze obsahuje 943 gentl a genetickych markert, které se podileji
na vyvoji a funkci mlééné zlazy, coz predstavuje kandidaty na dalsi funkcni studie.
Pro identifikaci kandidatskych lokust byly vyuzity tidaje ze sedmi riznych
vyzkumnych ptistupti. Bylo navrzeno 44 genti zjisténych n€kolika nezavislymi
analyzami jako nejslibnéjsi kandidati a byly dale analyzovany in silico pro hladiny
exprese mlécné zlazy, genetickou variabilitu a vrcholné biologické funkce ve

funk¢nich sitich (Ogoreve, 2009).

Obr.1 Prehled poctl kandidatnich gentli a genetickych markert pro vyvoj mlécné
zlazy, znaky mlécné produkce a rezistence viuci zanétu mlécné zlazy nalezené na
chromozomech bovinniho genomu
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2.1.3 Genetické markery
Geneticky marker je definovan jako specificky gen, kratky isek DNA nebo

polymorfismus, ktery je snadno identifikovatelny. Marker koduje detekovatelnou
13



vlastnost s neznamou funkci a se znamym umisténim
na chromozomu. Tento gen ¢i Gsek muze byt pouzit ke studiu rodiny a populace,
identifikace bun¢k, druhi nebo jedincii. Vyhodou markert je jejich velké mnozstvi,
vysoka informativnost a detekce z nepatrného mnozstvi tkan¢. (Davey, 2011).
Genetické markery mohou byt pouzity ke studiu vztahu mezi zdédénym
onemocnénim a jeho genetickou ptic¢inou (naptiklad ur¢itou mutaci genu, ktery vede
k defektnimu proteinu). Je zndmo, ze kousky DNA, které lezi blizko sebe na
chromozému, maji tendenci byt dédény spolecné. Tato vlastnost umoziuje pouziti

genetického markeru k piesnému urc¢eni dédiéného vzoru genu (Zhu, 2007).

2.1.4 Asociacni analyza

Asociacni analyza slouzi k testovani vazeb mezi genetickou variabilitou
a danym znakem. Jedna se tedy 0 asociaci mezi konkrétni alelou, genotypem,
¢i haplotypem a fenotypovym znakem. Pfi analyze dochazi k porovnani relativniho
zastoupeni polymorfismu mezi nékolika skupinami (Bell, 2004). Déle se provadé;ji
jesté vazebné studie, pii kterych se sbiraji data od velkého poctu ptibuznych jedinct,
o nichz se pfedpoklada, ze maji odlisnost v ur¢itém genu ¢i jeho polymorfismech.
Tyto polymorfismy ovlivituji vznik daného znaku a naslednou analyzu pienosu

v piibuzenskych liniich (Teplan, 2006).

2.2 Geny mlé¢nych bilkovin

Nejvyznamnéjsi vztah k parametrim mlééné uzitkovosti a kvality mléka maji
mlécné bilkoviny a jejich genetické zalozeni. Bilkoviny mléka syntetizuje, az na
sérovy albumin a imunoglobuliny, mlé¢na zlaza. Jsou jedinecné a maji zastoupeni
vsech esencialnich aminokyselin (Samkova, 2012). V mléce se vyskytuje nékolik
desitek mlécnych proteind, vétsinu z nich koduje pouze Sest strukturnich gend. Jedna
se o Ctyfi geny CSN1S1, CSN2, CSN1S2 a CSN3 mapované na Sestém chromozomu,
které koduji ptislusné bilkoviny as1-CN, B-CN, as2-CN, and x-CN. Dalsi dva geny
LAA a BLG umisténé na chromozomech 5 a 1 koduji dva hlavni syrovatkové proteiny
a-laktalbumin (a-LA) a -laktoglobulin (B-LG). U mlé¢nych proteini skotu byla
objevena rozsahla geneticka variabilita. Diisledek ucinki variant mléénych gent
predstavuji rozdily ve vlastnostech mléka, zvlasté v jeho slozeni (Caroli, 2009).

Geny mlécnych bilkovin jsou vysoce polymorfni, obsahuji neobvykle velké mnozstvi
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polymorfismii (Huang, 2012).

Caroli et al., 2009 zvefejnil objevené varianty mléénych proteinti. Popsano
bylo doposud devét variant asi- CN (A, B, C, D, E, F, G, H, I), ¢tyfi varianty os2-CN
(A, B, C, D), 12 variant B-CN (A, A%, A3, B, C, D, E, F, G, HY, H?, 1), 14 variant k-
CN (A AL B,B? C,D,E F, F?, G, G2, H, I,J), 11 variant B-LG (A, B, C, D, E,
F, G H, I, J, W) a tfi varianty a-LA (A, B, C).

Variabilni efekt genii na mlé¢nou produkei a slozeni mléka byl sledovéan uz
v mnoha studiich (Hastings et al., 2006; Comin et al., 2008; Signorelli et al., 2009;
Krasnopiorova et al., 2012). Ve skute¢nosti geny vétSinou nefunguji samostatné, ale
maji uzké vazby a interakce s mnoha dal§imi geny v genomu. Nékteré z téchto gent
jsou zapojeny do regulace exprese. Zejména jsou to geny kvantitativnich znakt. Tim
padem efekt gent zavisi na genetické struktuie. Hlavnim pfi¢inou kolisani efektu
gend zapficinuje predevsim aditivni a dominantni efekt genii. Navic fyzické vazby
genll umisténych na stejném ¢i jiném chromozomu vedou k odliSnym expresim.
Vazebna nerovnovaha (LD) gent nastava, kdyz je nalezena asociace alely na jednom
lokusu se specifickou alelou na druhém lokusu. LD typicky odkazuje na vztahy mezi
dvéma alelami na stejném chromozomu, avSak asociovany mohou byt
i alely na dvou lokusech rtiznych chromozomd. Proto by m¢la byt LD analyzovana
mezi vS§emi geny bez ohledu na jejich umisténi. Negativni a pozitivni ucinky genti
zalezi tedy na jejich vlastnostech a genotypu (Heidari, 2009).

Ptedchozi teorie o vzajemném plisobeni gend a jejich exprese ve vztahu
k mlé¢né produkci se potvrdila ve studii Heidari et al. (2009). Zde byl mimo jiné
podrobn¢ hodnocen spole¢ny efekt genotypu genu pro betalaktoglobulin (BLG) a
genu rustového hormonu (GH1). Jako nejvice pfinosna se ukazala byt kombinace
genotyplil AAV'V. Tyto genotypy mély nejvyssi uc¢inek na produkei mléka a mirny
efekt na mlécny protein. Ze studie vyplyva, Ze by se genotypy AAVV genti BLG a
GH1 mohly stat nejvhodnéjsi variantou pro Slechtitelsky program s cilem zlepSeni
mlécné produkce a mlé¢ného proteinu. AvSak hladina tuku je u téchto genotypi
sniZena.

Pokud se zaméfime na kompozici genotypti genti BLG a GH1, hlavni jeho
efekt mize byt zptsoben produktem GH1, ristovym hormonem. Pfedpoklada se, ze
tento polypeptid ma za nasledek vzriist sekrece hormont a zvySuje odklon zivin

z télnich zasob do mlécné zlazy (Heidari, 2009). Takovyto proces by mohl stimulovat
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mlécnou produkci a mnozstvi aminokyselin vstupujicich do proteosyntézy. To vede
ke zvySené tvorbé¢ proteinu betalaktoglobulinu. Ac¢koli role genu BLG zistava stale
nejasna, nékteré piedeslé studie (Doosti et al., 2011; Heidari et al., 2009) objevily
prukazny efekt genu na mnozstvi betalaktoglobulinu v mléce. Diky tomu, Ze maji

oba geny ucinek na stejnou vlastnost, dochazi k interakci (Moole, 2015).

2.2.1 Polymorfismy mléénych bilkovin

Genové polymorfismy lze charakterizovat jako existenci dvou ¢i vice
alternativnich nukleotidi v dané poloze v genomu populace. Jsou vysledkem
jednonukleotidového polymorfismu (SNP) nebo nukleotidové delece ¢i inzerce
(Caroli, 2009). Jednotlivé nukleotidové substituce mohou zménit kvantitativni
rozdily genové exprese a produktu. Polymorfismy v kodujici ¢asti genu maji
za nasledek posun ¢i deleci aminokyselin v polypeptidovém fetézci a zmény
vysledné proteinové struktury. U polymorfisml v nekodujicich regionech genti
mlécnych bilkovin se predpoklada vliv na transkripci téchto genti. Polymorfismy
gent mlécnych proteint ovliviiuji jak rozdily v expresi jednotlivych genti, tak
1 fyzikalné-chemické vlastnosti proteintl, coZ se projevuje zv1asté pfi technologickém
zpracovani mléka (Hallén, 2008). Polymorfismy tedy vytvaii rizné varianty
proteintl, které maji nasledné vliv na produk¢ni vlastnosti, nejvice pak na vlastnosti
tykajici se vyroby syra (Caroli, 2009). Podle studii Bonfatti et al. v rocich 2010
a 2011 polymorfismy, slozeni mlé¢nych proteint a relativni zastoupeni frakci
mlécnych proteinli ovliviuji syfitelnost mléka a produkci syra. Polymorfismus, ktery
je SNP a je detekovan na trovni nukleotidti, by mohl byt vyuzivan, pokud je spojen
s nékterymi ekonomicky vyznamnymi znaky produkce. Pouziti SNP jako
detekovatelnych molekularnich markerd, pokud se osvédéi, je slibnou alternativou ke
stavajicim metodam selekce na produkéni vlastnosti. Uinnost selekce viak zavisi na

alelickych frekvencich u plemen a na u¢inku téchto polymorfismil na vybrané¢ znaky
(Karimi, 2009).

Nékteré polymorfismy mléénych proteinli jsou spojovany s pfiznivymi
zménami produkcénich vlastnosti, slozeni mléka ¢i technologickych vlastnosti mléka.
Geny mlé¢nych bilkovin se daji iispé$né pouzit jako genetické markery
pii selekci mlééného skotu (Doosti, 2011). Napiiklad lokus BLG ma podle vyzkumu
Badola et al. (2003) vyznamny vliv na vytézek syra, vyssi produkce syra byla
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zaznamenana u heterozygotl tohoto genu. Ve vétsiné vyzkumi se k ur€eni genotypt
vyuziva polyakrylamidové elektroforézy, polymerazové fetézova reakce (PCR) a

polymorfismus délky restrikénich fragment (RFLP).

Nepiimou selekci by se daly zlepsit vlastnosti mléka dilezité pro syrafstvi,
a to upfednostnénim urcitych alel v mistech mlé¢nych proteind, které jsou spojeny
S lepsi syfitelnosti mléka (Ikonen, 2000). Naptiklad Ze as1-kasein vyznamné
ovliviiuje celkovy obsah proteind, zatimco genotypy k-kaseinu maji vliv na obsah
kaseinovych proteind, obsah celkovych bilkovin, stejn¢ jako na pevnost syieniny.
Dale bylo zjisténo, ze genotypy B-kaseinu jsou spojeny s vytézkem tuku,

procentualnim zastoupenim tuku a bilkovin a pevnosti tvarohu (Cassandro, 2007).

2.3 Mléko

MIéko je bilé priisvitna tekutina vylu€ovana z mlééné zlazy samic savc,
primarné uréena k vyzivé mlad’at. Obsahuje téméf vSechny nezbytné slozky pro
udrzeni zivota (Belitz, 2004).

Po celém svéte je pro lidskou Spotiebu vyuzivano mléko z nejriznéjsich
zdrojt naptiklad kozi, ov¢i, buvoli, velbloudi, kobyli a mléko od dalSich savc,
ale komeréni produkci dominuje mléko kravské. V roce 2011 patiilo 85
% celosvétove produkce mléka prave mléku kravskému (Gerosa, 2012).

MIéko tvoii vysoce hodnotnou slozku lidské vyzivy jako jedna z nejlépe
vyvazenych potravin. Diky velice Sirokému spektru mlé¢nych produktii zaujima
vyjimecné misto mezi potravinaiskymi produkty (Samkova, 2012).

MIéko a produkty z n€j maji sviij velky a nepopiratelny vyznam ve vyziveé
¢lovéka. Jedna se o velice dobfe vyvazenou potravinu, vyborny zdroj vapniku. Je
dobfe stravitelné a slouZi 1 jako velmi dobry substrat pro kulturni mikroorganismy
(Belitz, 2004). Technologie zpracovani mléka nabizi $iroké spektrum moznosti
a nepteberné mnoZstvi vyslednych potravin.

Tvorba mléka probiha nepfetrzité v mlécné Zlaze, konkrétné v sekre¢nich
bunkach mlééného parenchymu. Latky jsou pfivadény z krve a pro vytvoreni
jednoho litru mléka musi mlé¢nou Zlazou projit pres 500 litrt krve (Tancin, 2013).

Faktory ptisobici na mlécnou uzitkovost a sloZzeni mlé¢nych slozek se lisi tim,

zda jsou podminéné dédicnym zaloZenim ¢i prostiedim. Tyto faktory se navzdjem
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kombinuji a ovlivituji uzitkovost kazdého zvitete. Mezi vlivy geneticky podminéné
fadime druh zvifete, plemennou pfislusnost a individudlni genetické zalozeni dojnice.
Vlivy prosttedi maji vyznamné zastoupeni pii vlivu na produkci a slozeni mléka a je
tfeba jim prisuzovat velky diiraz. Radi se mezi né vyziva, sezonnost, zdravotni stav
dojnice, typ chovu, chovatelska péce, vék pti prvnim oteleni, vék a poradi laktace,

stadium laktace a dal$i (Chandan, 2007).

2.3.1 Spotieba mléka a mléénych produkti

Produkce mléka i objem mléka pouzitého pro mlé¢nou vyrobu celosvétove
stoupd. Pro predstavu, spotfeba mléka pro technologické zpracovani tvofila v roce
2012 piiblizné 405 mil tun z celkové produkce mléka 637 mil tun, jak je uvedeno
Vv tabulce 1. Tento riist vede ke zvySeni dirazu na kvalitu ptisluSnych
technologickych vlastnosti mléka pouzivaného pro mlécnou vyrobu (Cecchinato,

2015).

Tab. 1 Spotieba mléka pro technologické zpracovani v roce 2012 (zdroj Bull. IDF
470/2013)

Oblast Objem zpracovaného Rocni rist 2012:2011 (%)
mléka (mil. tun)
EU 140,3 +0,6
USA 90,4 +2,1
Cina 27,9 +1,8
Brazilie 23,0 +2,5
Novy Zéland 20,5 +8,5
Rusko 18,8 +5,9

Odhad ptedpokladaného zvySeni celosvétove produkce mléka do roku 2025
se pohybuje kolem 23 %, coz by znamenalo nartst produkce o 117 mil tun oproti
priméru roktt 2013-2015 viz obrézek 1. VétsSina tohoto rlstu pfiblizné

73 % se ocekava z rozvojovych zemi, zejména Indii a Pakistanu (OECD/FAOQ, 2016).
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Zpracovani mléka na ¢tyii hlavni mlécné vyrobky maslo, syr, suSené mléko
(WMP) a odtucnéné susené mléko (SMP) se na svétové trovni zvysSuje pomérné
podobné jako vyroba mléka. Susend mléka maji nejvyssi rust, prekonéavaji rust
svétové produkce mléka, ktery ¢ini zvyseni o 1,8 % z celkové produkce ro¢né.
Zatimco SMP ma ro¢ni rust 0 2,0 % a WMP 0 2,1 % ro¢né. Produk¢éni rust masla a

syrt je pomalejsi, 1,7% a 1,4% ro¢né. Udaje jsem spoéteny za roky 2013-2015.

Obr. 1 Spotieba mléka v hlavnich svétovych zemich (zdroj: OECD/FAO (2016),
“OECD-FAO Agricultural Outlook”, OECD Agriculture statistics (database))
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Narust produkce a spotieby mléka s omezenou moznosti zvétSovanim stad je
podminén zlepSovanim kvality genetického zakladu skotu. Pomoci miiZe objeveni

gend ovlivigjici vyssi produkei ¢i lepsi vytéznost syra a jejich pouziti k selekci.
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2.3.2 Zakladni slozky mléka

Chemické slozeni mléka a jeho chemicko-fyzické vlastnosti ovliviiuji kvalitu
mléka a jeho vlastnosti pti technologickém zpracovani. Kvalita mléka méa tedy piimy
vliv na kvalitu produktt z n&j (Chandan, 2007). Proto je na slozeni a kvalitu mléka
bréan velky zietel, ptimo v dojnych chovech i pii vykupu mléka a pted

technologickym zpracovanim.

MIéko je koloidni roztok globuli mlécného tuku a vody, ktera obsahuje
rozpus$téné sacharidy, proteiny a mineraly. Obsah vody se pohybuje podle druhu
a ptuvodu mléka v Sirokych mezich. Kravské mléko obvykle obsahuje 87-91 % vody
a 8,5-9 % tukuprosté susiny (Velisek, 2009).

Veskeré mlécné slozky maji za hlavni funkci podporovat rast a vyvin mlad’at.
Proto jsou ve sloZeni mléka dilezité energetické ziviny, esencialni mastné kyseliny,
vitaminy, stopové prvKky a biosyntéza neesencialnich aminokyselin (Fox, 1995).

Primérny procentualni obsah slozek kravského mléka je uveden v tabulce 2.

Tab. 2 Primérny obsah zivin v kravském mléce (Velisek, 2009)

MIlé¢na slozka Obsah v %

Proteiny celkem 3,2
Kaseiny 2,6
Proteiny syrovatky 0,6
Tuky 3,9
Sacharidy 4,6
Mineralni latky 0,7

Zakladni slozky mléka se déli na dvé hlavni kategorie. Tu prvni tvoii plivodni
slozky, kde se mezi hlavni uvadi voda, laktéza, tuk a bilkoviny. Tyto slozky jsou
zastoupeny ve veét§im mnozstvi a maji hlavni vliv na kvalitu a vlastnosti mléka.
Tabulka 3 ukazuje rozdily v obsahu ptvodnich slozek mléka riznych druhi zvifat
a ¢lovéka. Mezi vedlejsi piivodni sloZky patii vitaminy, mineralni latky, hormony,
enzymy, somatické bunky a plyny. Neptivodni slozky mléka zastupuji rezidua
veterinarnich 1é€iv, insekticidy, herbicidy, fungicidy, tézké kovy ¢i dezinfekeni
prostiedky. Tyto latky mohou negativné ovliviiovat kvalitu mléka a ohrozit zdravotni
nezavadnost mléka a tim ohrozit zdravi lidi. Proto se obsah neptivodnich slozek

v mléce sleduje pii pravidelnych odbérech a kontrolach (McCance, 2008).
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Tab. 3 Primérny obsah hlavnich ptvodnich slozek v procentech v mléce savci

(zdroj:Savci upol.cz, 2002)

voda tuk bilkoviny cukr popeloviny
skot 87,5 38 33 4,7 0,8
koza 86,8 4,25 3,8 4,6 0,8
ovce 80 8,9 5,9 4,5 0,9
prase 81 6,2 59 4,5 1,1
kan 88,9 1,9 2,5 6,2 0,5
clovek 87 4,3 1,4 4,5 0,2

2.4 Mlécné proteiny
Slozity mléény komplex dusikatych latek tvofi proteiny mléka, proteiny obaltl
tukovych kuli¢ek, minoritni bilkoviny, enzymy a nebilkovinné dusikaté latky. Jejich

rozdé€leni a procentualni zastoupeni je uvedeno v tabulce 4.
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Tab. 4 Rozd¢leni a zastoupeni zakladnich dusikatych latek (Ingr, 2001)

o - kasein 42%
Kasein P - kasemn 25%
(2.4-2 ,6%) - Jasem 9%
v - kasein A9
Cista bilkovina

(3,0-3 32%) & - laktabutnin 4%
Hruba bilkovina Syrovatkove DIIKOVINY 8 o 1y oot gbutin 9%
(3.2-3.6%) (0.5-0,7%}) Sérum albumin 1%
Imunoglobuliny 2%
Proteoso-pepten 4%
Mebilkovinné dusikate |athey Motovina 50%

(25-35 mg/100g} 20-30 mgf100g
Amomak kreatin,  509%

kyslmotova atd.

V mléce se vyskytuji stovky proteinti, naprosta vétsina z nich pouze
ve stopovém mnozstvi (Chandan, 2007). Slozeni a mnozstvi proteinové frakce se 1isi
s ohledem na plemeno, fazi laktace, potadi laktace, rocni obdobi, vyzivu a zdravi
a individualnim genetickym zalozenim genti. Genetické varianty mlécnych proteint
se fadi mezi faktory ovliviiyjici technologické vlastnosti kravského mléka a vykazuji
mendelistickou dédicnost. Lze tedy uvazovat o zlepsSeni koagulac¢nich vlastnosti

primou selekci na vhodné genetické varianty mlécnych proteint (Hallén, 2008).

Dusikaté latky v mléce zasadné tidi fyzikalni a chemické vlastnosti mléka.
Nékteré dusikaté latky jako naptiklad imunoglobuliny, laktoferin, enzymy a jiné maji

kromé& nutri¢ni hodnoty vysoce vyznamné biologické funkce (Gajdisek, 2003).

MIlécné proteiny jsou smési dvou hlavnich typt, a to kaseinovych
a syrovatkovych neboli sérovych proteint. Kaseinové proteiny jsou v celkovém
obsahu zastoupeny ptiblizné z 80 % a syrovatkové ze zbyvajicich
20 % (Velisek, 2009). Tato klasifikace na dvé velké slozky proteini vychazi
Z kyselého srazeni mléka. Syrovatkové bilkoviny jsou klasifikovany jako rozpustné
i pfi pH 4,6, zatimco kaseinové se pfi stejné hodnoté pH srazi (Chandan, 2007).
Mléko ptezvykavci obsahuje vice nez 75 % kaseinovych bilkovin a je oznacovéano
jako kaseinové. Oproti tomu monogastii maji obsah kaseinovych bilkovin mensi

a jejich mléko je albuminové (Gajdusek, 2003).
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2.4.1 Kaseinové proteiny

Kaseinovou ¢ast mlécnych bilkovin tvofi heterogenni smés nékolika
fosfoproteint a jeden glykoprotein (Nentwich, 2004). Mezi fosfoproteiny se fadi
asi-kasein a asp-kasein, oba tyto proteiny se vyskytuji ve ¢tyfech genetickych
variantach. Dale mezi fosfoproteiny fadime [-kasein a produkt jeho degradace
y-kasein, podle odstépeného zbytku rozpoznavame yi- , y2- a ys3-kasein (Velisek,
2009). Technologicky vyznamna vlastnost fosfoproteinti je rozpustnost v roztoku
vapenatych soli (Kadlec, 2002).

Glykoprotein k-kasein se v kravském mléce nachazi ve dvou genetickych
variantach (Velisek, 2009). Podil as1-kaseinu, as2-kaseinu, B-kaseinu a k-kaseinu
v procentech uvadi Nentwich et al. (2004) jako 45 %, 10 %, 34 % a 11 %.

Kaseiny se v mléce nevyskytuji ve form€ monomerd, ale v kaseinovych
komplexech a micelach, tj. kulovych ¢asticich o velikosti 50-300 nm (Velisek, 2009).
Radi se mezi dilezité bilkoviny a méa vyznamnou technologickou i vyzivnou funkci.
Peptidy odvozené od kaseinti a obohacené o fosfore¢nou skupinu prenasi mineralni

latky a zabranuji vysrazeni ionti vapniku (Ferraretto, 2003).

2.4.2 Syrovatkové proteiny

Syrovatkova proteinova frakce predstavuje v kravském mléce stejné jako
vV mléce ostatnich prezvykavcii 17-20 % z &istych bilkovin mléka. V mléce se
vyskytuji ve formé koloidniho roztoku a tvoii bilkoviny syrovatky, ktera ztstane po
vysrazeni kaseinu pti pH 4,6 (Gajdasek, 2003). Jsou termolabilni, pfi tepelném
oSetfeni nad 60 - 70 °C, na rozdil od kaseinu, denaturuji. Nedochazi ale k jejich
vysrazeni, spojuji se s k-kaseinem a méni vlastnosti micel (Kadlec, 2002).

a mineralll nez kasein (Hoffman, 2004).

Ptiblizné 50 % syrovatkovych proteinil tvoii globularni protein
B-laktoglobulin, ktery bude podrobné popsan v kapitole 2.4.2.1. Dal§im vyznamnym
proteinem syrovatky je a-laktoglobulin. Jeho obsah je 25 az 30 % syrovatky a jako
soucast n¢kterych enzymit ma dilezitou biologickou funkci. Je nezbytny pro syntézu
laktozy a jeho sekvence je kromé aktivniho centra stejna jako u lysozomu (Gajdusek,
2003). Existuje ve dvou genetickych variantach (Velisek, 2009) a je stejné jako
B-laktoglobulin syntetizovan v mlé¢né zlaze. Obsah a-laktalbuminu vyrazné stoupa
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u monogastrickych zvitrat (Gajdasek, 2003).

Mensi zastoupeni maji v syrovatce vyznamné proteiny imunoglobuliny
a serum albumin s u¢inkem protilatek. Imunoglobuliny jsou vysokomolekularni
globularni glykoproteiny s vysokym biologickym vyznamem. Jejich funkce, syntéza
a heterogenita je mezi mlé¢nymi bilkovinami ojedinéla. V kravském mléce jsou
obsazeny imunoglobuliny IgGy, IgM, 1gG2 a IgA. Kromé funkce protilatek,
imunoglobuliny zajist'uji pfenos imunity z matky na mladé (Marshall, 2004). Serum
albumin je heterogenni bilkovina a jeho hladina se zvysuje pfi zanétech mlééné zlazy

(Gajdiisek, 2003).

2.4.2.1 Betalaktoglobulin

Betalaktoglobulin (BLG) je hlavni syrovatkovou bilkovinou v mléce
ptezvykavci a je pfitomen také v mléce mnoha jinych druhti. Chybi naptiklad u lidi
a hlodavcut (Elmaci, 2006). Tvofi ptiblizné 50 - 60 % z celkového mnozstvi
syrovatkovych bilkovin (Doosti, 2011). Syntetizuje se v mlé¢né zlaze (Gajdusek,
2003). Jedna se o jednoduchy globularni protein sloZzeny ze dvou podjednotek
0 162 aminokyselinach a hmotnosti 18 kDa (Kontopidis, 2004). Nevratné denaturuje
pii zahtati, v pfitomnosti vysokych koncentracich vapenatych iontii a v prostiedi
s pH vyssim nez 8,6 (Velisek, 2009). Jeho struktura je zndzornéna na obr. 1. Doposud
nebyla u tohoto proteinu objevena jeho specificka funkce. Ma schopnost vazat rizné
hydrofobni molekuly. UvaZuje se o jeho roli pii metabolismu fosfatd v mlécné zlaze

a transportu retinolu a mastnych kyselin ve stievé (Doosti, 2011).
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Obr. 2 Struktura nevazebného proteinu Betalaktoglobulin (Loch, 2010, zdroj:
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3NPO)

Pii studiu genetického zalozeni betalaktoglobulinu bylo objeveno nékolik
genetickych variant BLG (Caroli, 2009), které koduji rizné proteinu
betalaktoglobulinu a jeho obsah v mléce. U skotu jsou nejéastéjsi a nejvice
zkoumané alelické varianty A a B, ty se spojuji S kvalitou a produkci mléka (Doosti,
2011). Mnozstvi betalaktoglobulinu v mléce koreluje s mnozstvim kaseinu. Vysoka
hodnota kaseinu se poji s nizkym mnozstvim betalaktoglobulinu (Ganai, 2009).

U betalaktoglobulinu varianty B bylo popsano vysoce pozitivni spojeni s mnozstvim
kaseinu a negativni asociace s koncentraci betalaktoglobulinu v mléce (Hallén,
2008). Mnozstvi proteinu v mléce zavisi na rozdilné expresi odlisnych variant genu.
Odlisné exprese variant mohou byt zpisobeny polymorfismy v oblasti regulace genu,
které jsou ve vazebné nerovnovaze s polymorfismy BLG, variantami A a B (Ganali,
2009).

2.5 Lokus pro B-laktoglobulin

Lokus, u néhoz se piedpoklada, ze koduje B-laktoglobulin, se nachazi
na 11. chromozomu bovinniho genomu. Tento lokus se oznacuje BLG. Ma vliv
na produkci a kvalitu mléka. Heritabilita obsahu betalaktoglobulinu v miléce, ktery je
zavisly do zna¢né miry na efektu BLG genotypu, se pohybuje kolem hodnoty 0,37
(Bonfatti, 2008). V roce 1955 byl objeven prvni polymorfismus tohoto genu.
Doposud je jich znamo 15 (Mat¢jicek, 2007). Polymorfismy mohou byt vyuzivany
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pro zlepSeni odhadi plemenné hodnoty. Nejbéznéjsi alelické varianty byvaji BLG-A
a BLG-B, zpuisobené bodovou mutaci v exonu IV genu (Rachagani, 2006). Odlisuji
se od sebe dvéma substitucemi aminokyselin (Asp64Gly a Vall18Ala). Alela B je
predev§im nadfazena pro kvalitu mléka u jednotlivych plemen skotu, zatimco alela A
ovlivituje produk¢ni parametry (Doosti, 2011). Varianta A zpusobuje vyssi obsah
betalaktoglobulinu v kravském mléku nez varianta B, jak bylo potvrzeno ve studiich
Halléna et a. (2009); Heck et al. (2009). Heck et. al. (2009) uvadi, ze genotyp BLG
ovliviiuje 90 % genetické variability relativni koncentrace betalaktoglobulinu. Jiz
Lum et al. (1997) objevil, Ze promotor alely A ma vyssi afinitu k transkripénim
faktortim, proto je u homozygotniho skotu piiblizné 1,5X vyssi exprese BLG-A.
Informace o genotypu betalaktoglobulinu se u bykt povazuje za
potencionalni marker pro mlé¢nou produkei (Sitkowska, 2009). Ve studii Doosti
(2011) vybrana populace krav, zjisténa jako homozygoti BB, produkovala mléko
s vysokym obsahem bilkovin a tuki, vhodnéjsi pro syrafské zpracovani, zatimco
homozygot AA produkoval mléko s niz§im obsahem tuku. Huang et al. (2012)
studoval SNP ovliviiyjici na chromozomu BTA11 uvnitf nebo v blizkosti BLG.
U osmi z téchto SNP nalezl asociaci s koncentraci betalaktoglobulinu v mléce. Tyto
jednotlivé vyznamné SNP vysvétlovaly 65,1 % fenotypovych variaci
betalaktogobulinu. Zejména SNP BTA11.107169806 uvniti BLG objasniovalo vétSinu
téchto variaci. Vysledky studie jasné naznacuji existenci dilezitych QTL pro

zastoupeni proteinti v mléce.

2.6 Technologické vlastnosti mléka

Technologické vlastnosti mléka urcuji vhodnost surového mléka pro
zpracovani na mlécné vyrobky, také miru produkce a kvalitu zpracovanych vyrobkd.
U syroveého mléka se vyskytuje celéd fada faktoru, které mohou technologické
vlastnosti ovlivnit pozitivné i negativné. Pokud je mléko dale skladovéno, pfidavaji
se dalsi faktory. Nejvyznamnéjsi technologické vlastnosti mléka jsou tepelna
stabilita, syfitelnost, kysaci schopnost a kyselost (Samkova, 2012). Jako dulezité
ukazatele technologické kvality mléka se udéavaji zejména tuk, lakt6za, pocet
somatickych bunék, tukuprosté susina, kasein, alkoholova stabilita, titrani kyselost,
kyselost (pH), syfitelnost, koagulace a pevnost syfeniny, kysaci schopnost, tepelna
stabilita.
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Pti vyrob¢ syrt se pozornost zamétuje hlavné na syfitelnost. Je zpravidla vice
ukazatell syfitelnosti, z nichz je dilezity ¢as enzymatické koagulace mléénych
bilkovin a stanoveni pevnosti syieniny. Dale se jedna o objem syrovatky vypuzené
V procesu syfeni diky syneresy, coz je vyluCovani kapaliny ze syfeniny a stahovani

syfeniny (kontrakce) pfi némz je syrovatka vylu¢ovana (Sojkova, 2011).

2.6.1 Syritelnost mléka

Syfitelnost je zadsadni schopnost mléénych bilkovin, umoziujici vlivem
syfidla a kyselého prostiedi vznik pevné hmoty. Je dilezita pro vyrobu, kvalitu
1 mnozstvi produkovaného syra (Samkova, 2012). Jako syfitelnost se oznacuje
schopnost mléka srazet se vlivem syfidla a vytvaret syfeninu pozadovanych
vlastnosti. Proces syieni mléka probiha ve dvou fazich. V prvni fazi je limitné
proteolyzovan k — kasein. V druhé fazi syfeni jsou za pfitomnosti vapennych iontl
koagulovany frakce kaseinu (Gajdusek, 2003). Souhrnné je syfitelnost nejcastéji
definovana dvéma hlavnimi ukazateli, a to ¢asem syfeni (RCT — ¢as potiebny
ke koagulaci mléka se syfidlem) a stanovenim pevnosti syfeniny (Eso). Vznikla
syfenina se po procesu syieni mize dale hodnotit a posuzovat. Mé&fi se objem
syrovatky a adspekci a palpaci se posuzuje jeji kvalita (Samkova, 2012).

Syfitelnost mléka je komplexni proces S ne zcela znamym detailnim
prubéhem. Ovlivituje ho mnoho faktort. Nejzietelnéjsi jsou pH mléka a teplota
pii syfeni, obsah a formy vapniku a fosforu, obsah kaseinu a zastoupeni jeho fraket,
potadi laktace, ro¢ni obdobi, plemeno a genetické polymorfismy mléénych proteint
(Vallas, 2010). Faktory jsou navzajem propojeny a ovliviiuji se pozitivné ¢i
negativné. Rozdilné G¢inky na proces syfeni ma piedevsim faktor mléénych proteint,
jejich varianty, mnozstvi a slozeni (Hallén, 2008). Kromé toho, nékolik studii
ukazalo na souvislost mezi ukazateli sytitelnosti a produkci mléka a jeho slozenim
(Ikonen, 2004; Cassandro, 2008). Negativni ovlivnéni procesu syieni a vysledné
syfeniny s Sebou nese $patna vyziva, metabolické poruchy ¢i zanéty mlécné zlazy
a zejména také nevhodna teplota a doba skladovani mléka (Gajdisek, 2003).
Vhodnost mléka pro vyrobu syrt je tradi¢né vyhodnocovana ¢asem syfeni, Casem
pottebného k vytvoreni syfeniny, pevnosti syfeniny, elasticitou, propustnosti,
stazitelnosti, synerezi. DalSim dulezitym faktorem pfii tvorbé syra je kyselost mléka.

Vysoké pH je spojovano s delSim ¢asem syfeni a nizsi pevnosti syfeniny (De Marchi,
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2007). Hodnoceni syfitelnosti ma velky vyznam pro posouzeni vhodnosti syrového
mléka k syrarské produkci. Vyjadiuje technologické vlastnosti mléka pii vyrobé

fermentovanych mléénych vyrobki (Samkova, 2012).

V poslednich letech se diky genomové hojnosti a flexibilité typizace
pouzivaly SNP k urceni genetického pozadi zdkladnich kvantitativnich znakt. Védci
tak mohou identifikovat SNP, které maji vazbu na kvalitu mléka a ukazateli

syfitelnosti. Ty pak lze zaclenit do selekénich programi (Cechinato, 2015).

2.6.1.1 Cas syFeni (RCT) a pevnost syfeniny (Ezo)

Cas syteni (RTC) se oznaduje jako doba v minutach od p¥idani syfidla
k mléku do zacatku koagulace neboli srazeni mléEnych bilkovin (Cassandro, 2007).
Pevnost syfeniny po enzymatickém syieni se hodnoti v mm 30 minut po zacatku
koagulace (Bittante, 2011). Tyto dv¢ vlastnosti jsou velmi dulezité pro syfeni a tizce
spolu souviseji. Kratsi ¢as potfebny ke koagulaci mléka se syfidlem je vyhodny,
protoze poskytuje vice Casu pro vytvareni pevné syfeniny (Vallas, 2010). Tvorba
syfeniny b&hem srazeni pozitivné koreluje s mirou produkce syra. Cim lepsi jsou
vlastnosti syfitelnosti tim je vyroba syra efektivnéjsi.

Ve studii Vallas et al. (2010) byly odhadnuty heritability pro RTC 0,28 a 0,41
pro Ezo. Jejich vzajemna geneticka korelace byla ur¢ena jako zanedbatelna, vzhledem
Kk odlisnému genetickému zaloZeni obou vlastnosti. Jiné studie uvadéji lehce vyssi
heritabilitu, a to 0,22 — 0,62 pro RCT a 0,40 — 0,57 pro Eso. Odhady opakovatelnosti
se pohybovaly v rozmezi od 0,57 do 0,71. Tyto zjisténé hodnoty heritability ukazuji,
Ze je mozné ukazatele syfitelnosti zlepsit pfimou selekci (Ikonen, 2000). Efekty
CSN2-CSN3 haplotypu a BLG genotypu ptedstavuji 27 % a 21 % genetické variance
RTC a E3o (Bonfatti, 2008). Ikonen (2000) sledoval vliv polymorfismi mléénych
proteint na kvalitu ukazatelt syfitelnosti, genotypy k-kaseinu s alelou B se pojily
s nejlepsimi hodnotami ukazatell syfitelnosti a genotypy s alelou E s t€mi
nejhorsimi. Genotypy B-kaseinu nemély V testech syfitelnosti zadny prikazny vliv.
U B-laktoglobulinu byla alela B spojena s vysokym obsahem kaseinovych bilkovin,

avsak efekt na syfitelnost se ukazal byt zanedbatelny.

Geneticka korelace ukazatell syfitelnosti a produkce mléka se podle Ikonen
et al. (2004) ukazala jako velmi mala. V dusledku toho piima selekce na ukazatele

selekce nemusi mit vliv na vytéZek mlék nebo na vytézek tuki ¢i bilkovin. I kdyz je
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prokazano, ze obsah celkovych proteint a kaseinovych proteinti mé ptiznivy
fenotypovy ucinek na sytitelnost mléka (Van Den Berg, 1992; Ikonen, 2000)

odhadnul tuto genetickou asociaci jako neprukaznou.

2.6.1.2 Vliv plemene na ukazatele syritelnosti
Plemeno je dalezitym zdrojem variability kvality mléka a ukazatela

syfitelnosti (Cassandro, 2007). Studie De Marchi et al. (2007) uvadi, Ze holstynsky
skot, nejvice rozsitené plemeno pro mléénou produkei, dosahuje pouze lepsi stfedni
kvalitu mléka pro syrafstvi. Zatimco dojnice jinych plemen produkovaly mléko

s vyrazn¢ lepsimi ukazateli syfitelnosti. Rendena, malo rozsitené alpské plemeno,
mélo v testech syfitelnosti nejlepsi vysledky. Dokazalo se tim, Ze hrozici riziko
vymirani primitivnéjSich malo pocetnych plemen skotu a snizovani biodiverzity
muze zpusobit i ztraty ekonomicky cennych genetickych znaki. Hodnoty plemena
Rendena pro RCT byly 13,5 min a pro asp 27,0 mm. Nejhorsi vysledky v tomto testu
mélo Holstinsko-friské plemeno s hodnotami 18,0 min RCT a 17,5 mm azo. Déle
byla testu podrobena plemena Brown swiss, Simental a Tyrolsky Sedy skot, jejich
vysledky vykazovaly stfedni kvalitu ukazatell syfitelnosti. Ke stejnym zavérim
dosel i Bittante et al. (2011). Je velni dulezité zachovani krajovych plemen a jejich
ptipadné vyuziti ke zvySeni kvality mléka pro syraisky primysl. Nizsi produkci
mléka u krajovych plemen by kompenzovala jejich charakteristickd odolnost,
plodnost, dlouhovékost a prizpisobivost. Proto by se mélo branit ohrozeni téchto

genetickych zdrojl a zvazovat jejich vyuziti ve Slechténi (Cassandro, 2007).

Obrazek 4 nabizi k porovnani rozpéti relativnich frekvenci alel a genotypt
BLG u riiznych plemen skotu. Vyplyva z néj, ze ackoli je u jednotlivych plemen
relativni frekvence dosti odlisné, v priiméru je cetnéjsi alela B pted alelou A,

Z genotypil jsou Cetnéjsi genotypy AB a BB pred genotypem AA.
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Obr. 4 Alelické a genotypové frekvence BLG u riznych plemen skotu (zdroj:

Heidari, 2009)

Breeds Allele Frequency Genotype Frequency Reference
A B A AB BB

Holstein 0.528 047 0.25¢7 0.544 0198 Current study

0.270 0.730 0.060 0.525 0414 Celik, (2003)

0.516 0.484 - - - Kaygisiz and Douan, (1999)

0.420 0.580 - - - Sabour et al. (1993)

0.498 0.502 - - - Lunden et al. (1997)

0.520 0.480 0.284 0471 0245 Tsiaras et al. (2005)

0.231 0.769 0.037 0.387 0.576 Lin and Mcallister, (1986)

0.387 0613 - - - Ng-Kawi-Hang and Kim, (1984)

0.520 0.480 - - - Ron et al. (1994)
Brown Swiss 0.440 0.560 0172 0.289 0.537 Celik, (2003)
Sahiwal 0.170 0.830 0.031 0276 0693 Rachagani ef al. (2006)
Tharparkar 0.380 0610 0.023 0733 0244 Rachagani ef al. (2006)
Guernsey 0.210 0.790 - - - Eenennaam and Medrano,(1991)
Milking Shorthorn  0.310  0.6890 - - - Eenennaam and Medrano,(1991)
Red-sindhi 0.250 0.750 - - - Meignanalakshmi ef al. (2001)
Ayrshire 0.158 0.842 0190 0.279 0.702 Lin and Mcallister, (1986)
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3 Material a metodika

3.1 Material

Vzorky mléka pro ur€eni genotypu krav byly odebirany na zemédélskych
podnicich Tynice, Prazak, Chy$na, Munice, Sedlec v letech 2015-2016. Celkem bylo
odebrano 730 vzorkl od dojnic plemen Cesky strakaty skot a holstynsky skot. Odbér
mléka probihal individualné pted dojenim. Vzorky byly skladovany v alikvotnich

mnozstvich pii -20 °C.

U dojnic byly zaznamenany tdaje o otci, plemenu a data z prvni laktace
— délka laktace (dny), procentudlni obsah tuku a bilkovin a mnozstevni obsah tuku
a bilkovin v kilogramech. Tato data byla vyuZita pfi statistickém zpracovani vlivu

genotypu.

3.2 Laboratorni metody

3.2.1 Izolace DNA z mléka
Izolace DNA ze vzorkli mléka probihala s vyuZzitim automatického
analyzatoru a komeréniho kitu od firmy MagCore. Kit byl uréen pro izolaci z krve,

kvalita a mnoZstvi izolované DNA byla ovéfena spektometricky.

3.2.2 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Usek DNA, ktery obsahuje sekvenci genu pro betalaktoglobulin v odebranych
vzorcich mléka, byl amplifikovan metodou polymerazové fetézové reakce. Reakéni
smés obsahovala sloZeni podle tabulky 5.

Sekvence primert byly nasledujici:
Primer BLG1 5°- TGT GCT GGA CAC CGACTACAAAAA -3’
Primer BLG2 5"- GCT CCC GGT ATATGA CCACCC TCT -3’

Reakéni smés bez DNA a Taq polymerdzy byla namichana a rozdélena po
27 ul do zkumavek oznacenych €isly zkoumanych vzorki. Do kazdé zkumavky jsme
nasledné ptidali ptisluSnou DNA a vlozili jsme zkumavky do termocykleru. Na ném

jsme nastavili pfedem pfipraveny program pro betalaktoglobulin a spustili jsme
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uvodni denaturaci probihajici 2 minuty pti 94°C. Poté jsme ke vzorkiim pfidali Taq
polymerazu. Jednotlivé cykly PCR se skladaly z denaturace trvajici 60 s pti 94 °C,
annealingu trvajicim 60 s pii 54 °C a elongaci trvajici také 60 s pii 72,5 °C. Cykly se
opakovaly 35x. Nésledovala vizualizace elektroforézou na 2,5% agardzovém gelu.

Délka vzniklého PCR fragmentu ¢inila 247 bp.

Tab. 5 Slozeni reak¢ni smési pro PCR

Komponent mnozstvi

Pufr 3ul
MgCl; 2 ul
dNTP’s 3ul
primer B-LG 1 1,5 ul
primer B-LG 2 1,5 ul
DNA 2ul
Taq polymeraza 3ul
H20 14 pl
celkové mnozstvi 30 ul

3.2.3 Polymorfismus délky restrikénich fragmentu (RFLP)

Genotypizace vzorki probihala pomoci metody RFLP. K 15 ul PCR produktu
se pridalo 1,7 pl pufru a 1 pl restrikéniho enzymu Haelll, ktery §tépi fetézec DNA v
cilové frekvenci GGVCC. Vzorky s restrikénim enzymem jsme uloZili pies noc do
inkubatoru pfi teploté 37°C. Vysledek RFLP byl vizualizovan elektroforézou na 3%

agardzovém gelu.
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3.2.4 Testovani syritelnosti

U vybranych dojnic z farem Chysna a Sedlec se testoval efekt genotypu
B-laktaglobulinu syfitelnosti pomoci stanoveni ¢asu syfeni. Tato zkouska slouzi
obvykle k hodnoceni vhodnosti mléka pro vyrobu syri. Probiha méfenim ¢asu
potfebného ke koagulaci 100 ml syrového mléka, a to po piidavku syfidla o znadmé
koagulacni sile, pii teploté 35 °C. Doba srazeni by méla byt 5—7 minut. Dale byl

proveden jogurtovy test podle Soxhlet-Henkela k urc¢eni kysaci schopnosti mléka.

3.2.5 Statistické vyhodnoceni

U ziskanych vysledkl byly spo¢teny genotypové a alelické frekvence.
Statisticky se vyhodnotilo, zda maji odlisné genotypy rtizny vliv na nékteré
parametry mléka zjisténé za prvni laktaci, a to mnozstvi nadojeného mléka
Vv kilogramech, procentuélni obsah tuku a bilkovin z celkového slozeni mléka,
mnozstvi tuku a bilkovin v kilogramech. Také se zjist'oval vliv genotypli na uvedené

ukazatel syfitelnosti RCT. K vyhodnoceni bylo pouZito programu Statistika.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Vysledky genotypizace

Genotypizace 730 vzorki probihala za pomoci metody PCR-RFLP. Délka
fragmentu amplifikovaného v polymerazové fetézové reakci byla 247 bp. Restrikéni
endonukleaza Haelll stépila amplifikovanou DNA na fragmenty, u alely A byla délka
fragmentd 148 bp a 99 bp. Alela B méla fragmenty dlouhé 99, 74 a 74 bp.
Pii vizualizaci vysledku RFLP na gelu mél genotyp AA fragmenty o délce 148 bp
a 99 bp. Genotyp AB mél fragmenty délek 148 bp, 99 bp a 74 bp. U genotypu BB
byly na gelu fragmenty o délce 99 bp a 74 bp.

Obr. 3 Vizualizace genotypizace metodou RFLP

AB BB AA AB AB AB AB AB AB AB AB BB AB AA BB AB BB A4 AB

148 bp —

99 bp —
74 bp —

4.2 Alelické a genotypové frekvence

Polymorfni varianty proteinu betalaktoglobulinu byly stanoveny metodou
PCR-RFLP celkem u 730 vzorki DNA. Vysledné relativni frekvence genotypt
uvedené v tabulce 6 ¢inily 0,0233 pro genotyp AA, 0,9 pro AB a 0,0767 pro BB.
Hodnota Chi-kvadrat testu (y32) byla vyssi nez kriticka hodnota, coz ukazuje, ze
genotypova distribuce genu B-laktoglobulinu u zkoumané populace se vyznamné
odchylovala od Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Frekvence alel byla vyssi pro alelu
B v neprospéch alely A. To se shoduje s vysledky praci Ikonen (2000) i dal$imi.
Napfiiklad Hallén et al. (2009) uvadi ve zkoumané populaci holstynského skotu
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relativni frekvenci alel pro A 0,36 a pro B 0,64. Pro srovnani relativnich frekvenci
genotypu s jinymi studiemi napt. Moole et. al (2015) uvadi relativni frekvence
genotypu vyrazné odlisné 0,175 pro AA, 0,535 pro AB a 0,289 pro BB. Sitkowska

et al. (2009) uvadi podobné frekvence alel, 0,48 pro A a 0,52 pro B. Frekvence
genotypt jsou v tomto piipadé podobné studii Moole et al. (2015), a to u genotypu
AA frekvence 0,226, u genotypu AB 0,5032 a u genotypu BB 0,2710. Ob¢ studie jsou
od této prace rozdilné piedevsim vét§im poétem dojnic s genotypem AA i BB, kdezto
tato prace ma hlavné genotypi AA vyrazné¢ mén¢. Odlisné vysledky mohl ovlivnit
efekt rozdilnych plemen zatazenych do zkoumani. Litwinczuk et al. (2006)
poukazuji na rozmanitost frekvence vyskytu alel A a B genu BLG v zavislosti na

plemeni skotu a opiraji se o citace dalSich autorti.

Tab. 6 Alelické a genotypové frekvence vSech odebranych vzorkii

genotypy alely

AA AB BB A B
Absolutni 17 657 56 691 769
frekvence
Relativni 0,0233 0,9 0,0767 0,4732 0,5268
frekvence
Relativni 0,2239 0,4986 0,2775 - -
ocekavané
frekvence
x2 64,838™

Tab. 7 Alelické a genotypové frekvence vzorki z farem Chys$na a Sedlec

genotypy alely
AA AB BB A B

Absolutni 2 411 16 415 443
frekvence

Relativni 0,0046 0,96 0,0373 0,4837 0,5163

frekvence
Relativni 0,2339 0,4998 0,2666 - -
ocekavané
frekvence
%2 84,79™
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4.3 Vliv genotypu p-laktoglobulinu na produkci a sloZeni mléka
Stanoveni vlivu genotypt probihalo zatim u 429 vzorkt odebranych na
farmach Sedlec a Chysna. U ostatnich vzorkl bude vliv genotypti stanoven pozdéji

vV ramci probihajiciho vyzkumu. Hodnotil se vliv genotypii na ukazatele v prvni
laktaci, a to celkovou produkci mléka v kg, procentualni zastoupeni tuku a bilkovin
v celkovém slozeni a celkovy vynos tuku a bilkovin v kg. Tabulka 8 znazornuje
prumér, smérodatnou odchylku a p-hodnotu naméfenych u jednotlivych genotypt pro
udané parametry mléka. Zadny z genotypti nemél p-hodnotu mensi, nez jaké byla
urcena hladina vyznamnosti a = 0,05. To znamena, ze genotypy nijak statisticky
vyznamné neovlivnily produkci mléka, ani jeho slozeni v prvni laktaci. Ani mezi
alelami A a B nebyl nalezen zadny statisticky prikazny rozdil. Okolnost, Ze nebyl
nalezen zadny prokazatelny vliv mlize byt i zpiisobena malym poctem vzorki,
nedostate¢nym poctem jednotlivych genotypt ¢i silnou genetickou nerovnovahou.
Frekvence alel a genotypt z farem Sedlec a Chy$na nalezneme v tabulce 7. Velky
rozdil je pfedev§im mezi o¢ekavanou relativni frekvenci genotypt a skutecnou

frekvenci.

Tab. 8 Uzitkovost krav v zavislosti na genotypu LGB na farmach Chysna a Sedlec

Genotypy* AA AB BB

n 2 411 16

X Sx X Sx X Sx

M kg 10360 1605,132 8771,255 2121,217 7899,313 1756,781
T% 4,03 0,099 4,011  0,3058 4,008  0,3096
T kg 372 53,033 357,8345 87,3948 317,9375 83,0875
B % 3,66 0,361  3,4405 02262 34412  0,1758
B kg 338 16,971 298,2774 59,8236 270,3125 53,25

lrozdily mezi genotypy nebyly statisticky vyznamné

Vysledky efektu genotypu na produkéni vlastnosti mléka zjisténé v této praci

souhlasi se studii Sitkowska et al. (2009). V ni byly hodnoceny dojnice v laktaci
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s nejvyssi produkci mléka a genotyp AA mél nejvyssi produkci mléka, tuku

i bilkovin. Ve zkoumané populaci homozygotni kravy BB produkovaly o 453 kg
méné mléka a 0 9 kg méné tuku a bilkovin nez homozygoti BB. produkce mléka,
tuku a bilkovin pro heterozygotni kravy byl 7618 kg, 347 kg a 251 kg. Odlisné
vysledky efektti genotypt BLG uvadi ve své studii Doosti et al. (2011). Jeho vybrana
populace krav homozygotti BB produkovala mléko s vysokym obsahem bilkovin

a tukii, vhodnéjsi pro syratské zpracovani, zatimco homozygot AA produkoval mléko
S niz§im obsahem tuku. Studie Heidari et al. (2009) porovnavala genotypy ve vztahu
k produkci mléka. V jeho srovnani produkce mléka za laktaci u jednotlivych
genotypt BLG se ukdazalo, ze kravy s AA genotypem produkuji vice mléka nez
zvitata s genotypem BB, piestoze rozdil mezi genotypy byl statisticky nevyznamny.
Tuto skute¢nost potvrzuji i jiné vyzkumy (Ikonen, 1999; Bovenhuis, 1992; Aleandri,
1990; NgKwai-Hang, 1990).

Tsirias et al. (2005) zjistoval také vliv genotypti BLG na produkéni znaky
mléka. Jeho vysledky ukazuji pozitivni vliv genotypu AB na celkovou produkci
na prvnich dvou laktacich dojnic holStynského skotu. Celkovou produkei tuku mély
nejvyssi dojnice s genotypem BB a AB v neprospéch genotypu AA. Zajimavé je, ze
ve studii Tsirias et al. (2005) nebyl zjistén statisticky vyznamny efekt genotypt na
obsah bilkovin, ackoli ostatni studie tento efekt uvadé;i.

Bohuzel se v této praci neprojevil statisticky pritkazny rozdil mezi genotypy
ani alelami celkové zkoumané populace, ktery by podpofil jiz provedené podobné
studie, které uvadi efekt genotypl na jednotlivé uzitkové parametry mléka.
Piedkladana prace je soucasti vyzkumného ukolu, ktery bude déle zpracovavan
a hodnocen. Do statistickych analyz budou zatazeny dalsi efekty, ovliviiujici
uzitkové ukazatele produkce mléka, obsah tuku a bilkovin v procentech, produkce
tuku a bilkovin v kilogramech. V rozsahlejsim statistickém vyhodnoceni bude mozné

posoudit analyzované efekty komplexné.

Vliv genotypi byl zjistén rovnéz pro kazdou farmu zvlast', vysledky jsou
zobrazeny tabulce 9 a 10. Genotypy dojnic z farmy Chysné nevykazovaly zadné
vlivy na uzitkové parametry dojnic. Hodnoty genotypt z farmy Sedlec také nejsou
statisticky vyznamné rozdilné, ale vysledky parového testu provedeného mezi
jednotlivymi alelami naznacuji statisticky prokazatelny efekt alel na procentualni

zastoupeni bilkovin a produkci bilkovin v kg, hodnoty jsou uvedeny v tabulce 9.
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vrwe

Na farmé Chy$né byly vzorky odebrany z populace holstynského plemena skotu,
zatimco na farm¢ Sedlec se vyzkum provadél na ceském strakatém skotu. Srovnani
praimérmych produkénich vlastnosti mezi farmami Sedlec a Chysné vykazuje lepsi
hodnoty produkce mléka, procentudlniho obsahu tuku, produkce tuku a produkce
bilkovin pro dojnice hol§tynského plemene na farmeé Chysna. Dojnice ceského
strakatého skotu na farmé Sedlec mély lepsi produkéni hodnoty pro procentualni

zastoupeni bilkovin v mléku.

Tab. 9 Uzitkovost krav v zavislosti na genotypu LGB na farm¢ Sedlec

Genotypy! AA AB BB

n 1 187 11

X Sx X Sx X Sx

M kg 9225 " 6919,7 1187,125 6906,09 952,9341
T% 403 4,08  0,2639 392 02753
T kg 372 280,24 51,6702 269,81 32,5387
B % 366 3,628  0,1512 35"  0,1492
B kg 338 249,712 40,6177 241,72° 32,1499

lrozdily mezi genotypy nebyly statisticky vyznamné
2b rozdily vyznamné na hlading P<0,05 v parovém testu
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Tab. 10 Uzitkovost krav v zavislosti na genotypu LGB na farmé Chy$na

Genotypy* AA AB BB

n 1 224 5

X Sx X Sx X Sx

Mkg 11495 10304,35 1362,021 10084,4 788,8167
T% 3,89 412 03364 42 03252
Tkg 447 421,97 51,4102 4238 53,5276
B % 3,15 329  0,1656 33  0,1612
B kg 362 338,42 40,1373 3332 29,3036

lrozdily mezi genotypy nebyly statisticky vyznamné

Ikonen (2000) uvadi jasny efekt alel genu BLG na parametry mlé¢né
produkce dojnic na prvni laktaci. Alela A byla spojena s vyssi produkci mléka
1 mnozstvim bilkovin, zatimco alela B znamenala vys$si obsah tuku. To se ¢aste¢né
shoduje s vysledky z farmy Sedlec. Ostatni rozdily genotyp nemusely byt prikazné

zachyceny z divodu malé populace ¢i nerovnomérné populace.

P11 statistickém zpracovani jednotlivych alel se ukézal statisticky vyznamny
rozdil efektu alel na produkéni vlastnosti produkce mléka v kg, produkci tuku v kg
a produkci bilkovin v kg naméfené na farmach Sedlec a ChySna za prvni laktaci
dojnic. U téchto produkénich vlastnosti namétenych na prvni laktaci byla p-hodnota
vyrazné niz8i nez dand hladina vyznamnosti a = 0,05. Tyto vysledky by mohly
znamenat pozitivni efekt alely A na celkovou produkei mléka, tuku a bilkovin.
Casteené by to toto tvrzeni shodovalo se studii Ikonen (2000), zminénou vyse.
Ovsem lkonen (2000) uvadi zvySenou produkci tuku zpiisobenou alelou B. Tento
rozdil mtze byt zptsoben efekty odlisnych plemen v jednotlivych studiich ¢i

rozdilné absolutni frekvence alel.
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4.4 Vliv genotypu p-laktoglobulinu na syritelnost mléka

Celkem u 51 vzorki z farem Sedlec a Chysna byla stanovena syfitelnost
mléka pomoci méfeni Casu syfeni. Jako dopliikovy test bylo provedeno stanoveni
kysaci schopnosti mléka jogurtovym testem. Namétené vysledky uvadi tabulka 11.
Ve vybranych vzorcich k hodnoceni syfitelnosti nebyl zastoupen genotyp AA.
Vysledky ukazuji, ze genotypy BLG nemély zadny statisticky vyznamny vliv na ¢as
syfeni. Ve vysledcich jogurtového testu se projevil vliv genotypt, p-hodnota je nizsi
nez dana hladina vyznamnosti a = 0,05. To by mohlo znamenat, Ze genotyp AB je
Pti zjistovani vlivu alel A a B na ¢as syfeni nebyly nalezeny statisticky vyznamné

rozdily.

Tab.11 Technologické vlastnosti mléka na farmach Sedlec a Chys$na

genotypy AB BB
n 48 3

X Sx X Sx
Cas syfeni (min) 8,3 2,8382 7.43 3,4258

jogurt. test (°SH)
15,5717° 35018 11,4167° 0,7753

2D rozdily vyznamné na hlading P<0,05

Syrovatkové bilkoviny se pfimo nezapojuji do procesu koagulace mléka.
Proto Ize ¢ekat jejich nizky vliv na ukazatele syfitelnosti v porovnani s kaseinovymi
proteiny (Bonfatti, 2010). Ikonen et al. (1999) se shoduje s Bonfattim et al. (2010)
Vv tom, ze se alela BLG B poji s vy$§im RCT. Pti¢iny neptiznivého tcinku alely B
na RCT zatim nejsou znamé. Ovsem jiné studie (Pagnacco, 1987; Ikonen, 1997)
nezaznamenaly zadny efekt genotypit BLG na RCT. A Ikonen (2000) uvadi, ze
pro BLG byla alela B asociovana s vys$§im obsahem kaseinovych bilkovin, ale efekt
na syftitelnost se ukézal jako zanedbatelny. Tyto nekonzistentni vysledky mutze

vysvétlovat vliv B alely BLG na celkovy obsah kaseinovych proteint. Pro vzajemny
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efekt genotypti BLG neexistovaly zadné vyznamné odchylky heterozygotnich
genotypu od primérnych homozygotnich genotypt (Bonfatti, 2010).
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5. Zavér

Cilem prace bylo genotypizovat vybranou populaci dojnic pro polymorfismy
genu BLG metodou PCR-RFLP. Dale byly posuzovany mozné asociace mezi
genotypy AA, AB a BB tohoto genu a vybranymi parametry mléka nadojeného
za prvni laktaci. Zjist'ovan byl rovnéZz vliv jednotlivych genotypi na Cas syieni jako
hodnoceni vhodnosti mléka pro syraiské zpracovani.

U jedné vybrané skupiny dojnic plemene Cesky strakaty skot z farmy Sedlec
byl parovym testem zjiStén statisticky prikazny efekt alel na procentudlni zastoupeni
bilkovin a produkci bilkovin v kg. U Zadného jiného méfeni nebyl zjistén statisticka
vyznamny rozdil ovlivnény genotypy ¢i alelami genu BLG.

Vysledky prace mohli byt v porovnani s ostatnimi studiemi zkresleny ¢etnosti
souboru, vybraného K testovani, odlisnym plemenem, genetickym vlivem otce
na jednotlivé dojnice ¢i odliSnymi selekénimi metodami. Prace byla soucasti
probihajiciho rozsahlejsiho vyzkumu, jehoz vysledky budou déle zpracovavany
a hodnoceny se zafazenim dalsich efekti, ovliviiujicich sledované uzitkové
vlastnosti.

Celosvétove studie ukazuji, Ze polymorfismy mléénych proteint je mozné
vyuzit ke zlepSeni technologickych vlastnosti mléka vcetné syfeni. V ptipadé
proteinu betalaktoglobulinu bude jesté nutné zjistit jeho piesnou biologickou funkci
v organismu. Také je potfeba podrobnéji prozkoumat vlivy polymorfismii genu BLG,

aby mohl byt u€inné€ zatazen do selek¢nich programt a slouzit ke Slechténi skotu.
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6. Seznam zkratek

BLG — beta-lactoglobuline

BTA — bovis taurus chromosome

BGD - bovine genome database

CN — casein

ETL — economic trait loci

GH1 — growth hormone 1

LD — linkage disequilibrium

PCR — polymerase chain reaction

QTL — quantitive traits locus

RTC — rennet coagulation time

RFLP — restriction fragment length polymorphism
SMP — skim milk powder

SNP — single nucleotide polymorphysm
WMP — whole milk powder
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