JIHOCESKA UNIVERZITA
V CESKYCH BUDEJOVICICH

ZEMEDELSKA FAKULTA

Studijni program: Zemé&d¢lstvi
Studijni obor: Zemédélské biotechnologie
Katedra: Katedra genetiky a specialni produkce rostlinné

Vedouci katedry: prof. Ing Vladislav Curn, Ph.D.

Bakalarska prace

Genotypizace lokusu CSNIS1 a jeho asocia¢ni analyza

Vedouci bakalaiské prace: prof. Ing Jindfich Citek, CSc.
Autor bakalarské prace: Vaclav Brabec

V Ceskych Budgjovicich 2020



Prohlaseni

Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim
se zvetejnénim své bakalarské prace, a to v nezkracené podob¢ (v upraveé vzniklé
vypusténim vyznacenych ¢asti archivovanych Zemédélskou fakultou JU)
elektronickou cestou ve vefejné pristupné Casti databdze STAG provozované
Jiho&eskou univerzitou v Ceskych Bud&jovicich na jejich internetovych strankéch,
a to se zachovanim mého autorského prava k odevzdanému textu této kvalifikaéni
prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz elektronickou cestou byly v souladu s
uvedenym ustanovenim zdkona €. 111/1998 Sb. zvetejnény posudky Skolitele a
oponentil prace 1 zdznam o pribéhu a vysledku obhajoby kvalifikacni prace. Rovnéz
souhlasim s porovnanim textu mé kvalifika¢ni prace s databazi kvalifika¢nich praci
Theses.cz provozovanou Narodnim registrem vysokoskolskych kvalifika¢nich praci

a systémem na odhalovani plagiatu.

Datum: Podpis studenta:



Podékovani

Rad bych podékoval mému vedoucimu prace prof. Ing Jindtichu Citkovi, CSc., za
odborné vedeni a poskytovani rad béhem zpracovani prace. Dale bych chtél
podékovat Ing. Irené Hostickové, Ph.D., za pomoc pii praci v laboratofi a jeji cenné
rady. A také Ing. Michaele Brzakové, Ph.D., z VUZV Uhfingves, za pomoc pfi
zpracovani vysledku a statistickych udaju. Rad bych také podékoval roding za jeji

podporu béhem mého bakalarského studia.



Abstrakt

Cilem préace bylo provedeni genotypizace polymorfniho lokusu CSN1S1, u kterého
dochézi na exonu XVII v pozici 192 aminokyseliny vysledného proteinu k tranzici
A/G. Vysledkem substituce je zaménéni aminokyseliny glycinu za glutamin a
vytvoreni dvou polymorfnich variant, B a C. Druhym cilem bylo vyhodnoceni téchto
alel ve vztahu k vlastnostem mlé¢né uzitkovosti, znak produkce a technologické
jakosti mléka. Analyza byla provedena u 234 vzorkt dojnic holstynsko-friského
skotu a Ceského strakatého skotu, které¢ byly odebrany ve vybranych farmovych
chovech v Jiho¢eském kraji. Pro genotypizaci byly pouzity metody jako PCR a
RFLP, pro detekci vyslednych genotypiti byla pouzita restrik¢éni endonukleaza Hphl.
Nésledna vizualizace fragmentd probéhla na agar6zovém gelu. Genotypy byly
nalezeny dva, a to genotyp BB a BC. Byly sestaveny vysledné frekvence v populaci
ze stanovenych genotypt BB=0,888, BC=0,112. Asocia¢ni analyza byla
vyhodnocena pomoci SAS analytics software. Vyznamny vliv lokusu na sledované

vlastnosti nebyl nalezen.
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Summary

The first aim of this work was to genotype polymorphism locus CSN1S1. This gene
contains a transition in the exon XVII. This transition changes glycine to glutamine
in the position 192 of the final protein chain. This substitution creates two
polymorphism variants of this gene: variant B and C. In our study, two genotypes BB
and BC were observed. The second aim of this work was evaluation of the
relationship among observed genotypes and milk properties and technological milk
traits, e.g. curd firmness. The analysis was performed on 234 samples from Holstein
Friesian cattle and Czech fleckvieh cattle sampled on farms in the South Bohemia.
Genotyping was performed using molecular biology techniques PCR and RFLP.
Restriction endonuclease HpHI was used for RFLP. Fragments were visualized on
agarose gel. In our monitored population the frequencies of the genotypes BB and
BC were 0,888 and 0,112. Association analysis was performed using SAS analytics
software. Provable influence of the CSN1S1 locus polymorphism on studied traits

was not observed.
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1. Uvod

Kravské mléko je jeden ze zakladnich pilifa vyzivy ¢lovéka, pfedev§im zejména u
Evropanti a jim pfibuznych etnickych skupin, kterym se vlivem evoluce zachovala
schopnost syntézy enzymu laktdzy i v pokro¢ilém véku. Mléko se zpracovava na
celou fadu mlé¢nych vyrobkii po celém svété, piedevsim na syry, které v poslednich
desetiletich tvofi hlavni cil pro zpracovani mléka. Kvili celosvétoveé se zvySujici
produkci mléka vznikaji studie pro Slechténi dojnic, jak na vys$i vytézek mléka, tak

na jeho sloZeni a faktory ovliviujici jeho nasledné zpracovani.

Vlastnosti genii mléénych proteinti jsou zkoumany z mnoha dtvodua. PiedevS§im pro
jejich vliv na vysledné slozeni proteinti v mléku, tak pro odlisné technologické
vlastnosti mléka pti jeho dal$im zpracovani. Polymorfismy, které uvedené zmény
Vv téchto genech zplsobuji, mohou byt uréitym voditkem pfi zkoumani jejich
vysledného vlivu. Proto se fada studii zamétuje na polymorfni varianty genii kodujici
mlécné proteiny a sleduji jejich korelaci s vyslednymi vlastnostmi mléka. Nékteré
studie uvadgéji, ze obzvlasté jednotlivé alely u gent CSN2 a CSN3 maji zna¢ny vliv

na sloZeni mlé¢nych proteind.

V riiznych studiich se uvadi o mozném vlivu genotypt polymorfniho genu CSN1S1
ve vztahu pfedevsim k syfitelnosti mléka a jeho odlisnému slozeni mezi jednotlivymi

genotypy CSN1S1 genu.



2  Literarni prehled

2.1 MIlééna uzitkovost

MIléc¢na uzitkovost se u skotu zafazuje mezi dilezité uzitkové vlastnosti. Skot dokaze
ptijaté ziviny v krmivu pietvafet na mlécnou bilkovinu dvakrat az dvaaputlkrat
u¢inngji neZ na maso (Skladanka et al., 2014). Mléko se tvoii v zlaznatych buiikach
mlécné Zlazy ze Zivin, které jsou do bunék piivadény krvi. SloZeni kravského mleka
a jeho mnozstvi béhem laktace ovliviiuje mnoho faktord prostedi jako plemeno,
vyziva, reproduk¢ni cyklus, vék dojnice, technologie chovu, zplisob dojeni atp.

(Matousek et al., 1996)

Mlécna uzitkovost je ovliviiovana prostiedim, zejména vyzivou a dédicnym
zalozenim dojnice. Produkce mléka se ale vyznacuje pomérné malou dédivosti (h2 =
0,2-0,3). Proto je z hlediska rentability chovu dobré zajistit vhodné podminky
prostiedi (Matousek et al., 1996). Produkce mléka je vysledkem cCinnosti celého
organismu dojnice. Je to velice komplexni fyziologicka vlastnost, ktera je zavisla na
stupni vyvoje travici, ob€hové, nervové a dychaci soustavy, ale také na fazi vyvoje

zlaz s vnitini sekreci, pfedev§im pohlavnich Zlaz (Urban et al., 1997).

2.1.1 Mlécna Zlaza

Mlécné zlaza neboli vemeno bylo Slechténim zna¢né vyslechténo ve statny organ,
ktery u mléénych plemen dosahuje hmotnosti 20-25kg. Mlécna zlaza kravy se
nachdzi na spodiné bficha ve stydké krajin€ a svym kranidlnim koncem zasahuje az
K pupku, kaudaln¢ poté do mezinozi. V medianni roviné je vemeno rozdéleno
mezivemennou brazdou na levou a pravou polovinu. Tyto dvé poloviny jsou poté

rozdéleny na pfedni a zadni ¢tvrtky ventralné zakonéené struky (Marvan et al.,

2017).

Veskeré mléko z jednoho struku je vytvareno v jedné Ctvrti vemene. M1é¢na Zlaza je
slozena ze zlaznatého parenchymu a zavésného aparatu (Urban et al., 1997). Zlazovy

parenchym je slozen z pocetného mnozstvi nepatrnych lalicku-lobult, které jsou
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spojeny k sobé intersticidlnim vazivem a spolu tvoii Zlaznaté téleso. Zakladni
jednotkou Zlaznatého télesa jsou sekreéni alveoly, ve kterych se tvoii sekret - mléko.
Béhem laktace je mnozstvi alveoli zvySené. V 1cm?d Zlaznatého télesa se muze
nachazet az 800 000 téchto alveolti (Marvan et al., 2017). V alveolarnich buikach
probihaji slozité biochemické procesy, kterych se ucastni fada rtiznych enzymad.
Dulezité latky pro tvorbu mléka jsou prekurzory, které se prevazné tvoii mimo
mlé¢nou zlazu, predevs§im v jatrech ze zivin z traviciho Ustroji. Tyto prekurzory jsou
poté pomoci krve ptivadény do mlééné Zlazy, kde slouzi k syntéze mléka (Jelinek et
al., 2003).

Miléko z alveold vyustuje do nitrolalickového vyvodu, ktery dopravuje mléko do
mlékojemu uprostied Zlazy, a poté do mlékojemu uvnitf struku. Ze struku mléko
vychazi strukovym kanalkem, ktery je uzavien strukovym svéraéem (Urban et al.,
1997). Mléko se ve vemeni vytvaii kontinualn¢, avSak s riznou dynamicnosti.
Nejvice intenzivni tvorba probiha po vydojeni, kdy klesad vnitrovemenni tlak.
Postupujicim napliovanim mléka ve vemenu se vnitrovemenni tlak zvysuje, tim se
zaroven snizuje pritok krve k alveolarnim buiikdm a tvorba mléka klesa (Skladanka

et al., 2014).

2.1.2 Laktace

Laktace je fyziologicky proces pro tvorbu a vyluc¢ovani mléka. Tyto funkce mlécné
zlazy spolu té€sn¢ souvisi a na sebe navazuji, vzajemné se ovliviluji a tvoti zaklad
schopnosti produkce mléka mlécnou Zzlazou. Laktaci se rovnéz rozumi obdobi,
b&hem kterého zvifata produkuji mléko, tj, od obdobi porodu do zaprahnuti. Tedy do
¢asového obdobi kdy ustane sekrece mléka (Jelinek et al., 2003).

Pocatecni délka laktace byla kratka z divodu vyzivy pouze narozenych mladat.
AvsSak s postupnou selekci a genetickym zuSlechtovanim se podafilo mlé¢nou
vytéznost zvysit a laktaci prodlouzit aZ do rozmezi, kdy mnohonasobné piekracuje
potteby telete. Timto krokem bylo umoznéno vyuZzit mnoZstvi takto ziskaného mléka
jako potravinu pro lidskou vyzivu. (Skladanka et al., 2014). Prvni stadium laktace se
nazyva laktogeneze a probiha té€sné pted a po porodu. Druhé stadium je laktopoeza,
ktera nasleduje po laktogenezi az do ukonceni laktace. (Jelinek, et al., 2003)
Laktogenezi se rozumi proces, pii kterém alveoldrni buiky ziskavaji zptsobilost

syntetizovat a vylucovat mléko. D¢li se na dv¢ faze.
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V prvni fazi dochéazi ke zvySovani aktivity enzymt v mlé¢né zldze a diferenciaci
bunéénych organel. Tato faze se d¢je pred porodem a zplsobuje omezenou sekreci
mléka. Béhem druhé faze dochazi k znaéné sekreci veskerych slozek mléka, probiha
tésn¢ pied porodem. V této fazi vznikéd mlezivo a jeho sekrece pokracuje nékolik dnti

po porodu (Reece et al., 2011).

Mlezivo byva oznacovano jako pocatecni sekret po porodu, ktery dojnice produkuje
maximalné 6 dni. Lisi se jak fyzikalnimi, chemickymi tak i senzorickymi
vlastnostmi. Neoznacuje se za mléko a nevyuziva se pro lidskou vyzivu. Mlezivo je
bohaté zejména na proteiny, zvlasté na imunoglobuliny, které jsou nepostradatelné
pro tele a zajist'uji jeho pasivni imunitu. Rozdil mezi mlezivem a mlékem je i ve

vyssi koncentraci karotenu, riboflavinu a vitamintt A a E (Urban et al., 1997).

2.2 SlozZeni mléka

MIéko je dobrym zdrojem bilkovin s vysokou nutri¢ni schopnosti. Stejné tak tuku,
ktery slouzi jako doby zdroj energie a esencialnich minerali a vitamint (Mullie et
al., 2016). Zakladni sloZzeni mléka je dano obsahem vody, sacharidu, lipidd, proteint
a minerali. Obsah vody se urcuje jako rozdil hmotnosti celého objemu mléka pied a
po vysuSeni. Obsah sacharidii v mléce se nejcastéji vyjadiuje jako obsah samotné
laktdzy, ale dalsi sacharidy mohou byt také zahrnuty. Obsah tuku a proteini se
v mléce stanovuje pomoci standardizovanych metod. V mléce se uvadi procentualné
obsah vody a pevna slozka, kterd se nazyva susina, tu tvofi souhrn sacharidi, tuku,

bilkovin a popelovin (Reece et al., 2011).

U clovéka zajisti jeden litr kravského mléka denni potfebu tuki, esenciilnich
aminokyselin, vapniku, fosforu a mikroelementti, polovinu denni potieby bilkovin a
vice nez jednu tfetinu vitamini A, C, D a jednu ctvrtinu denni potieby energie
(Jelinek et al., 2003). MIéko je také znacnym zdrojem vapniku a hoi¢iku, které
zhruba obsahuje v poméru 10:1 (124,2 mg vapniku a 9,9mg hot¢iku na 100g mléka)
(Hanus et al., 2008). Hlavni role vapniku v organismu je, Ze napomaha normalnimu
rastu a vyvoji kosti, hot¢ik se zase iCastni spousty biochemickych reakci v celém
organismu (Cashman et al., 2006). Kravské mléko zafazujeme mezi kaseinova, obsah
kaseinu jakozto hlavni bilkoviny je vy$§inez 75 %. Do kaseinovych mlék se zatazuji
dalsi mléka prezvykaveu, jako koza nebo ovce. Mléka, kterd maji hodnotu kaseinu

pod 75 %, se oznacuji jako albuminova (Strapdk et al., 2013). Slozeni mléka
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ovlivituje velka fada faktort jako je stupen laktace, vék dojnice, vyziva, genetické
zalozeni, zdravotni stav mlé¢éné zlazy, proto je zastoupeni mlécnych slozek znacné

flexibilni (Caroli et al., 2009).

Tabulka 1: Slozeni kravského mléka (Davis et al., 1998)

Voda 87,5 %

Susina: 125%
Tuk 3,8%
Bilkoviny 3,3%
-kasein 2,5%
-albumin 0,5 %
Imunoglobuliny 0,9 %
Laktoza 4,7 %
Mineralni latky 0,7%

2.2.1 Laktdza

Laktoza, také mlécny cukr, je disacharid tvofeny monosacharidy galaktozou a
glukozou. V mléce savcu zastupuje zdroj snadno vyuzitelné energie. Jeji sladivost je
pouze Ctyficet procent ve srovnani se sacharozou (Kala¢ et al., 2001). Lakt6éza se
tvoii béhem laktace v mlé¢né zlaze. Malé mnozstvi se vSak miize nachazet i v krevni
plazmé (Reece et al., 2011). Syntéza probiha v epitelovych bunkach mlééné Zlazy,
jako prekurzor laktézy slouzi pfevazné glukédza, ale také glycerol a té¢kavé mastné
kyseliny. Laktdza je jedna z nejvice stabilnich slozek mléka. Je to aktivni latka, ktera

napomaha udrzovani stalého osmotického tlaku mléka (Jelinek et al., 2003).

2.2.2 Lipidy

Lipidy v mléce neboli mléény tuk se nachazi v mléce v emulgovaném stavu a je
rozdilny od tuku krevni plazmy. Az sedmdesat pét procent mlé¢ného tuku je
syntetizovano v mlééné zlaze. Mlé¢ny tuk vznika z prekurzoru tuku pfivadénych
krvi, jak z krmiva, tak ze zasobnich tukt uloZenych v jatrech a tukové tkani (Jelinek
et al., 2003). Lipidy obsazené v mléce se skladaji pfevazné z triacylglycerold.

Syntéza mlééného tuku u piezvykavel vychazi prevazné z acetdtu a butyrétu
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Z bachorové fermentace. Tu¢nost mléka tedy piimo ovliviiuji fermentacni procesy
V bachoru, ¢im vice se tvoii tékavych mastnych kyselin v bachoru, tim vice bude

stoupat Uroven tu¢nosti mléka (Reece et al., 2011).

2.2.3 Proteiny

Proteiny jsou v mléce ze vSech tii hlavnich vyzivovych slozek zastoupeny nejméne,
avSak hraji nepostradatelnou Ulohu ve vyzivé organismu, jako zdroj bilkovin
(Strapék et al., 2013). Vétsina mlé¢nych proteint se tvoii v epitelovych buiikach
mlécné Zlazy. Velmi malé mnozstvi jich pronikd pfimo z krve dojnice. VéEtSina

bilkovin se v mléce vyskytuje pievazné v podobé micel (Dolezal et al., 2000).

Kravské mléko tvoii dva druhy bilkovin. Kaseinové proteiny, které se déli na a-S1
kasein, a-s2 kasein, B-kasein, k-kasein a syrovatkové bilkoviny, které tvoii dva
proteiny a-laktoglobulin a B-laktoglobulin (Do et al., 2016). Syntéza proteini je
energeticky ndrocny proces, proto je dulezité¢ dbat na celkovy ptijem zdroji potravy
na vSechny vyzivové slozky. Nedostatecny piijem energie nebo dusikatych latek
mohou zna¢né ovlivitovat obsah bilkovin v mléku a celkovy metabolismus dojnice
(Dolezal et al., 2000).

2.3 Technologicke vlastnosti mléka

Svétova produkce mléka a mlé¢nych vyrobkt kazdym rokem narista o 2 % (Visentin
et al., 2015). Jen v Evrop¢ a Severni Americe se podil mléka uréeného k vyrobé syrt
zvysil o 10 %. MIéko na vyrobu syra tvoii kolem 50 % celkové produkce mléka na
téchto dvou kontinentech (Bittante et al., 2012). Z téchto dtvodu je dilezité zajistit
odpovidajici kvalitu mléka jak v prvovyrobé, tak pii zpracovani. V dne$ni dobé
mléény prumysl disponuje rychlymi a levnymi metodami, pomoci kterych dokaze
vytvofit urcitou strategii pro u¢innéj$i monitoring kvality mléka pied jeho naslednym

zpracovanim, napf. infracervena spektroskopie (Visentin et al., 2015).

Technologické vlastnosti mléka ustanovuji vyhovujici kvalitu surového mléka pro
dalsi zpracovani na mlécné vyrobky, urcuji kvalitu zpracovanych vyrobkli a miru
produkce. MIéko a jeho skladovani ovliviiuje celd fada faktorti, které rozhoduji o
jeho vysledné kvalité pro zpracovani. Nejzasadnéjsi technologické vlastnosti jsou

kyselost, kysaci schopnost, syfitelnost a tepelna stabilita (Samkova et al., 2012).
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Mezi dalsi technologické vlastnosti zpracovani mléka patii pH, titraéni kyselost,
pocet somatickych bunék, mlécné koagulacni vlastnosti mléka (MCP — Milk
coagulation properities) a koagulace mléka. Pro syrafské vyuziti také rozhoduje

zastoupeni tukd a proteint, predev§im kaseind (Pretto et al., 2013).

2.3.1 Vliv genetickych vlastnosti na syritelnost mléka

Proces, ktery je nejvice ovlivnén genetickym zalozenim dojnic, je sytitelnost - MCP.
Syritelnost mléka je velice komplexni proces, ktery spojuje fada metabolickych
procesti. Mnoho faktora tento proces ovliviiuje, jak z fyzikalnich napf¥. pH, teplota
syfeniny, formy vapniku a fosforu, tak z biologickych faktort, jako jsou poiadi
laktace, ro¢ni obdobi, plemeno, mlééné proteiny, obsah a zastoupeni kaseinovych

proteini a polymorfismus v genech kodujici mlééné proteiny (Vallas et al., 2010).

Bylo prokazano, ze mnozstvi, podil a rtizné alely v kaseinovych genech silné
ovliviiuji hlavni tii vlastnosti syfitelnosti. Jedna se o pevnost syfeniny (asp, mm), RCT
(Cas potiebny ke koagulaci mléka syfidlem) a ¢as zpevnéni syfeniny (a2o, mm). Diky
variacim v mléénych genech byly pozorovany zmény zastoupeni proteint a rozdily
ve vlastnostech syfitelnosti, jak mezi plemeny, tak jedinci stejnych plemen (Bittante
et al., 2012). V raznych védeckych studiich byl prokazan vysoky vliv kaseinovych
gent na MCT (lkonen et al., 2004), (Penasa et al., 2010). Napi. zména jedné alely

genu x-kaseind vede ke zkraceni koagula¢ni doby az o 20 % (Azevedo et al., 2008).

2.4 Genom skotu

Genom skotu byl jeden z nejvétsich, ktery byl kdy osekvenovan. Za osekvenovanim
stal tym mnoha védca pod zastitou narodniho Ustavu pro zdravi USA a ministerstva
zemédelstvi USA (Elsik et al., 2009). Na vyzkumu se podilely dva hlavni tymy, které
zvolily odlisné metody sekvenovani. Ve vysledku se tyto programy az na malé
odchylky shodovaly (Zimin et al.,2009). Vysledky vyzkumu vysly v roce 2009
v odbornych casopisech a mély vyrazny vliv na dalsi Slechténi skotu. Velikost
bovinniho genomu je okolo 3 miliard base-pair, které obsahuji 22 000 kddujicich
gentl, Z toho 14 000 jich je spoleénych se v§emi savci. S ¢lovékem ma bovinni genom

spole¢nych 80 % vsech gent. (Elsik et al., 2009).

Sekvenace genomu skotu odhalila mnoho vyznamnych vlastnosti raznych gent a

pomohla objasnit roli spousty genti v organismu, jak gent, které ovliviiuji produkéni
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vlastnosti jako vytézek mléka, masa, kozeSiny. Tak i geny, které ovliviuji fadu

biologickych funkci (Gibbs et al., 2009).
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Obrazek 1: Zastoupeni poctu sekvenci (bp) k jednotlivym chromozomiim (Zimin, 2009)
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Osekvenovani genomu skotu také odhalilo, Ze skot v poslednich desetiletich prodélal
rychly pokles efektivni velikosti populace. Tento pokles zapfi¢inil pravé vysoky
narust intenzity Slechténi a vznik novych plemen. Béhem tohoto vyvoje doslo ke
ztraté rozmanitosti u fady gent, pfedev§im genii zapojenych ve fungovani imunitniho

systému, laktace a metabolismu. (Elsik et al., 2009)
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Obréazek 2: Karyotyp skotu-byk 2n=60 (lannuzzi et al., 1996)
15



2.5. Genetické markery

Geneticky marker je gen nebo sekvence DNA, kterd je znama na chromozomu.
Umoznuje identifikaci dulezitych znaka urcitého druhu. Lze jej popsat jako urcitou
variantu genu, ktera mize vzniknout béhem evoluce napt. mutaci. Jako marker miize
slouzit SNP (single nucleotide polymorphism) nebo mikrosatelit (Davey et al.,
2011). SNP jsou mista v genomu, kde se mohou vyskytovat jeden nebo az dva
rozdilné nukleotidy (Brown et al., 2007). V genomu skotu bylo objeveno az 2
miliony SNP mutaci (Zukiewicz et al., 2012), (Michelizzi et al., 2011). SNP jsou
nejcastéj$i mutace v genomu (Kolbehdari et al., 2008). V genomu se nachazeji
zhruba kazdych 500-1000 bazi (Knoll et al., 2002).

I kdyZ je variabilita genomu zplisobena jednonukleotidovymi polymorfizmy jako
deleci, substituci a inzerci vysokd, spousta téchto mutaci se nachdzi mimo kodujici
oblast a navic ve vysledném fenotypu tyto mutace nemaji vysokou hodnotu
(Zukiewicz et al., 2012). Aviak dileZitost téchto mutaci roste s vlastnosti jednoduché
genotypizace. Jednonukleotidové polymorfismy se uplatiiuji jako genetické markery
pii genotypizaci tzv. QTL (quantitive trait loci) (Kolbehdari et al., 2008).
Kvantitativni vlastnost je vlastnost, ktera ma métitelny fenotypovy projev v dasledku
genotypu a vn¢jSiho prostfedi. QTL jsou lokusy, které disponuji vice verzemi
n¢kolika gent (alelami), které spolu koreluji a vytvari genotyp urcité vlastnosti, ktery
je ovliviiovan prostiedim (The nature and identification of quantitative trait loci,
2003).

2.5.1. Rozdéleni markeru dle vyuziti pfi mapovani genomu

e 1typ: kodujici exprimované geny: Jsou malo polymorfni a méné pouzitelné
pii mapovani genomu a studiu diverzity rodin a populaci.

e 2 typ: vysoce variabilni sekvence DNA: Vyuzivaji se mikrosatelity a
minisatelity. Diky vysokému stupni polymorfizmu jsou mikrosatelity vysoce
informativni v popula¢nich studiich a pfi ur€ovani rodiCovstvi jsou hlavnim
znakem pro mapovani genomu.

e 3 typ: jednonukleotidové polymorfizmy (SNP): mohou leZet uvnitt
kodujicich gend, ale lezi 1 v nekddujicich oblastech napt. introny. Vyuzivaji

se pro populaéni studie. (Knoll et al., 2002)
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2.5.2 Genetické markery ve Slechtitelském programu
dojného skotu

Rizné druhy hospodarskych zvitat byly po dlouhou dobu selektovany se zaméfenim
na zlepSujici vlastnosti, které by mély hospodaisky uzitek. Tyto vlastnosti jsou
preduréeny komplexem neznamych genli a znanym vlivem prostiedi. Selekéni
strategie byla zaméiena na predikci celkového fenotypu a predeslého rodokmenu
pomoci riznych statistickych metod. Tento model selekce se ukazal jako velmi
efektivni, 1 kdyZ je zaloZen na nezndmém biologickém modelu a vétSina genti

zapojenych v téchto vlastnostech neni zndma (Boichard et al., 2003).

Proto v poslednich desetiletich roste zajem védct a slechtiteld o vyuziti poznatkt
z genomiky (Sonstegard, 2001) jako mapovani celého genomu (Oikonomou et al.,
2011) a pouziti genetickych markera ve §lechténi skotu. (Sonstegard et al., 2001).
Techniky molekularni biologie poskytuji rychlé a jednoduché feSeni, jak prokazat,

zda dany jedinec je nositelem urcité kvantitativni vlastnosti.

Tyto poznatky se daji vyuzit pfi nasledném $lechténi, kdy se geny kvantitativnich
vlastnosti vyuzivaji jako markery v tzv. MAS programu (Marked Assisted Selection)
(Yudin et al., 2015). Metoda MAS umoznuje identifikaci po¢tu markert, které jsou
rozptyleny v genomu. Pomoci téchto markeri mutzeme sledovat spojitost

s uzitkovymi vlastnostmi (Guimaraes et al., 2007).

Genomicky vybér (Genomic selection) je defakto formou MAS, ktery shrnuje
informace o genetické diverzité celého genomu. Metoda se zaklada na vyhledavani
polymorfismii v SNP a analyzuje celou populaci, nezamétuje se pouze na jedince.
Vyhodou genomické selekce je, ze jsou zvitata vybrana na poc¢atku Zivota na zaklad¢
jejich genomické predpovédi (Hayes et al., 2013). Hodnoceni genetickych markerd,
které jsou ve spojitosti s kvantitativnimi vlastnostmi, je pfedevsim dilezité u zvitat
vV dosp€lém veku. Vyuziva se pro piedpovéd genli potomki nebo zvifat pouze

uréitého pohlavi. (mlé¢na uzitkovost, plodnost) (Yudin et al., 2015)
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Geny spojovane s mléénou uzitkovosti a slozenim mléénych proteint se v genomu
skotu nachézeji zejména na BTA (bos taurus autosome) — 5, 6, 11 a 14 (Caroli et al.,
2009). Na BTA 6 se nachazi nejvétsi pocet QTL ovliviiujicich dojivost a zakladni
nutriéni vlastnosti mléka jako proteiny a lipidy. Na chromozomech 1, 3, 6, 9, 14 a 20
byly také zjistény QTL, které ovliviiuji procentudlni zastoupeni mléénych protein.

(Khatkar et al., 2004)
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Obréazek 3: Zobrazeni QTL pro viastnosti mlécéné uzitkovosti skotu BTA 1-11 (Khatkar et al., 2004)
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Obrézek 4:: Zobrazeni QTL pro viastnosti mlécné uzitkovosti skotu BTA 12-29 (Khatkar et al., 2004)

Na obr. ¢. 3 jsou znazornény bovinni autozomy 1-11, na obr. ¢. 4 jsou znazornény
bovinni autozomy 12-29. Kazdy chromozom je rozdélen do useki dlouhych
piiblizn¢ 30 cm. Jednotlivé tecky ukazuji pritomnost QTL a jejich stinéni naznacuje
statisticky vyznam QTL: « P < 0,001, vysoce vyznamné, 0,001 < P < 0,01 vyznamné
a - 0,01 <P <0,05 mirn¢ vyznamné (Khatkar et al., 2004).

Na BTA 6 se nachazi kaseinovy genovy komplex, ktery koduje geny a-sl kasein, o-
s2 kasein, k-kasein a B-kasein (Khatkar et al., 2004). Tyto geny jsou fazeny jako QTL
a maji vysokou troven polymorfismu, napf. u genu B-kasein mizeme nalézt az 12
alel (A1, A2,A3,B,C, D, E, F, G, H1, H2, I) (Shahlla et al., 2014).

Védecké prace zabyvajici se studiem QTL nemaji za cil pouze mapovani QTL a
objasnéni jejich funkce, ale také maji za ukol hledat aplikované vyuziti v §lechténi
uzitkovych zvirat (Viitala et al., 2006).
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2.6. Geny kodujici mlé¢né bilkoviny

AZ 95 % proteintt v mléku ptezvykavci jako koz, ovci a skotu je tvofena pouze Sesti
proteiny, které jsou kodovany stejnojmennymi geny. Jedna se o kaseinové geny a-S1
kasein (a-s1 CN, CSN1S1), a-s2 kasein (a-s2 CN, CSN1S2), B-kasein (B CN, CSN2)
ax-kasein (k-CN, CSN3) a geny kodujici syrovatkové proteiny a-laktalbumin (a-LA)
a B-laktoglobulin (B-LG) (Martin et al., 2002). Zbyvajici procenta obsahu proteind
tvofi bovinni sérovy albumin (BSA), laktoferin (LA), y-kasein, imunoglobuliny a
proteiny, které se vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich (Schopen et al., 2009).

Kaseinové geny leZzi na BTA 6, geny kodujici a-laktalbumin leZi na BTA 5, a -
laktoglobulin lezi na BTA 11. Geny kodujici mlééné bilkoviny jsou vysoce
polymorfni a vyskytuje se u nich mnoho variant (Caroli et al., 2009). Vétsina
polymorfismu v kaseinovych genech je zplisobena zménou SNP ve ¢tecim ramci
genu a dochazi zde k zaméné kodujici aminokyseliny. Dale se mizeme setkat
s delecemi, napf. u genu CSN1S1 dochazi u alely A k pocetnym delecim, které

ovliviuji nasledny sestiih exond (Gallinat et al., 2013).

2.6.1 VIiv polymorfismu mléénych genii na vlastnosti mléka

Vliv polymorfismu v genech mléénych proteinti byl sledovan uz v minulém stoleti.
Byly objeveny rozdilnosti ve stejnych genech a byly objeveny rtzné haplotypy
(Prinzenberg et al., 2003). Jednotlivé polymorfismy také ovlivituji spoustu

uzitkovych vlastnosti (Ogorevc et al., 2009).

Zasadni vlastnost kterou ovliviiuji, je koagulace mléka, coz je dilezita vlastnost
mléka pii vyrobé syrd, kdy dochazi vlivem syfidla k mléénému srazeni bilkovin
(Bonfatti et al., 2013). Nejvétsi vliv na mlécnou koagulaci maji geny a-s1 CN, f CN,
K-CN, B-LBA, toto spojeni bylo odhaleno uz v minulém stoleti (Aleandri et al.,
1990). Napt. byly zjistény rozdilnosti v dobé koagulace mléka a pevnosti syfeniny u
dojnic Italského Mediteranského skotu, které vlastnily rozdilné alely mlé¢nych gent
(Bonfatti et al., 2013).

Polymorfismus u mlé¢nych gent také ovlivituje procentualni zastoupeni mléénych
proteini v mléku (Bonfatti et al., 2011). Jednotlive alely kaseinové rodiny jsou také

spojovany se stravitelnosti v lidském stievu, alergiemi i kardiovaskularnimi
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poruchami nebo diabetem (Meier et al., 2019). Dulezitou vlastnosti je také stupen
fosforylace. Jedna se o posttranslacni modifikaci, kdy je k proteinu pfidélen zbytek
kyseliny fosforecné. Stupen fosforylace mé kazdy kaseinovy protein odlisny a slouzi

ke stabilizaci micelarnich struktur (Fang et al., 2016).

2.7. Komplex kaseinovych genit

O komplexu kaseinovych genti byly v minulosti vedeny zna¢né studie, byly nalezeny
souvislosti s jejich vlivem na mlé¢ny vytézek a koagulac¢nimi vlastnostmi. (Velmala
et al., 1995), (Threadgill et al., 1990), (Ng-Kwai-Hang et al., 1990) (Bovenhuis et
al., 1992). Kaseinovy genovy komplex se nachazi na BTA 6q 31-33, obsahuje geny
a-s1 kasein (CSN1S1) , a-s2 kasein (CSN1S2), B-kasein (CSN2) a k-kasein (CSN3).
Geny jsou uspofadany v komplexu o piiblizné délce 250 kB (Hristov et al., 2014a).
Kaseinové geny jsou fazeny mezi QTL a vyuzivaji se jako marker pti Slechténi skotu
pro zlepSeni mléénych vytézku a lepsi zastoupeni proteintt v mléce (Suchocki et al.,
2013).

CHROMOSOME 6
250 KB

17 5kn 8,59 K8 18,510 13 K

Obrazek 5: Poradi kaseinovych genit na BTA6 (Caroli et al., 2009)

2.7.1 Gen aS2-kasein (CSN1S2)

Gen CSN1S2 se nachazi na BTA 6 a jeho protein tvoii zhruba 10 % z celkovych
mléénych proteind. Protein je vysoce fosforylovan a tvofi dilezitou soucast
mlé¢nych proteint, kviili jeho schopnosti vazat vapnik. Protein a-s2 CN obsahuje 11
fosfatovych skupin a jeho molekularni hmotnost je 25,2 kDa (Treweek et al., 2011).
Také se fadi k proteinim, které podporuji antibakteridlni schopnosti imunitniho

systému. (Nilsen et al., 2009).

U genu CSN1S2 jsou znamy 4 alely (A, B, C, D) (Shahlla et al., 2014). Alely Ba C
byly shledany pievazné u jaki a zebu. Alela D se nachazi v nizké frekvenci a byla

nalezena u nékterych evropskych a africkych plemen (Ibeagha-Awemu et al., 2007).
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Nejvice zastoupena je alela A, ta je také nejvice prozkoumana a nachazi se u vétSiny
evropskych plemen (Ibeagha-Awemu et al., 2007). Oproti tomu se napft. alela B
nachézi u Cinského hol3tynského skotu, kde je zastoupena s vysokou frekvenci a tedy
fixovana na toto plemeno (Zhang et al., 2007). V promotoru a strukturnim genu
CSN1S2 dochazi ke znaénému narustu SNP vlivem inzerce, delece a substituce. Tyto
mutace mohou ovliviiovat regulaci transkripce CSN1S2 genu. Avsak u kaseinovych
genti dochazi i k hormonalni regulaci. Akumulace téchto dvou ¢initelt regulaci a
hormonalni ¢innosti nasledné ovliviiuje mnozstvi proteinu v mléce. (Kishore et al.,
2013). Napi. genotyp DD je spojovan s vy§§im zastoupenim proteinu v porovnani
s genotypem GA (Ardicli et al., 2018).

2.7.2 Gen B-kasein (CSN2)

Gen CSN2 se nachazi na chromozomu 6 a bylo objeveno 12 alel (A1, A2, A3, B, C,
D, E, F, G, H1, H2, 1) (Caroli et al., 2009). Protein B-kasein tvoti 45 % obsahu vSech
mléénych proteinti a je tvoren 209 aminokyselinami (Farrell et al., 2004). CSN2
ovliviiuje ve velkém mnozstvi sloZzeni mlé¢ného tuku. V komplexu s CSN3 piisobi
na zastoupeni jednotlivych proteint, a také ovlivituje syfitelnost a koagulaci mléka

pii vyrobé syra (Comin et al., 2008).

B-kasein je také nejdulezitéjsi z rodiny kaseinovych proteinti pro tvorbu kaseinovych
micel, tvofi jejich strukturu a udrzuje je v komplexu. Nejcastéjsi alely, které se
vyskytuji u evropskych plemen skotu jsou Al, A2, A3, B, a C (Kucerova et al., 2011).
Al alela je nejvice hojnd u holstynského a ayrshirského plemene. Naproti tomu

vysoka frekvence alely A2 se nachazi u plemen Guernsey a Jersey.

Alela B se vyskytuje v malé frekvenci a alela A3 a C jsou vzacné. Nejvice se
vyskytuji alely Al a A2. Rozdil mezi nimi tvofi vyména aminokyseliny
Vv bilkovinovém fetézci, kdy na 67. misté se u Al nachazi prolin, zatimco u A2 je
nahrazen histidinem. (Kaminski et al., 2007). Alela A3 je spojovana s vysokou
vytéznosti mléka (Ng-Kwai-Hang et al., 2003), alela B je navic spojovana, jak
s vysokou vytéznosti mléka, tak i jeho kvalitou (Boettcher et al., 2004). Genotyp AA
byl shledan s vysokym mléénym vytézkem. Vysoky obsah proteinti byva spojovan
s genotypem BB (Kucerova et al., 2011).
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2.7.3 Gen k-kasein (CSN3)

Gen CSN3 se nachazi na 6 BTA a je ulozen za CSN1S2 ve vzdalenosti 70kb. Tvoii
zhruba 12 % proteini mléka. x-CN je znaéné odlisny od ostatnich kaseinovych
proteint, lisi se jak ve své struktufe tak vlastnostech. Je dilezity pti tvorbé
kaseinovych micel, kdy napomaha jejich stabilit¢ (Azevedo et al., 2008). Gen je
dlouhy 13kb a je rozdélen do 9 transkriptovych jednotek (5 exonti a 4 introny). Na
¢tvrtém exonu, ktery je 517bp dlouhy se nachazi 11 SNP, ktera tvoii 11 rliznych alel
(Adamov et al., 2020). U genu CSN3 bylo nalezeno 11 alel, jmenovité A, B, C, E,
F1, F2, G1, G2, H, I, J (Caroli et al., 2009).

Nejvice jsou zastoupeny alely A a B, které se od sebe odliSuji na pozici 136 a 148
aminokyseliny. Na pozici 136 je threonin zaménén za izoleucin a na pozici 148 je
zaménéna kyselina asparagova za alanin (Anggraeni et al., 2010). Alela B je nejvice
spojovana s nejlepsimi vlastnostmi béhem vyroby syra, nese vlastnosti pro vyssi
odolnost denaturace proteinu a zkracuje dobu koagulace az o 20 %. Také vynos syru
od krav s genotypem BB je vétsi o 10 % nez od krav s genotypem AA. (Azevedo et
al., 2008). Alela B je také nejvice zastoupenou alelou ve vSech populacich v mnoha

zemich, jeji genotyp BB byl shledan jako nejvice rozsiteny.

Druhym nejrozsifenéjsim genotypem je AB. Tyto genotypy (BB, AB) se vyuzivaji ve
Slechtitelskych programech pro jesté vétsi narust frekvence alely B kvuli jejim
ekonomickym vyhodam (Abdel Dayem et al., 2009). Zbylé alely jsou v populacich
zastoupeny v nizkych frekvencich a jejich vlastnosti neodpovidaji kvalitou
vlastnostem alel A a B. Napt. varianta E byla asociovana s nizkym obsahem proteint

a hor§imi koagula¢nimi vlastnostmi nez alela A (Heck et al., 2009).
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2.7.4 Gen a-s1 kasein (CSN1S1)

Gen CSN1S1 se nachazi na BTA 6 a je polozen jako prvni z celého kaseinového
komplexu (Caroli et al., 2009). Protein tvofi az 40 % z celkovych proteint
v kravském mléce. Je vysoce fosforylovan a ma vlastnost véazat vapnik, proto je
z nutriéniho hlediska velice dulezity. Obsahuje 8 fosfatovych skupin a molekularni
hmotnost se pohybuje okolo 23,6 kDa (Treweek et al., 2011). Velikost celého genu
je cca 17 508bp, sklada se z 19 exonti o velikosti 24-385 bp a 18 intront o velikosti
90-1967 bp (Koczan et al., 1991). Struktura proteinu viz obrazek.¢. 6 se vyskytuje
ve dvou forméach. Prvni formu tvofi tzv. polymer ¢ervovitého tvaru (worm-like chain
strucutre). Druh& forma je spekulativni. Byla zaznamenéna pouze v ptipadech, kdy
bylo dosazeno vhodnych podminek pro tvorbu této struktury jako pH, iontova sila a
nizka hladina iontového vapniku. Oznacuje se jako kvétinova (flower structure)
(Horne et al., 2002).

as) -casein structures

}
P, B

wormtlike chain (observed) Flower (speculative)

Obrazek 6: Struktura a-s1 kaseinu (Horne, 2002)

U genu CSN1S1 bylo nalezeno 8 alel (A, B, C, D, E, F, G a H) (Caroli et al., 2009).
Byla také objevena alela I, ktera nese nukleotidovou substituci na 11. exonu
(9.19836A>T). Tato substituce vede ke zméné aminokyselin ve vysledném fetézci
finalni proteinu na 84. pozici. Zde dochazi k zaméné glutaminu za asparagin (Luhken
etal., 2009). Alela A se vyskytuje ptilezitostné a byla nalezena u holstynsko-friského
skotu, ¢erveného holstynského skotu a u némeckého ¢ervenostrakatého skotu (Farrell
etal., 2004). Alely F, G, H byly identifikovany u plemena brown-swiss. Alela D byla
zjisténa u plemene Holstynsko-friskeho (Caroli et al., 2008).
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U CSN1S1 byla také zjiSténa substituce na ,,5 — flanking region®, kdy dochazi
v promotrou na 175 bp k zaméné¢ A—G. Zvifata s G variantou vykazuji vyssi
mlécnou uzitkovost a vys$i mnozstvi a-s1 kaseinu v mléce, oproti varianté¢ s A
nukleotidem (Sanders et al., 2006). Genotypy genu CSN1S1 silné ovliviiuji prvni
laktaci (Prinzenberg et al., 2003).

Nej¢astéjsi alely jsou B a C. Alela B se nachazi v naprosté vétsiné populaci 90-95 %
(Luhken et al., 2009). Odlisnost mezi témito alelami je tranzice na exonu XVII na
192 potadi aminokyselin v koncovém fetézci proteinu. Dochéazi k zaméné glycin za
glutamin u alely B, zatimco C kéduje glutamin za glycin (Zukiewicz et al., 2012).
Alela C je typicka pro piedky skotu, jako Jak a Zebu a je pivodni alelou, ze které
vznikly ostatni. (Ardicliet al., 2018). Genotyp CC je také spojovan s vétsim mléEnym
vytézkem a odliSnym sloZenim proteini nez genotyp BB a BC (Kucerova et al.,
2011).

Alela C se vyskytuje s frekvenci 0,15-0,25 u plemen Jersey, Guernsey a
Normandského skotu (Lihken et al., 2009). Jedinci s genotypem BC maji oproti
genotypu BB vyssi obsah mlé¢nych proteini a tuku v mléce (Bonfatti et al., 2011),
(Schopen et al., 2009). Alela G je spojovana s niz§im mnozstvi o-s1 kaseinu v mléce.
Ale zato ovlivituje vySsi obsah k-kaseinu v mléce a lep$i pevnost kaseinovych micel

(Caroli et al., 2008).

1 2 3 4 567 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19

48/55? 63 33 3924242424 33 2454 42 24 42 27 24 154 45 3 kb

Obréazek 7: Strukturni organizace transkribované casti genu CSNI1S1. (Otevicené casti reprezentuji
introny, Sedé casti zndazornuji 5' a 3' netranslatovatelné oblasti, cernd cdast exon kodujici signélni
peptid, Zluté casti znazornuji exony kddujici vysledny protein) (Caroli et al., 2009)
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3. Metodika

3.1 Cil prace
Cilem bakalaiské prace bylo provést asocia¢ni analyzu polymorfismu v genu

CSN1S1 k mlé¢né uzitkovosti dojnic a technologické kvalité kravského mléka.

3.2 Material

K analyze bylo vybrano 243 dojnic holstynského skotu a ¢eského strakatého skotu,
z farem v blizkosti Ceskych Bud¢jovic. Jmenovité farma ChySna, Tynice, Prazak,
Munice a Sedlec. Ustajeni bylo volné. Krmna davka byla sestavena celoroéné
Z konzervovanych krmiv, kukufice a travni silaZe, sena a jadrné smési, v rliznych
stajich v rizném poméru a kvalité jednotlivych slozek. Na farm¢ Chysna bylo
odebrano 55 vzorkt od holstynského skotu. Na farmé Tynice bylo odebrano 41
vzorkt od dojnic ¢eského strakatého skotu, 52 vzorku od ¢eského strakatého skotu
z farmy Sedlec. Z farmy Munice bylo odebrano od obou plemen 35 vzorki a z farmy
Prazak bylo odebrano 60 vzorka od ¢eského strakatého skotu. Po odebrani byly

vzorky mléka zamrazeny a uskladnény pii -20°C.

3.3 Laboratorni metody

3.3.1 Izolace DNA

Izolace DNA byla provedena za pomoci automatického izolatoru, s vyuzitim
komer¢né dostupného kitu od firmy MagCore pro izolaci DNA z mléka. Nasledné se
zm¢éftila kvalita izolované DNA u jednotlivych vzorki pomoci piistroje Nanodrop.

Vzorky DNA byly umistény do chladirenského zafizeni pro dalsi analyzu.
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3.3.2 Polymerase chain reaction (PCR)

Slozeni PCR reakce je uvedeno v tab. ¢. 2, primery byly nafedény: 10 pl primeru +
90 pl H20. Vysledné mnozstvi primeru bylo 100 ul. Byl zvolen Mastermix, ktery
obsahoval MgClz, dNTP’s, Taq polymeréazu a pufry (Tris-HCL, (NH4)2SO4, tween
20). K mastermixu byla ptidana PCR H.O a DNA.

Vzorky byly vlozeny do thermocycleru, ktery byl spustén v programu dle: (Ardicli,
2018) : 94°C 3’ (94 °C 30s, 63°C 45s, 72°C 1') 40 cyklu, 72°C 10'. Pro amplifikaci
reakce byly zvoleny primery dle (Lien et al., 1993), (Ardicli et al., 2018). Vysledna
délka amplifikatu byla 344bp.

F: 5’ ACAATTCTACCAGCTGGATGCCTATC 3°

R: 5’CACGCTCCACAGTTCCTGAGTAA 3’

Tabulka 2. Slozeni PCR smési (prvni reakce)

Komponent: | Mnozstvi (ul)
MasterMIX 5
Primer F 0,625
Primer R 0,625
PCR H:0 2,75
DNA 1
Celkem 10

3.3.3 Nested polymerase chain reaction (nested-PCR)

Po probéhnuti PCR reakce byla sestavena reakce pro Nested-PCR, bez které by
naslednda RFLP neprob&hla. Reakce viz tab. ¢. 3. Jako templat byl pouzit PCR
produkt z prvni reakce. Program pro nested PCR byl sestaven dle (Lien et al., 1993).
94°C 3" (94 °C 30s, 66°C 45s, 72°C 1) 40 cykll, finalni elongace byla 10" pii 72°.
V nasem ptipadé slouZil jako primer R, primer z PCR reakce a byl doplnén primerem
F, ktery se nachazel 0 94bp blize k primeru R od ptivodniho primeru F. Vlivem reakce
doslo ke zkraceni amplifikdtu na 250bp. Primery byly sestaveny dle (Lien et al.,
1993).
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R: 5’CACGCTCCACAGTTCCTGAGTAA 3°

F: 5’CCGGATCCTATTGGCTCTGAGAACGGTG 3’

Tabulka 3: SloZeni nested-PCR smési

Komponent | Mnozstvi (ul)
MasterMIX 12
Primer F 1
Primer R 1
PCR H.0 10
templat 1
Celkem 25

3.3.4 Polymorfismus délky restrikénich fragmenti (RFLP)
Po probéhnuti Nested-PCR byla sestavena RFLP smés viz tab. ¢. 4. Jako templat byl
pouzit nested-PCR produkt. Jednotlivé zkumavky byly vlozeny do thermocycleru po
dobu 16 hodin pii 36°C. Genotypizace probihala dle (Lien et al., 1993), schéma viz
obrazek 7. Jako restrikéni enzym byl zvolen Hphl, ktery stépi v pozicich
5°....GGTGA(N)s|.... 3> a 5’....CCACT(N)|.... 3°. Genotypy byly vizualizovany
na agarosovém gelu pomoci ELFO.

Tabulka 4: SloZeni RFLP reakce

Komponent Mnozstvi (ul)
Templat 15
Pufr 4
R. enzym 1
H20 10
Celkem 30
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3.3.5 Metody pro zjisténi mlé¢né uzitkovosti a kvalitativnich
parametra mléka

Data o mlé¢né uzitkovosti byly sestaveny ze zaznamut kontrol mlééné uzitkovosti u
vybranych jednotlivych farem. Udaje o hmotnosti v kg byly zjistény méfenim.
Mlécné slozeni (tuk, bilkoviny, sacharidy) byly zjistény v laboratofi pomoci
infracervené spektroskopie. Technologické vlastnosti mléka byly hodnoceny pomoci
fermenta¢ni schopnosti mléka tzv. jogurtovy test. Syfeni mléka bylo méfeno
instrumentalné a subjektivné. Alkoholovy test byl zméfen pomoci titrace mléka 96

% ethanolem.

Jogurtovy test byl zméfen dle standardi Ceského mlékaiského primyslu. Vzorek
syrového mléka byl zahiat na 85°C po dobu 5 minut, poté byl zchlazen na 43°C a
inokulovan pomoci termofilni jogurtové kultury. Inokulovany vzorek byl inkubovan
pi143°C po dobu 3,5 hodiny. Vysledky byly zjistény diky titraci jogurtu pomoci 0,25
mol NaOH.

Subjektivni syfitelnost byla uréena pomoci syfidla. Syrové mléko se zahialo na
35°C, po dosazeni teploty bylo pfidano 1 % syfidlo, od zao¢kovani byl méten RCT
do pocatku koagulace (tvorby jednotlivych mlécnych zrn). Instrumentélni syfitelnost

byla zméfena pomoci nefelometrie.

Alkoholovy test, syfitelnost a jogurtovy test nejsou zahrnuty v oficialnich
standardech pro technologické vlastnosti mléka, ale byvaji zahrnuty ve védeckych

publikacich pro snadnéjsi porovnavani vysledkt védeckych praci.
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3.4 Statistické vyhodnoceni

Vysledky genotypizace pomoci PCR-RFLP byly nasledné statisticky zpracovany.
Byly vypoéteny absolutni a relativni frekvence genotypt BB, BC a alel B a C. Poté
byla pomoci y2 testu testovana shoda - skute¢nych a teoretickych genotypovych

cetnosti.
Vzorce pro relativni vypocet frekvence genotypi:

BBR =BB#/N
BCR = BCA/N

Pro absolutni frekvence alel:

B” = 2xBB*+ BC*
CA=2xCC” + BCA

Pro relativni frekvence alel:

BR = 2xBB” + BCA/2xN
CR = 2xCCA+ BCA/2Xn

Horni index vyjadfuje  absolutni frekvenci, horni index R oznaduje relativni

frekvenci, hodnota N vyjadiuje celkovy pocet jedinct v celé populaci.

K vypoctim vlivu genotypu na vlastnosti mlé¢né uzitkovosti a technologické
vlastnosti mléka byl pouzit statisticky program SAS 9.4. (statistical analytical
software). Vyznamnost jednotlivych efekti byla otestovana pomoci procedur
GLM/SAS a MIXED/SAS. Na zaklad¢ jednotlivych analyz efekti byly sestrojeny a
otestovany modelové rovnice pro veskeré vybrané uzitkové vlastnosti. Pro parametry
mlécné uzitkovosti byly zvoleny vlastnosti: mnozstvi nadojeného mléka, procenta
tuku, tuk v kilogramech, mnozstvi bilkovin v kilogramech a procentech. Pro
technologické vlastnosti mléka byly zvoleny vlastnosti: jogurtovy test, ¢as syfeni

(subjektivne), (ptistrojove) a alkoholové ¢islo.
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3.4.1 Modely rovnic

Ziskana data a jejich vliv na sledované vlastnosti byly statisticky vyhodnoceny
pomoci softwaru SAS analytics software. Byly sestaveny modelové rovnice pro
jednotlivé vlastnosti. Modely rovnic byly specialné sestaveny pro statistické
vyhodnoceni vlivu genotypu na mlécnou uzitkovost a technologické vlastnosti
mléka. Pro vét§i prozkoumani interakce byl také zvolen model, u kterého byla
zatazena interakce (genotyp x plemeno). Byl analyzovan také efekt interakce

(genotyp x farma).

Rovnice pouzité pro vypocet vlivu genotypu na mlécnou uzitkovost a technologické

vlastnosti mléka:

e Mijum = p + farmai + laktacej + genotypk + oteci + dojnicem + €ijkim

Kde Mijum je dojivost za laktaci v kg; genotypk je pevny efekt genotypu
CSN1S1 (i =1, 2); farma; je pevny efekt farmy (i=1, ..., 5); laktace;j je pevny
efekt potadi laktace (j = 1, 2); otec| je ndhodny efekt otce; dojnicenm je trvalé
prostiedi dojnice (opakované méfeni); €ijkim je reziduum

e Bilkovinaijum = 1 + farma; + laktacej + genotypk + oteci+ dojnicem + €ijkim

Kde Bilkovinaijm je obsah bilkovin v mléce v %; genotypk je pevny efekt
genotypu CSN1S1 (i = 1, 2); farmai je pevny efekt farmy (i=1, ..., 5); laktace;
je pevny efekt poradi laktace (j = 1, 2); oteci je nahodny efekt otce; dojnicem
je trvalé prostiedi dojnice (opakované méfeni); €ijum je reziduum

e Bilkovinaijum = | + farmai + laktacej + genotypk + otec; + dojnicem + €ijkim

Kde Bilkovinaijkimn je produkce bilkovin v mléce v kg; genotypk je pevny efekt
genotypu CSN1S1 (i = 1, 2); farmai je pevny efekt farmy (i=1, ..., 5); laktace;
je pevny efekt potadi laktace (j = 1, 2); oteci je nahodny efekt otce; dojnicem
je trvalé prostiedi dojnice (opakované méfeni); €jjkim je reziduum

e Tukium = p + farma; + laktace;j + genotypk + otec + dojnicem + €ijkim

Kde Tukijkim je obsah tuku v mléce v % ; genotypk je pevny efekt genotypu
CSN1S1 (i =1, 2); farmai je pevny efekt farmy (i= 1, ..., 5); laktace; je pevny
efekt poradi laktace (j = 1, 2); oteci je ndhodny efekt otce; dojnicem je trvalé
prostiedi dojnice (opakované méteni); ejjxim je reziduum

e  Tukijumn = p + farma; + laktace; + genotypk + oteci + dojnicem + €ijkim

Kde Tukijxmn je produkce tuku v mléce v kg ; genotypk je pevny efekt
genotypu CSN1S1 (i = 1, 2); farma; je pevny efekt farmy (i=1, ..., 5); laktace;
je pevny efekt potadi laktace (j = 1, 2); oteci je ndhodny efekt otce; dojnicem
je trvalé prosttedi dojnice (opakované méfeni); €ijkim j€ reziduum
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e Jogurtijum = Y + farma; + bllaktoza + b2casein + genotyp; + sezonax +
otec + dojnicem + €ijkim

Kde Jogurtijum je vysledek jogurtového testu; farma; je pevny efekt farmy (i
=1, ..., 5); genotypj je pevny efekt genotypu CSN1S1 (i = 1, 2); sezona je
efekt sezony, fixni efekt, ve tiidach n= 1, ..., 4); b2casein je pevna regrese
na obsah kaseinu; bllaktoza je pevna regrese na obsah laktdzy; otec je
nahodny efekt otce; dojnicem je trvalé prostiedi dojnice (opakované méfeni);
€ijkim Je reziduum

e Syisubiju = 1 + farma; + bibilkovinap + b,TPS + genotyp; + oteck +
dojnice; + eijki

Kde Syisubiju je vysledek subjektivniho testu syfitelnosti; farma; je pevny
efekt farmy (i = 1, ..., 5); bibilkovinap = pevna regrese na obsah bilkovin v
%; b TPS = pevna regrese na obsah TPS); genotyp; je pevny efekt genotypu
CSN1S1 (i = 1, 2); oteck je ndhodny efekt otce; dojnice; je trvalé prostiedi
dojnice (opakované méfeni); e je reziduum

e Syitestij = M + farma; + bilaktoza + bibilkovinap + bsTPS + genotyp; +

oteck + dojnice| + ejj

Kde Syitestiji je vysledek pfistrojového testu sytitelnosti; farma; je pevny
efekt farmy (i =1, ..., 5); bibilkovinap = pevna regrese na obsah bilkovin v
%; boTPS = pevna regrese na obsah TPS); genotyp; je pevny efekt genotypu
CSN1S1 (i = 1, 2); oteck je nahodny efekt otce; dojnice je trvalé prostiedi
dojnice (opakované méteni); bilaktoza je pevna regrese na obsah laktozy ;eiji
je reziduum

e Alkcisloijj = p + farma; + genotyp; + oteck + dojnice; + €iji

Kde Alkcislojj je vysledek alkoholového testu; farma;j je pevny efekt farmy
(i=1, ..., 5); genotyp; je pevny efekt genotypu CSN1S1 (i = 1, 2); oteck je
nahodny efekt otce; dojnice je trvalé prostiedi dojnice (opakované méfeni);
eijki je reziduum

Pro vyhodnoceni interakce (genotyp x plemeno) byly zvoleny stejné vlivy jako ve
vypocétu vlivu genotypu, ke kterym byly pfidany vlivy; plems je pevny efekt plemene
ve tfidach (1=1,2,3); (gen x plem) = interakce mezi plemenem (plem;) a genotypem
(genk). Rovnice pouzité pro vypocet interakce (genotyp X plemeno) na mlé¢nou
uzitkovost a technologické vlastnosti mléka:

e  MIékoijuimn = P + farma; + porlak; + genotypk + plem; + (gen x plem)i +
otecm + dojnicen + €jjkimn

e Bilkovinaijmn (%) = p + farma; + laktace; + genotypk + plemen; + (gen X
plem)x + otecm + dojnicen + €ijkimn
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e Bilkovinaijkmn (kg) = p + farma; + porlak; + genotypx + plem; + (gen x
plem)w + otecm + dojnicen + €jjkimn

e  TuKijimn (%)= p + farma; + laktace; + genotypk + plem; + (gen x plem)x
+ otecm + dojnicen + €ijjimn

e  Tukijimn (kg) = p + farma; + laktacej + genotypk + otecy + dojnicem + €ijkim

e Jogurtijkimn = M + farma; + bllaktoza + b2casein + genotyp; + plemx + (gen
x plem)jx + sezona, + otecm + dojnicen + Eijkimn

e Syfsubjjum = 1 + farma; + blbilkovinap + b2TPS + genotyp; + plemx +
(gen x plem)jk + otecy + dojnicem + €ijkim

e Syitestijum = W + farma; + bilaktoza + bobilkovina, + b3 TPS + genotyp; +
plemk + (gen x plem)jx + otec; + dojnicem + €ijkim

e Alkocislojjum = 1 + farma; + genotyp; + plemx + (gen x plem)jk + otec, +
dojnicem + €ijkim

Podobné jako vliv genotyp x plemeno. Byl vyhodnocen vliv (genotyp x farma) na
mlécnou uzitkovost a technologické vlastnosti mléka: K vliviim byl navic pfidan vliv

(gen x farma)ij, ktery oznacuje interakci vlivu genotypu s plemenem.

e MIlékoijuimn = 1 + farma; + laktacej + genotypk + plem; + (gen x farma)ix +
otecm + dojnicen + €jjkimn

e Bilkovinyijkimn (%) = p + farma; + laktace; + genotypk + plemenl + (gen x
farma)ix + otecm + dojnicen + €ijkimn

e Bilkovinyijumn (kg) = | + farma; + laktace;j + genotypk + plemenl + (gen x
farma)ix + otecm + dojnicen + €ijkimn

e  Tukijkimn (%) = p + farma; + laktace; + genotypk + plem; + (gen x farma)ix
+ otecm + dojnicen + €ijjkimn

e  Tukijimn (kg) = n + farma; + laktacej + genotypk + plem; + (gen x farma)ix
+ otecm + dojnicen + €ijjkimn

e Jogurtijmn = W + farma; + bllaktoza + b2casein + gen; + plemenk + (gen
x farma)jj + sezona, + otecm + dojnicen + €ijkimn

e Syisubijum = M + farmai + bibilkovina, + b, TPS + gen; + plemk + (gen X
farma)jj + oteci + dojnicem + €ijkim

e Syitestjum = Y + farma; + Dbilaktoza + bibilkovinap + b>TPS + gen; +
plemg + (gen x farma);; + otec; + dojnicem + €ijkim

e Alkcislojum = p + farma; + gen; + plemg + (gen x farma); + oteci +
dojnicem + €ijkim
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Vysledky genotypizace

Pomoci metody RFLP bylo genotypizovano 242 vzorkti DNA. Fragment po reakci
PCR byl dlouhy 344bp, po nasledujici nested-PCR byl fragment zkracen na 250bp.
Restrik¢éni enzym Hphl nasledné $tépil vysledny fragment na dalsi fragmenty. Alela
B méla délku 213bp, alela C 250bp. Néasledna vizualizace pomoci ELFO zobrazila
genotyp BB jako 213bp dlouhy a genotyp BC jako 213 + 250bp. Viz obr. ¢. 7.

BB BB BB BC BB BB BB BB

- -250bp
- s - - - - -213bp

Obrézek 7: Vizualizace metody RFLP pomoci ELFO

4.2. Genotypové a alelické frekvence
Pro CSN1S1 lokus byly sledovany skupiny dojnic, celkem 243 kust. Bylo
identifikovano 27 dojnic s genotypem BC a 215 dojnic s genotypem BB.

Relativni frekvence jednotlivych genotypti byla 0,888 pro BB a 0,112 pro BC.
Absolutni frekvence alely B byla 457 a alely C 27. Relativni frekvence alely B byla
0,944 a alely C 0,056.

Na zakladé¢ relativni Cetnosti alel byla posléze vypocitana relativni teoreticka Cetnost

genotypil. Pro genotyp BB byla cetnost 0,893 a pro genotyp BC 0,106.

Pomoci relativnich Cetnosti alel a relativni teoretické etnosti genotypti byla zjisténa
vysledna hodnota Chi-kvadrat testu (x?). Hodnota odpovidala ¢islu 0,038. Tato
hodnota je niz8i nez kriticka hodnota 5,99. To znamena, Zze genotypove cetnosti

lokusu CSN1S1 ve zkoumané populaci jsou v Hardy-Weinbergerové rovnovaze.
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Absolutni, relativni frekvence genotypt a alel byly zpracovany do tabulky 5. Pocet
je uveden, jak pro jednotlivé farmy, tak pro celkovy pocet dojnic. Graficky je pocet

genotypu a alel znazornén na obrazku 8.

Tabulka 5: Absolutni a relativni frekvence genotypii a alel

Genotypy Alely

BB BC CC B C
Chysna (n=52)
Abslolutni ¢etnost 51 1 0,00 103 1
Relativni ¢etnost 0,981 0,019 - 0,99 0,01
Prazak (n=60)
Absolutni ¢etnost 49 11 0,00 109 11
Relativni ¢etnost 0,817 0,183 - 0,908 0,092
Munice (n=35)
Absolutni ¢etnost 33 2 0,00 68 2
Relativni ¢etnost 0,943 0,057 - 0,971 0,029
Tynice (n=41)
Absolutni ¢etnost 33 8 0,00 74 8
Relativni ¢etnost 0,805 0,195 - 0,902 0,098
Sedlec (n=52)
Absolutni ¢etnost 47 5 0,00 99 5
Relativni ¢etnost 0,904 0,096 - 0,952 0,048
Vsechny farmy (n=242)
Absolutni ¢etnost 215 27 0,00 457 27
Relativni ¢etnost 0,888 0,112 - 0,944 0,056
Relativni teoreticka
éetnost 0,893 0,106 0,0031 - -
%2 0,038
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Podobné vysledky uvadi i Ardicli et al. (2018), ktery ve sledované populaci 168 kust
holstynskych krav objevil 152 zastupcii genotypu BB a 16 genotypu BC. Genotyp
CC nebyl nalezen. Podobné frekvence zjistil rovnéz Zakizadeh et al. (2013), ktery
analyzoval holstynsky skot. V populaci 98 dojnic byla frekvence BB 0,98 a BC
genotypu 0,02. Homozygotni genotyp CC opét nebyl zaznamenan. Podobné
frekvence uvadi také Kucerova et al. (2011), kterd zkoumala populaci 440 dojnic
Ceského strakatého skotu. Prokazala podobné vysledky jako vySe uvedené studie,
navic se podafilo identifikovat genotyp CC, ktery byl nalezen ve velmi nizké
frekvenci 0,016. BC byl nalezen ve frekvenci 0,182. Nejhojné&jsi byl opét genotyp BB
0,802.

Pro srovnani Hristov et al. (2014b), ktery analyzoval bulharsky Sedy skot, nalezl
vyS§$i zastoupeni genotypu CC oproti jinym studiim, a to 0,19, genotyp BB byl
pozorovan ve velmi malé frekvenci 0,04. Genotyp BC byl zastoupen nejvice a to ve
frekvenci 0,77. Dle Miluchova et al. (2009), kter4 genotypizovala slovensky
pinzgavsky skot, byla frekvence genotypti z 93 testovanych jedinct 0,810 BB a 0,120
BC, genotyp CC se v populaci nevyskytoval. Diky zjiSténym udajim muzeme

usuzovat, ze zastoupeni alel a genotypi je siln€ ovlivnéno plemenem.

Procentudlni zastoupeni genotypt a
alel genu CSN1S1

Obrazek 8: Grafické zndzornéni pozorovanych frekvenci (%) genotypii (BB, BC, CC) a alel (B,C)
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4.3 Vliv genotypu alfa s-1 kaseinu na mléénou uZzitkovost a
sloZeni mléka

Pti analyze genu CSN1S1 a jeho vlivu na mlé¢nou uzitkovost a slozeni mléka byly

hodnoceny tyto faktory:

- mnozstvi mléka za laktaci (kg)
- tuk (%)

- tuk za laktaci (kg)

- bilkoviny (%)

- bilkoviny za laktaci (kg)

Pro statistické hodnoceni bylo pouzito 210 vzorki, z ptivodné analyzovanych 215.
Dojnice pro mlé¢nou uzitkovost byly méfeny 2x. Z tohoto divodu se N=425.
Skupiny jsou sestaveny z dvou plemen, holstynsky skot a ¢esky strakaty skot.

V tab. ¢. 6 jsou uvedeny popisné statistiky mlécné uzitkovosti v hodnotach kg a %

v zavislosti na genotypu.

Analyza mlécné uzitkovosti byla také provedena pomoci metody nejmensich ctverci
(Least Squares Mean, LSM) + smérodatna odchylka (Standard Error) viz tab. ¢. 7.
Vliv genotypu na vlastnosti mlécné uzitkovosti pomoci této metody nebyl potvrzen.
| kdyZ se hodnoty p pfiblizuji hladiné vyznamnosti, P > 0,05 u bilkovin (%) a (kg).
Ve vysledném vypoctu se rozdilnosti mezi genotypy neprojevuji. Diavod pro
neprokazani korelace genotyptit CSN1S1 v nasi studii mize byt zplisoben genetickou
stavbou sledovanych populaci a siln€ nevyvazenym genotypovym rozdélenim mezi

populacemi, zejména genotypu BC.

37



Tabulka 6: Popisna statistika pro mlécnou uZitkovost

MIéko, kg Bilkoviny, % Bilkoviny, kg Tuk, % Tuk, kg

Genotyp | primér Sx pramér Sx pramér Sx prumeér Sx prumér Sx

BBn=425 | 8301 | 2155 | 350 | 0.23 |287.71| 66.28 | 4.17 | 0.37 | 344.85| 90.45

BCn=54 | 7029 | 1093 3.56 0,16 | 250.09 | 37.63 | 4.22 0.26 | 297.30 | 51.91

Tabulka 7: Miécna uzitkovost v zavislosti na genotypu CSN1S1

Miéko kg Bilkoviny % Bilkoviny kg Tuk % Tuk kg
=
IS] n LSM+SE p LSM+SE p LSM+SE p LSM+SE p LSM+SE p
&
BB | 425 | 82104103 | 0.07 | 3.491+0,014 | 0.86 | 284.2+3.286 | 0.06 | 4.17+0.021 | 0.59 | 340.21+3.882 | 1.15
324,74+10,37
BC | 54 7728+262 3.496+0,034 268.18+8.397 4.20+0.060 1

Z tabulek je patrné, ze polymorfismus CSN1S1 ve velké mife ukazatele mlécné
uzitkovosti neovliviiuje. Neékteré studie uvadéji vyssi procentualni zastoupeni
bilkovin a tukti v mléce u genotypu BC Schopen et al. (2009), Bonfatti et al. (2011).
V nasem pozorovani vSak vyrazné rozdily zaznamenany nebyly. Mirné odchylky u
genotypu lze sledovat v obsahu tuku (kg) a obsahu bilkovin (kg), kdy se dojnice

s genotyp BB vyznacovaly vyssi produkci sledovanych parametri.

Podobneé vysledky zaznamenala i Kucerova et al. (2011), ktera uvadi vyssi produkci
tuku, bilkovin a celkového mnozstvi mléka v kg u genotypu BB oproti genotypu BC.
V procentudlnich tdajich se obsah jednotlivych slozek li§il minimalng. Podobné jako
v nasi studii. Ve studii Zukiewicz et al. (2012), ktera porovnavala rtizné piedchozi
analyzy, byl zaznamenan vliv genotyptt CSN1S1 na mlé¢nou uzitkovost, kde byl vliv
genotypu BB minimalni nebo zcela bez efektu. Odchylky v nasi studii lze vysvétlit,
malym poctem vzorkll pro genotypizaci. Obzvlast pti genotypu BC, kdy bylo

posouzeno pouze 54 vzorki.

Studie, kterou uvedl Ardicli et al. (2018), byly zjistény podobné vysledky. Sledoval
celkovy mlécny vytézek, mnozstvi bilkovin a tukt v mléce v kg a %, asociace.

Korelace mezi ukazateli mlé¢né uzitkovosti a genotypy BB a BC nebyla nalezena.
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Podobné Gdaje publikoval i Van Eenennaam et al. (1991), ktery sledoval vSechny
geny kaseinového komplexu, nezaznamenal prokazatelné rozdily mezi genotypem a
slozenim ukazateld mlé¢né uzitkovosti. Uvedl, Ze by alely CSN1S1 nemély byt
zafazovany mezi §lechtitelské cile pro ukazatele jakosti mléka. Slechtitelé by se méli
vice zaméfit na alely gentt CSN2 a CSN3. Na rozdil od piedchozich studii Boettcher
et al. (2004) zjistila rozdily mezi genotypy genu CSN1S1 a ukazateli mlé¢né

uzitkovosti. Avsak asociace zjistovala vliv haplotypu nikoli jednotlivych gend.

4.4 VIiv genotypu alfa s-1 kaseinu na technologicke
vlastnosti mléka
Pro analyzu vlivu genu CSN1S1 na technologické vlastnosti mléka, zejména

syfitelnosti, byly zvoleny tyto ukazatele:

- Jogurtovy test ( ml NaOH)

- Alkoholové ¢islo (ml C2HsOH)

- Cas syfeni (subjektivng)

- Cas syfeni (piistrojové)

Pro vypocty byly zvoleny smiSené linearni modely, samotny vypocet probehl pomoci
metody REML. Byly vyzkouSeny modely se zatazenim riznych kombinacich efektt
a nasledn¢ vybrana nejlepsi kombinace. Samostatny efekt plemene byl pro vSechny
testované vlastnosti neprikazny a nebyl zapoéitan do vyslednych efekti. Popisné

statistky jsou v tab. ¢. 8. Vysledky statistické analyzy uvadi tab. ¢. 9.

Tabulka 8: Popisné statistiky pro technologickou jakost mléka

Jogurtovy test, Sytitelnost subjektivné Sytitelnost piistrojové Alkoholovy test
ml NaOH vtefiny vtefiny ml alkoholu
o
2
2 n pramér Sx n pramér Sx n | primér Sx n prumeér Sx
g
O
BB | 405 14,87 3,91 | 436 492.53 213.37 | 408 | 312,88 | 132,13 | 414 1.02 1.05
BC | 54 15,72 4,45 | 57 447.82 200.84 | 52 | 284,65 | 14532 55 0.71 0.24
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Tabulka 9:Ukazatele technologické vlastnosti mléka v zavislosti na genotypu CSN1S1

Jogurtovy test Sytitelnost subjektivné Sytitelnost pristrojové Alkoholovy test
ml NaOH vtefiny vtefiny ml alkoholu
S
8 | n |LSMsSE | p n LSM+SE P n | LSM+SE p | n | LSMzSE p
g
BB | 405 | 15042 | 0025 | 436 470.37 0.764 | 408 | 30060 | 0597 | 414 | 1,011 | 0.563
BC | 54 13.87° 57 482.75 52 334.71 55 0.896

Pro hodnoceni technologické jakosti mléka bylo pouzito N=425 vzork stejné jako u
piedchoziho méfeni na mlé¢né vlastnosti. V tab. ¢. 9, kterd udava hodnoty pomoci
statistické metody nemensich ¢tvercii 1ze pozorovat nepftilis velky vliv genu CSN1S1
na technologické vlastnosti mléka. Data u alkoholového testu a obou testa syfitelnosti
ukazuji, ze u nami sledované populace dojnic nedochazi k vyznamnym rozdilim ve
spojitosti mezi jednotlivymi genotypy a sytitelnosti. AvSak tendenci muzeme
pozorovat pii stanoveni kysaci schopnosti mléka v jogurtovém testu, kdy se rozdily

mezi genotypy lisi téméi o 1,1.

Podobné jako u ukazateld mlécné uzitkovosti, tak i u technologickych vlastnosti
mléka, byl zvolen statisticky vypocet pomoci metody nejmensich ¢tverci pro
dosazeni nejpiesnéjsich vysledka. Avsak hodnota P se ani u ukazateli syfitelnosti
(méfenad pristrojové 1 subjektivné) a alkoholového testu nepfiblizuje hladiné
vyznamnosti > 0,05, tedy vliv genotypu v lokusu CSN1S1 na technologickou jakost

mléka nebyl prokazan.

Odlisna situace nastala pfi otestovani vzorkd mléka na kysaci schopnost jogurtovym
testem. U genotypu BB byl rozdil téméf o 2 ml oproti BC, tim padem BC genotyp

udava vyssi rychlost kysani v mléce od dojnic s BC nez BB.

Vliv genotypt na ¢as syfeni uvadi Poulsen et al. (2013), kdy genotyp BC mél kratsi
Cas syfeni a rychlej§i zpevnéni syfeniny oproti BB. Bonfatti et al. (2011) uvadi
podobné vysledky u testd na syfitelnost a pevnosti syfeniny. Také uvadi, ze a-s1- CN
maze byt v uréité korelaci s jinymi alelami gentl z kaseinové rodiny pro jesté lepsi
vysledky testd syritelnosti. Nejlepsi hodnoceni vykazuje ve spojeni s CSN1S2, kdy
dochazi k nejlepsim vysledkim RCT (rychlost koagulace syfeniny).
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Nase studie vliv na syfitelnost neprokdzala. Vliv genotypli na syfitelnost v nasi
populaci mohl byt ovlivnén rliznymi vlivy, to pfedevsim malym poctem testovanych
vzorkd, a to zejména u BC, byl by potiebny vyssi pocet jedincu s timto genotypem.
Nicméné na zaklad¢é naSich vysledki 1 pfedchozich analyz lze mit za to, Ze vliv

polymorfismu v genu CSN1S1 na ukazatele syfitelnosti neni vyznamny.

Studie JBudu et al. (2009) uvadi, ze uréita kombinace haplotypti aS1- CN, - CN, and
k-CN, a B-Lg, vede ke zkraceni doby syfeni a rychlejsimu formovani syfeniny. Také
vice studii uvadi, ze na technologické znaky mléka maji vétsi vliv genotypy CSN2 a
CSN3, vlivy jsou také u téchto genti vice prozkoumany Ikonen et al. (2004), Penasa
et al. (2010), Azevedo et al. (2008)

4.5 Vliv interkace genotyp X plemeno na mlé¢nou uzitkovost

Nékteré mutace, které zapti¢inuji vznik polymorfismu, mohou mit u konkrétnich
plemen rtzny projev i kdyz je genotyp stejny. Proto byl pro vétsi porozumeéni vlivu
polymorfnich variant v genu CSN1S1 stanoven a nasledné do statistiky zapod¢itan, i
vliv plemene a faktor (plemeno x genotyp). Modelové rovnice pro vypocet jsou

uvedeny v kapitole 3.4.1 Modelové rovnice.
Skupiny podle plemen byly vytvoieny nasledovné:

Skupina C100 zahrnovala: a) C100
b) Ktizence C + R, A, X, H podilem C vyss§im jak 75%

Skupina H100 zahrnovala: a) H100
b) Kiizence H + X, C podilem H vyssim jak 75 %

Skupina X zahrnovala: kiizence, kde podil hlavniho plemene byl niz$i nez 75 %

Pocty ve skupinach pro vyhodnoceni mlééné uzitkovosti: C100 306 ks, H100 164 ks,
X 14ks, N 484.
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Tabulka 10: Ukazatele miécné uzitkovosti v zavislosti na genotypu CSNISI1 ovlivnénym faktorem

plemene.
Miéko Bilkoviny (%) Bilkoviny (kg) Tuk (%) Tuk (kg)
Genotyp | Plemeno
LSM+SM| p LSM+SM p LSM+SM p | LSMtSM | p LSM+SM p
BB C100 | 77481229 3.562+0.031 274.4+7.442 4.155+0.051 320.10+8.950
BB H100 | 8966+357 3.370+0.047 299.9+11.546 4.154+0.082 373.14+14.238
BB X 7926521 | 0.2178 | 3.608+0.068 | 0.7683 | 285.4+16.83 | 0.175 | 4.256+0.121 | 0.923 | 335.06+20.900 | 0.2148
BC C100 | 7398+332 3.570+0.044 262.8+10.77 4.196+0.074 310.50+13.073
BC H100 | 74551938 3.342+0.123 247.14+30.30 4.217+0.220 316.62+37.644

Efekt interakce genotyp X plemeno byl shledan jako nevyznamny ve vSech
sledovanych parametrech.

4.6 Vliv interakce genotyp x plemeno na technologické
vlastnosti mléka

Pro vétsi porozuméni vlivu polymorfnich variant v genu CSN1S1 na technologické
vlastnosti mléka byl stanoven a nasledné¢ do statistiky zapocitan i vliv plemene a
interakce plemeno x genotyp. Modelové rovnice pro vypocet jsou opét uvedeny

v kapitole 3.4.1 Modelové rovnice.
Skupiny plemen byly stejné jako v kapitole 4.5

Pocty ve skupinach pro vyhodnoceni technologickych vlastnosti mléka C100 306 ks,
H100 186 ks, X 13 ks, N 505 ks.

Tabulka 11: Ukazatele technologickych viastnosti miéka v zavislosti na genotypu CSNI1S1 ovlivnénym
faktorem plemene.

Jogurtovy test Vlockovitost - Vlo¢kovitost Alkoholovy test
(ml NaOH) subjektivné (vtetiny) | piistrojové (vtetiny) (ml alkoholu)
Genotyp | Plemeno
LSM+SM p LSM+SM p LSM+SM p LSM+SM p
BB C100 16.53+0.537 573.1+50.56 309.1+30.43 1.055+0.247
BB H100 14.47+0.392 416.1+59.81 343.5+£35.93 0.870+0.374
BB X 0.2634 | 548+91.192 | 0.281 | 278.8+57.14 | 0.2461 0.546
BC C200 15.55+0.779 571.4+63.29 308.6+£37.44 1.030+0.316
BC H200 11.85+1.317 577.7£156.0 434.5+82.60 0.525+0.584
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Také u technologickych vlastnosti mléka byl efekt plemene neprukazny i jako

interakce genotyp x plemeno. Lepsi vysledky nabizely modely bez interakce.

U testu vlockovitosti subjektivné byl efekt interakce s efektem bez interakce

vvvvv

4.7 Vv interakce genotyp x farma na sledovane vlastnosti
mléka

Pro ziskani vice informaci ohledné genotypovych variant a jejich vlivu na sledované
vlastnosti byl sestaven vliv farmy na genotyp CSN1S1. Vliv farmy symbolizuje
prostiedi, ve kterém dojnice ziji, to se mize mezi jednotlivymi farmami v ruznych
ohledech lisit. Rozdilné prostiedi ovliviiuje expresi ruiznych geni a jejich UCinek.
Prosttedi bylo zatazeno do rovnic a vyhodnoceno. U ndmi sledovanych genotypt
vSak vliv farmy pozorovan nebyl. Vysledky miZzeme odtivodnit nizkou rozdilnosti

Vv prosttedi mezi jednotlivymi farmovymi chovy.
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5. Zavér

Cilem prace bylo genotypizovat vybranou populaci dojnic ¢eského strakatého skotu
a holstynského skotu pro polymorfismus v lokusu CSN1S1. Pro genotypizaci byly
pouzity metody PCR, nested PCR a RFLP. Pro s§tépeni PCR produktii byla pouzita
restrikéni endonukledza Hphl. Druhym cilem bylo uréit frekvence genotypi ve
sledované populaci a zhodnotit vliv vyslednych genotypti na technologické vlastnosti

mléka.

Genotypové frekvence byly zastoupeny v nepfiméieném poméru viici genotypu BC,
ktery se v celosvétovém méfitku vyskytuje v mens$im mnozstvi. Nebyl zjistén
statisticky vyznamny vliv genotypu v genu CSN1S1 na ukazatele mlééné uzitkovosti.
Rovnéz u ukazatelli technologické jakosti mléka nebyl statisticky vyznamny vliv
prokazan. Vyjimka zde byla kysaci schopnost mléka (jogurtovy test). Dale nebyla
zjiSténa interakce mezi genotypem a plemenem, jak u ukazateli mlécné uzitkovosti,
tak u technologické jakosti mléka, tzn. genotyp v CSN1S1 genu ma stejny efekt u

holstynského i ¢eského strakatého skotu. Vliv genotyp x farma také nebyl potvrzen.

Zavérem lze konstatovat, ze sledovany polymorfismus v genu CSN1S1 nema na
ukazatele mlécné uzitkovosti a technologické jakosti mléka vyznamny vliv. Gen
CSN1S1 byl ale zatim analyzovan méné Casto, neZ ostatni geny kodujici mlééné
proteiny. Bylo by proto vhodné analyzy opakovat a rovnéz jej analyzovat jako

soucast haplotypu ostatnich kaseinovych gent.
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6. Seznam zkratek

MCP — koagula¢ni vlastnosti mléka

RCT — ¢as pevnosti syfeniny

SNP — jednonukleotidovy polymorfismus
QTL — lokusy kvantitativnich vlastnosti
MAS — Marked asistation selection

BTA — Bos taurus autozom

REML — maximalni odhad pravdépodobnosti
CN — kasein

CSN1S1 — alpha s1 kasein

CSN1S2 — alpha s2 kasein

CSN2 — beta kasein

CSN3 — kappa kasein

PCR - polymerédzova tetézova reakce

RFLP — polymorfismus délky restrikcnich fragmenta

ELFO — gelova elektroforéza
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