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Celogenomova asociacni studie rezistence mastitidy u

dojeného skotu

Souhrn

Klinicka mastitida je zanétlivé onemocnéni mlééné zlazy, které ma rozsahlé negativni
dopady na ekonomiku i welfare v chovech mlé¢ného skotu. V ramci této prace byla nejprve
sestavena reSerSe Ceskych 1 mezinarodnich odbornych publikaci seznamujici s problematikou
mastitidy, jeji etiologii, epizootologii a zavaznymi ekonomickymi dopady. Nasledn¢ byly
prezentovany také aktudlni poznatky o mozném genetickém zalozeni odolnosti viic¢i tomuto

onemocnéni a bioinformatické metody vhodné k jeho studiu.

V experimentalni ¢asti prace byla za pouziti DNA ¢ipu I[llumina BovineSNP50 DNA
Analysis BeadChip ziskana genotypova data 0 53 218 jednonukleotidovych polymorfismech
(SNP) od celkem 1 258 dojenych krav holstynského plemene a podrobena celogenomové
asocia¢ni analyze s cilem identifikovat useky genomu souvisejici s rezistenci vici mastitide.
Chovatelé doty¢nych zvitat poskytli pro ucely této prace binarni fenotypova data o vyskytu

mastitidy.

Po ocisténi dat na zaklad€ uspéSnosti genotypovani, frekvence minoritni alely a
populacni stratifikace bylo u celkem 51 557 SNP a 1 042 jedinct piistoupeno k vlastni analyze
za pouziti specializovaného softwaru vyuzivajiciho obecny linearni model. U dvou
polymorfismi, BTA-121769-no-rs a BTB-00265951, byla pozorovana statisticky vyznamna
asociace s vyskytem mastitidy — oba se nachazeji na chromozomu BTAG6. Detekované SNP
byly zasazeny do kontextu genomové mapy a diskutovany S vysledky dosavadnich publikaci
obdobného zaméteni. Bylo zjisténo, Zze oba polymorfismy lezi mimo transkribovanou oblast,
ale v tésné blizkosti genii vyznamnych pro imunitni odpovéd’, coz nadale zvySuje

pravdépodobnost jejich vyznamu pro odolnost viéi mastitidé.

Klic¢ova slova: mastitida, asocia¢ni studie, GWAS, SNP, skot, Bos taurus



Genome-wide association study for clinical mastitis

traits in dairy cattle

Summary

Clinical mastitis is an inflammatory disease of the mammary gland which largely
impacts profitability and welfare in dairy farming. In the theoretical part of this thesis, a
comprehensive overview of mastitis, its aetiology, epizootology and economic impacts has
been compiled using international scientific resources. Furthermore, current findings regarding
the potential link of certain genotypes to the resistance to mastitis and the appropriate

bioinformatic methods to study it have been presented.

In the experimental part of this thesis, DNA microarray data has been obtained from
1 258 Holstein cows via Illumina BovineSNP50 DNA Analysis BeadChip, examining 53 218
single-nucleotide polymorphisms (SNPs). Owners of these cows have provided binary

phenotype data capturing the incidence of mastitis in each individual.

After data pruning, controlling for genotype missingness, minor allele frequency and
population stratification, the total of 51 557 SNPs from 1 042 animals has been analysed with
the appropriate software using the general linear model (GLM). Two SNPs, BTA-121769-no-
rs and BTB-00265951, have demonstrated statistically significant associations — both located
on the chromosome BTAG6. The detected SNPs have been further examined via genome
mapping and discussed with relevant publications. They have been found to lie outside of
transcribed regions but within the immediate vicinity of genes essential for the immune

response, which further supports the case for their significance in the resistance to mastitis.

Keywords: mastitis, association study, GWAS, SNP, cattle, Bos taurus
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1 Uvod

Kravské mléko je hojné vyuzivanym zdrojem Zivin pro lidi po celém svété — jen v Ceské
republice bylo v roce 2019 vyprodukovéno pies tfi miliardy litri (CSU 2020). Vzhledem ke své
roz§ifenosti a ekonomickému vyznamu je chov mlé¢ného dobytka dikladné monitorovan za
ucelem dosazeni co nejveétsi efektivity; mezi lety 2002 a 2019 vzrostla praimérna ro¢ni dojivost
(vytézek mléka na jednu dojnici) z 57179 na 8471.,4 litra, tedy o 48 % (CSU 2020).

Zintenzivnéni vyroby vSak provazi také vysoka zatéz na organismus zvifat.

Zanéty mlécné zlazy neboli mastitidy byly zaznamenany u mnoha druhd savcu véetné
¢loveka, u zadného vsak nemaji tak dalekosahlé ekonomické dopady jako u tura doméaciho (Bos
taurus). Primérna ztrata na jednu klinickou mastitidu piipada v Ceské republice na vice nez
devét tisic korun (Kvapilik 2014), pficemz prevalence tohoto onemocnéni v nasich chovech

mlécného skotu ¢ini piblizné 19,8 % (Kasna et al. 2018).

Neni proto piekvapenim, ze je mastitida intenzivné zkoumdna se zamérem nalézt co
nejucinnéj$i metody prevence. Jednou z prulomovych udalosti Vtomto snaZzeni bylo
zptistupnéni novych, komplexnéjSich metod genetické analyzy — Vv nedavnych
celogenomovych asocia¢nich studiich, na néz tato prace navazuje, byla pozorovana spojitost

zvySené odolnosti vii¢i mastitidé s urcitymi genotypy.



2 Védecka hypotéza a cile prace
2.1 Védecka hypotéza

= Asociacni studie na zakladé SNP c¢ipti umozni detekovat oblasti genomu skotu

zodpovédné za vyskyt mastitidy.
2.2 Konkrétni cile prace

= (Cilem prace je na zaklad¢ asociac¢ni studie pomoci dostupnych molekularné
genetickych dat (SNP marker(i) analyzovat useky genomu zodpovédné za vyskyt

mastitidy u dojeného skotu v Ceské republice.



3 Literarni prehled

r v

3.1 Uvod do problematiky zanétti mlééné Zlazy

Mastitida je souborny nazev pro zanéty mlécné zlazy zavinéné specifickymi patogeny
(viz nize), v n€kterych publikacich jsou vSak timto pojmem oznafovany také nespecifické
zanéty projevujici se zménami poétu bunéénych elementtl v mléce (VEU 2018; Kvapilik 2014).
Vyskytuje se typicky v souvislosti s laktaci a byla pozorovana u Siroké skaly druht savci véetné
cloveéka. Jeji pribeh se rozdéluje dle délky na perakutni, akutni, subakutni a chronicky, dle

projevt na klinicky a subklinicky (Hofirek & Haas 2003).
3.1.1 Stavba vemene

MIlécna Zlaza skotu ma fyziologicky ovalny tvar a je rozd€lena na ¢étyfi ¢asti, z nichz
kazda zahrnuje vlastni mlécnou zlazu, cévni zasobeni, systém vyvodnych kanalkt a struk.
Podéln¢ je vemeno rozd€leno na dvé lateralné soumérné poloviny medidlnim zavésnym vazem,
ktery jej upina ke Slacham bti$nich svall a kosti panevni. Ze stran vemeno drZi lateralni zavésné
vazy. Pfi¢na ligamenta jsou méné vyrazna a déli vemeno asymetricky, kaudalni ¢ast je vétsi nez
kranialni (znazornéno na Obrazku 1). Nejcastéji ze zadni strany vemene se mohou vyskytovat
jeden nebo dva nefunkéni struky, takzvané pastruky. Povrch vemene je pokryt jemnou srsti

Vv zavislosti na plemeni, struky jsou v§ak vzdy bez osrsténi (Reece 2010).



Pricna Medialni zavésné
ligamenta ligamentum

Epidermis

Systém
kanalka

Parenchym Y
mlécné zlazy

Pastruk
Struk

Obrazek 1: Schéma pricného rezU vemenem (adaptovino z Nickerson & Ackers 2011).

Zakladni strukturou parenchymu mlécné zlazy je sekrecni alveol. Mlécné alveoly
predstavuji vacky o praméru 50-250 um ustici do vyvodnych kanalkt. Na jejich povrchu se
nachazi kubicky aZ cylindricky jednovrstevny epitel (zndzornéno na Obrazku 2). Kromé
vlastnich alveoltl je mléko ve vemeni skladovano také v cisternach, které ptiléhaji k vyvodim

strukti (Reece 2010).

Kapilara

Obrazek 2. Schéma podélného rezu vemenem a alveolem (adaptovano z Nickerson &
Ackers 2011).
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3.1.2 Fyziologie vemene

Krev do vemene ptivadi zevni stydka tepna, odvadéna je zevni stydkou zilou skrze
tiiselny kandl. Né&které zily vemene usti také do mlécné Zzily (zndmé téz jako kaudalni
povrchova nadbiiskova zila), ktera spolecné se zevni tiiselnou Zilou tvofi u baze vemene Zilny
prstenec. Intersticialni tekutina je odvadéna lymfatickymi cévami, hlavnimi miznimi uzlinami
pro oblast vemene jsou nadvemenné tfiselné uzliny u kaudalni ¢asti jeho zakladny (Reece

2010).

Buiiky epitelu v sekre¢nich alveolech vemene vstiebavaji z kapilarni krve mlécéné
prekurzory a ptetvari je na mlécny cukr (laktozu), tuk a bilkoviny (kasein, syrovatkovou
bilkovinu). Pokud je lumen alveolu naplnén, tlak zptisobi zplosténi bunék sekre¢niho epitelu,

které v dusledku prestavaji syntetizovat nové mléko.

Prekurzorem laktozy je glukdza (viz Obrazek 3). V buikach sekre¢niho epitelu dochazi
k postupné preméné molekul glukézy na galaktozu za Gcasti enzymi HK1, PGM1, UGP2 a
GALT. Takto ptipravena galaktdza je dopravena translokatorem SLC35A2 do Golgiho aparatu,
kde spojenim s druhou glukézou vznika laktoza (Kobayashi et al. 2016).

Lactose Synthesis pathway

d9-2509n|9
£
d1-8s0on|9
9
2s00N|9-dan
19
esojoe[eD-dan

L

JeLuro

Glucose

Obrazek 3: Schéma syntézy laktozy (Kobayashi et al. 2016).

Mlééné bilkoviny jsou syntetizovany z aminokyselin z krevni plazmy, albuminu,
globulinu, fibrinogenu a nebilkovinnych dusikatych latek. Tyto prekurzory jsou zpracovany na

drsném endoplazmatickém retikulu, jmenovité na kasein a syrovatkovy protein. MIé¢ny tuk je
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Z naprosté veétSiny tvoien triacylglyceroly. Ty se do mléka dostavaji bud’ rozkladem krevnich
lipoproteinti (VLDL) nebo syntézou de novo z kyseliny octové a 3-hydroxymaselné (Agropress
2017).

3.1.3 Fyziologické sloZeni mléka

MIéko zdravé kravy je bilé barvy, homogenni konzistence, bez zdpachu, pH 6,2-6,7. Podil
jednotlivych slozek je v priméru (Drbohlav & Vodi¢kova 2002):

= 87 % vody

= 3.3 % bilkovin, ztoho 75-85 % kasein, 15-22 % syrovatkové bilkoviny (j-
laktoglobulin, a-laktalbumin, albumin, globulin), 1,9-3,3 % imunoglobuliny, 2-6 %
protedzo-peptonova frakce.

= 4,4-4,7 % laktozy

= 2,5-6 % tuku

* 0,7 % mineralnich latek (zejména vapnik, draslik, fosfor, rozpustné i koloidné
vazané)

» lipofilni i hydrofilni vitaminy

Nutno podotknout, Ze se slozeni mléka 1isi podle faze laktace, pfi¢emz kolostrum ma tyto
hodnoty vyrazné posunuty ve prospéch tuku a bilkovin. Je také kyselejsi (pH 6-6,6) (Koptiva
2011).

3.1.4 Klasifikace zanétu vemene

3.14.1 Subklinicka mastitida

Subklinicka mastitida je stav, pfi némz jsou do mléka z mista zanétu uvolnovany
patogeny a zvySené mnozstvi bunécnych elementl, ale na mlé¢né Zlaze nejsou pozorovany

typické projevy zanétu. Subklinickd mastitida miiZze pfedchazet klinické (Hofirek & Haas
2003).



3.1.4.2 Klinicka mastitida

Klinickd mastitida je stav, pfi némz jsou do mléka uvoliiovany patogeny, zvysené
mnozstvi bunéénych elementi, a zaroven jsou na mlécné Zlaze pozorovany typické projevy

zanétu podle stupné zavaznosti (Hofirek & Haas 2003):

=  Klinickd mastitida mirného stupné¢ — nevyrazné piiznaky zanétu, prokazatelné strukturni
zmény v mléce (vlocky).

= Klinick4d mastitida stfedniho stupné — stfedné zavazné ptiznaky zénétu (otok, zarudnuti,
zvysena teplota, povoleni zavésného aparatu), vodnaté mléko, systémové zmény (snizeny
ptijem potravy, tachykardie).

= Klinick4 mastitida vysokého stupné — zavazné ptiznaky zanétu (vyrazny otok, zarudnuti az
vznik gangrendznich lozisek, vysoka bolestivost), vyrazné zmény sekretu (hnisavy az

hemoragicky), zavazné systémové zmény (horecka, anorexie, slabost).

3.2 Mastitida u skotu

3.2.1 Etiologie

Puvodci mastitidy se u jednotlivych savct 1isi — u skotu se nejcastéji jedna o bakterie
(viz Obrazek 4), ale zaznamenany jsou i mastitidy zptisobené viry, kvasinkami, plisnémi a

fasami (Candida, Aspergillus, Galactomyces a Prototheca) (Smola 2003).
3211 Environmentalni ptivodci

Do organismu se dostavaji skrze travici soustavu a kazi. Jejich vyskyt je spojovan
zejména s nizkou urovni hygieny prostfedi. Patii mezi né¢ gramnegativni fekalni bakterie,
konkrétn¢ Escherichia coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp. a Serratia spp.
Z grampozitivnich se do této kategorie fadi Streptococcus uberis a nékteré stafylokoky (Smola
2003).



3.2.1.2 Infek¢ni piivodci

Infek¢éni plivodci mastitid jsou vazani na prostfedi mlééné Zlazy a pienaseji se
prostiednictvim kontaminovanych télesnych tekutin. Do této skupiny se fadi nékteré viry, z
bakterii Stafylococcus aureus a dalsi stafylokoky, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae a Mycoplasma bovis. Tito ptivodci nejcastéji zavinuji subklinické infekce (Hofirek
& Haas 2003).

7.3% S. aureus

bakteriologicky negativni
KNS

46,2 % 29,5 %

12,6 %
¢. enterobacteriacae

4,4 %
Sterptococcus spp., Enterococcus spp.

Obrazek 4: Frekvencni zastoupeni bakteridlnich piivodcii zjisténych pri mastitidach u skotu
(Hofirek & Haas 2003). KNS znaci koaguldza-negativnich stafylokoky.

3.2.2 Diagnostika
3221 Zevni vySetteni mlécné zlazy

Hlavnimi metodami zevni diagnostiky mastitidy u skotu je adspekce (pozorovani) a
palpace (pohmat). Pti adspekci je posuzovana pevnost zavésného aparitu vemene, tvar a
velikost vemene, barva klize, tvar strukii a jejich schopnost zadrzet mléko. Pti palpaci je
posuzovana teplota, bolestivost a pevnost vemene, kontroluje se také zdufelost miznich uzlin
(VFU 2018).

Zavésny aparat je fyziologicky pevné upnuty k bfisni sténé€, ¢imz se zasluhuje o typicky
polovejcity tvar vemene. S vékem a nartistajicim poctem laktaci dochazi k jeho povoleni. To
zpusobuje komplikace pii strojnim dojeni a vytvaii predispozici pro zanétliva onemocnéni —

nazorné srovnani na Obrazku 5.



Obrazek 5: Srovndni pevného (nalevo) a uvolnéného (napravo) zavésu vemene (VFU

2018).

Zdravé vemeno by mélo byt bilateralné soumérné a znateln¢ rozdélené na Ctyii Casti
prislusici k jednotlivym strukiim. Z bo¢niho pohledu by mély byt zadni (kaudalni) ¢tvrté veétsi
nez predni (kranialni). Patologickym nalezem je naruSeni symetrie zmenSenim (atrofii) nebo

naopak otokem jedné ze ¢tvrti (VFU 2018).

Barva kize je fyziologicky rtizova nebo odpovidajici pigmentaci jedince, pfiznakem
zanétu je zarudlost, ptipadné az gangren6zni Cernofialové zbarveni. Na kizi vemene by se
nemély vyskytovat rany a odérky, které piedstavuji vstupni brdnu pro nékteré piivodce

mastitidy.

Pti vySetieni strukti se posuzuje jejich tvar, velikost, pocet a pevnost jejich svérace. Mély
by byt kuzelovité, jeden az dva centimetry dlouhé, v poctu ¢tyf. Je mozny vyskyt tietiho paru
nefunk¢nich strukii (nejéastéji na zadni ¢asti vemene) — funkéni pastruky predstavuji riziko
uniku mléka a misto vstupu infekce. Predispozici pro zanéty je vyhtez strukového kanalku,

ktery vznika pfili§ intenzivnim dojenim (VFU 2018).

Pti palpac¢nim vySetfeni se srovnava teplota jednotlivych ¢tvrti — vyssi teplota jedné ¢tvrti
je ptiznakem zanétu. Zanicenda ¢tvrt’ nebo ¢tvrté vykazuji bolestivost, kterd se zjistuje podle
obranné reakce zvifete na tlak. Na zanét ukazuje také zdutfeni supramamarnich miznich uzlin,

které 1ze nahmatat z kaudalni strany nad vemenem (VFU 2018).



3.2.2.2 Vysetfeni sekretu mlécné Zlazy

Prvnim krokem pii vySetfeni sekretu je posouzeni struktury mléka v misce s cernym
dnem. Za fyziologicky nalez se povazuje bilé homogenni mléko nebo kolostrum bez zapachu.
Za patologicky nalez se povazuje netypicky zépach, vlocky v mléce, vodnaty sekret, zluty

sekret ¢i rizove az Cervené zabarveny sekret (s krvi).

Pokud se v mléce nevyskytuji viditelné zmény, ale vemeno jevi znamky zanétu,
piistupuje se ke stajovému NK testu. V piipadé€ pozitivniho nalezu nasleduje kultivace a volba

vhodné 1écby.

= NK test neboli kalifornsky test je stajova metoda detekce zvySeného poc¢tu somatickych
bun¢k v mléce. Do mléka se fyziologicky uvolnuji epitelidlni bunky z ktize ¢i mlécné
zlazy a bilé krvinky, které do né&j pronikaji z krve (makrofagy, neutrofily a lymfocyty).
Pocet somatickych bunék na jeden litr mléka zavisi na fazi a pofadi laktace (zvySeny je
napiiklad u starSich dojnic nebo v kolostru), pfili§ vysoky je v§ak typickym znakem zanétu
mlécné zlazy. Test funguje na principu reakce Cinidla s bunéénymi membranami — pfi
vysokém poctu bunék je vysledny roztok hustsi a podle pH méni barvu (pfi zanétech je
pH vyssi). Strojové méfeni poctu somatickych bunék pomoci optickych metod miuze
kalifornsky test nahradit a detekci zpfesnit (Hofirek & Haas 2003).

= Stajova kultivace se vyuziva pro stanoveni vhodné 1é¢by — do Petriho misky rozdélené na
tf1 Casti se sterilni klickou naockuje vzorek mléka a inkubuje se pfii teploté 37 °C po 20
hodin. Jedna tfetina média v misce je neselektivni, druha je selektivni na gramnegativni
bakterie, tfeti na grampozitivni. Podle vzeslych kultur je mozné zvolit antibiotika cilena

na konkrétni skupinu ptivodcil (Hofirek & Haas 2003).
3.2.3 Prevence

Vhledem k rtiznorodosti moznych pivodct mastitidy jsou zakladni doporuceni pro jeji

prevenci pomérné obecna (Weisberg 2013):

I.  Udrzovani ¢istého prostiedi bez odvratitelnych stresort.
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VI.

VIL.

Peclivé ocisténi strukt pred piipojenim dojici jednotky. K ¢isténi struka by se
neméla pouzivat béznd voda z vodovodu, ktera je pro fadu ptivodcti mastitidy
vhodnym prosttedim.

Vysetfeni strukii pred dojenim na odérky ¢i jind poranéni. Poranéné struky by
nemély byt intenzivné dojeny.

Namaceni strukti do specialniho germicidniho roztoku pted dojenim a gelu mezi
dojenimi. Roztoky zanechavaji struk suchy a dezinfikovany pro pfipojeni dojici
jednotky, gely pro pouziti mezi dojenimi vytvoii na povrchu struka film, ktery
zabranuje vstupu patogentl (viz Obrazek 6). K aplikaci dezinfek¢nich prostredkli
se pouzivaji aplikacni kalisky, které¢ by mély byt mezi aplikacemi u riznych dojnic
diikladné ocistény.

Pravidelna kontrola konzistence mléka ze vSech ¢tvrti vemene pomoci NK testu.

Vhodné pouzivani dojicich jednotek — dojeni by mél provadét dostatecné
kvalifikovany personal. Nespravna aplikace mtize zplsobit poranéni struku a tim
vytvortit vstupni branu pro patogeny.

Slechtitelské programy zaméiené na zvyseni odolnosti viiéi mastitidam.

Obrazek 6. Struky namoceny v gelu Barier LuxDIP 50 B.
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3.2.4 Metody léEby

Lécba ma dva hlavni cile: snizeni poctu buné¢nych elementi v mléce na takovou
hodnotu, aby se krava mohla co nejdiive vratit do produkce, a eliminaci ptavodce, je-li to

dosazitelné.

Zakladem 1écby zlstavaji antibiotika. Ta mohou byt aplikovana pfimo do mlécné zlazy
(intramamarng), nebo mohou byt podavana systémové (podkozné, do svalu; K zanétu se
dostavaji skrze krev). Intramamarni antibiotika jsou vhodna zejména u krav s mirnym zanétem

V jedné ¢tvrti vemene (Laven 2016).

U krav se silnym zdnétem nebo zanétem postihujicim vice ctvrti se pfistupuje
k systémové 1éEbé. Antibioticka latka je zvolena podle vysledkt kultivaéniho testu. U
zavaznych zanéti se navic pfistupuje K aplikaci nesteroidnich antiflogistik (1ékt s
vemeny a kravy s vysokou recidivitou onemocnéni je ¢asto ekonomicky nevyhodné 1é€it, byvaji

tudiz vyfazeny z chovu (Laven 2016).
3.2.5 Epidemiologie

Prevalence mastitidy se li$i lokaln€ podle oblasti 1 hygienickych podminek konkrétniho
chovatelského zatizeni, od praimérné prevalence 74,7 % v Etiopii (Abebe et al. 2016) pies 44,7
% v Indii (Bansal & Gupta 2009), 25 % v Norsku (Q@steras et al. 2006) po 19,8 % v Ceské
republice (Kasna et al. 2018).

3.2.6 Ekonomicky vyznam

Uzitkovost je zakladnim ukazatelem hodnoty jakéhokoliv produkéniho chovu, v ptipadé
chovu zaméfeného na produkci mléka hovoiime o mlééné uzitkovosti. M1é¢na uzitkovost je
kombinaci dojnosti (schopnosti tvofit mléko) a dojitelnosti (schopnosti uvolfiovat mléko
z mlécné zlazy), souhrnné se tyto dvé vlastnosti vyjadiuji jako dojivost (mnozstvi ziskaného

mléka za dané ¢asové obdobi) (Noskova 2016).

Mastitida negativné ovlivituje obé slozky dojivosti. Vzhledem k vysoké prevalenci a

nutnosti docasné¢ho ¢i trvalého vyfazeni nemocného kusu z produkce pifinasi mastitida
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mlékarenskému primyslu vyznamné ztraty — v Ceské republice pies 9 000 K& (rozpéti 4 000-
18 000 K¢) na jednu mastitidu (Kvapilik 2014), 265 EUR (pies 7 000 K¢) primérné v Evropské
unii (Nielsen 2009), studie z USA uvadi 444 USD (pies 11 000 K¢) (Rollin et al. 2015). Na
ztratach se podileji z 53 % niz$i trzby za prodané mléko, z 20 % vyfazovani nemocnych krav,
Z 14 % néklady na léky a 1éceni krav, ze 7 % préace na oSetfovani nemocnych krav a 6 % srazky

z ndkupni ceny mléka (Kvapilik 2014).
3.3 Genom skotu

Standardni genom tura domaciho je dlouhy okolo 2 857 605 192 bazi (bp) a je roz¢lenén
do 30 part chromozom, z toho 29 parii autozomt a jednoho paru gonozomu (XX u krav, XY
u bykt). Jednotlivé autozomy se V literatufe oznacuji BTA[Cislo piislusného chromozomu]
(zkratka pro Bos taurus autosome), napiiklad BTA6, BTA29,... Normalni karyotyp skotu je

zachycen na Obrazku 7.
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Obrazek 7: Karyotyp skotu (lannuzzi 1996)
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3.4 Metody genomového mapovani

V poslednich letech je intenzivné zkoumana dédicna slozka nachylnosti, respektive
odolnosti vii¢i mastitidé. Jedna se ziejmé o polygenné podminény znak s nizkou dédivosti (h?),
odhadem Banos et al. (2017) 0,09-0,18. Pii uspésné identifikaci dostate¢ného mnozstvi

souvisejicich genotypt je vSak mozné uplatnit poznatky genetické analyzy v procesu Slechténi.

Pomoci celogenomovych asocia¢nich studii (v odborné literatuie ¢asto pod zkratkou
GWA nebo GWAS jako genome-wide association study) byla vytipovana fada kandidatnich

jednonukleotidovych polymorfismt (SNP). Pro asociaéni studii jsou kli¢ové nasledujici kroky:
3.4.1 lzolace DNA

Izolace pfedchéazi vSem dal$im metoddm genového inZenyrstvi, které pro své fungovani

vyzaduji ¢istou nukleovou kyselinu.

Izolace DNA se provadi kombinaci enzymatickych Ccinidel (proteindzy, RNazy),
pufracnich ¢inidel (lyzaéni pufry, promyvaci pufry, fedici pufry) a fyzikalniho pusobeni
(centrifugace pies filtr vazajici DNA, michani tfepackou, zahtivani). Koncentraci DNA ve
vysledném izolatu je nasledné nezbytné zkontrolovat pomoci UV/VIS (ultrafialovo-viditelné

spektroskopie).
3.4.2 PCR - polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce je v molekularnich technologiich rutinné vyuZivana pro
zmnozeni a oznaceni izolované DNA. Nejprve je nezbytné piipravit roztok, ktery obsahuje
primery (navrzené specificky pro tusek, ktery chceme amplifikovat), smés dNTP
(deoxyribonukleosidtrifosfati vSech c¢tyf bazi), chlorid hofe¢naty, termostabilni DNA
polymerazu (oblibena je napiiklad Taq polymeraza z horkovodni bakterie Thermus aquaticus,
ale na zakladé pozadavku konkrétni reakce se da pouzit i fada jinych), purifikovanou vodu a
reakéni pufr (nejcastéji kombinace KCl a Tris HCI, upravuje pH a koncentraci soli v reakci)

(Lorenz 2012).

Pro kazdou PCR je tfeba dvou typt primert — ptedni ,,forward* primery, komplementarni

k sekvenci nachazejici se ve sméru 5° od zvoleného useku, a zadni ,,reverse* primery ve smeru
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3¢. Primery se voli tak, aby nasedaly co nejblize z obou stran zvoleného useku. Mivaji délku
15-30 bézi a nesméji vykazovat nezddouci komplementaritu v ramci vlastniho vlakna ani paru
(Lorenz 2012). Pro jejich navrzeni lze vyuzit specializovanych programu, naptiklad Primer3
(Untergasser et al. 2012) nebo Primer-BLAST (Ye et al. 2012).

PCR roztok s cilovou DNA je vystaven amplifika¢nimu procesu o tfech fazich, které se

opakuji do dosazeni kyzeného poctu kopii (obvykle tiicetkrat) (Lorenz 2012):

1) Denaturace — roztok je po 30 az 60 sekund vystaven teploté 95 °C, DNA se rozpléta

(denaturuje) na dvé oddélena vlakna vlivem uvolnéni vodikovych mustk.

2) Annealing (nasednuti) primert — teplota se na 30 sekund snizi na hodnotu odpovidajici
parametrim primerd, obvykle mezi 50 a 60 °C. Primery se navazi na komplementarni mista

templatové DNA.

3) Extenze — teplota se zvysi na 72 °C, za pusobeni DNA polymerazy se od primert

syntetizuji komplementéarni vlakna.
Pristroj, ktery se pro tuto reakci pouziva, se nazyva termalni cykler.

Metoda PCR je primarné ur¢ena pro amplifikaci kratkych fragmentt, pii amplifikaci
celého genomu, jako je potieba pro GWAS, se pfistupuje k riznym zplisoblim, jak toto omezeni

obejit:

» LA-PCR (ligation-anchored PCR) — nespecificka RNA ligaza je pouzita ke kovalentnimu
navazani urcitého oligonukleotidu ke koncim cilové DNA. Pro naslednou PCR jsou
pouzity primery komplementarni k tomuto pifidanému oligonukleotidu (Troutt et al.
1992).

= |RS-PCR (interspersed repetitive sequence-PCR) — metoda vyuZivajici mikrosatelitnich
repetic, které se u zkoumaného druhu ¢asto vyskytuji, jakozto primert (Phan et al. 2000).

= PEP-PCR (primer extension preamplification PCR) a DOP-PCR (degenerate

oligonucleotide-primed PCR) — metody vyuzivajici smési vice degenerovanych (=
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vzajemn¢ podobnych) Ci Castecné degenerovanych primert. Pro zpfesnéni se navic

ptidava i druha DNA polymeraza s opravnou aktivitou (Arneson et al. 2008).
3.4.3 Detekce variability

3.4.3.1 Vazebna analyza

Genova vazba je tendence vloh dédit se spolecné, souvisi s jejich prostorovou blizkosti
Vv genomu. Principem vazebné analyzy je identifikace chromozomalni oblasti, kterd se déli se
sledovanym fenotypem v jedné ¢i vice piibuznych skupindch, pomoci celogenomového
genotypovani pravidelné rozlozenych markeri se zndmou pozici a nésledného
bioinformatického vypoctu spojitosti. Pro kazdy zkoumany marker je vypocitana celkova
pravdépodobnost (podil pravdépodobnosti, Ze jsou dva lokusy ve vazbé, a pravdépodobnosti,
ze nejsou). Logaritmus tohoto poméru se oznacuje jako LOD skore. Markery, které soustavné
koreluji se sledovanym fenotypem (nerekombinuji), tak vymezuji kandidatni oblast velkou

Vv tadu jednotek centimorgant (cM) pro hledany gen (Stranecky 2015).

3.4.3.2 Analyza poc¢tu zmén kopii DNA

Strukturni zmény o velikosti vice nez 50 bp se oznacuji jako copy number variations
(CNV). Mohou byt dédéné nebo vznikajici de novo, lze je detekovat pomoci CGH ¢&ipi
(komparativni genomova hybridizace) a byly spojeny sfadou fenotypt véetné polygenné
podminénych znakt, u holstynského skotu napiiklad zakladnimi parametry produkce mléka

(Liu et al. 2019).

3.4.3.3 Exomové sekvenovani

Exomové sekvenovani se pouziva u vzacnych fenotypu, kde se pfedpoklada de novo
kauzalni mutace v oblastech genomu, které¢ obsahuji kdédujici oblasti pro vybrané (ptfipadné
vSechny) proteiny. Vysledek sekvenovani se nasledn€¢ porovnava sexomovou knihovnou
(Stranecky 2015).

16



3.4.3.4 Homozygoni mapovani

Homozygotni mapovani je metodou vyuzivanou zejména pro hledani mutaci
podminiujicich vzacné fenotypy. Vychéazi zptedpokladu pfibuznosti rodict jedince
vykazujiciho sledovany znak a spoc¢iva v detekci dlouhych autogennich (tj. pochazejicich od
spole¢ného ptedka) oblasti v genomu. Lze provadét v kombinaci s metodou DNA ¢Cipi
(Stranecky 2015).

3.4.35 Analyza pomoci DNA ¢ipt (DNA microarray)

DNA ¢ipy jsou malé desticky (odtud jejich jméno) s velkym mnozstvim jamek, ve
kterych jsou pfedem pevné navazané oligonukleotidové sondy. Kazda jamka vaze jeden
unikatni Gsek se znamym jednonukleotidovym polymorfismem (single-nucleotide
polymorphism neboli SNP; misto v genomu, kde se od sebe jedinci mohou lisit v jedné nukleové

bazi). Postup analyzy je ramcové tento (LaFramboise 2009) (ptehled na Obrazku 8):

1. Sledovana DNA je pfedem namnoZena metodou PCR (viz vySe) a fluorescenéné oznacena.

2. Fluorescen¢né znac¢ena DNA se nanese na ¢ip a necha se hybridizovat se sondami.

3. Nenavazana DNA je z ¢ipl odstranéna (washing).

4. Cipy jsou osviceny UV lampou. JamKy s navazanou DNA sviti, to znamend, Ze se U
zkoumaného jedince ptislusny SNP vyskytuje. Pokud jamka nesviti, znamena to, Zze ve
zkoumané DNA tento polymorfismus pfitomen neni. Heterozygotni zaloZeni je detekovano
Kazdy ¢ip tedy obsahuje dvojnasobny pocet jamek oproti poctu sledovanych SNP — jednu

pro kazdou alelu.

DNA ¢ipy lze nechat sestavit na zakazku u specializovanych laboratofi, v soucasné dobé
je vSak pro analyzu SNP u skotu dostupna i fada komerc¢né nabizenych sad — standardem pro
nyni jiz rutinni genotypovani v chovu skotu se stal Illumina BovineSNP50 DNA Analysis
BeadChip (Illumina, Inc., San Diego, USA), ktery snima data o 53 218 SNP. Pro rozsahlejsi
genotypovani naptiklad plemennych byki jsou k dispozici vysokokapacitni ¢ipy Illumina
BovineHD DNA Analysis Kit (777 962 SNP) a Affymetrix Axiom Genome-Wide BOS 1 Array
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(648 874 SNP) (Affymetrix, Inc., Santa Clara, USA) (Rincon et al. 2011), bohuzel zatim nejsou
mezi chovateli mlécného skotu Siroce vyuzivané predev§im vzhledem ke své zvysSené financni

naro¢nosti.

Amplifikace a znaceni
DN

fluorescencénim barvivem

Zkoumani DNA @ @
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DNA navazana na a oznac¢enou DNA

komplemetarni bez
oligonukleotidy v jamce nenavazanych
cipu rezidui

A
Sviti jamky s témi formami SNP, které byly
ve zkoumané DNA pritomny.

Obrdazek 8: Schéma detekce SNP pomoci DNA cipu (adaptovano z Mishra et al. 2017)
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3.4.4 Zpracovani dat z DNA dipu

3441 Ptevod surovych dat do pracovniho formatu

Produktem SNP genotypovani je obvykle soubor se surovymi daty (.txt), ktery se

k dalsimu zpracovani upravuje pomoci specializovaného softwaru — pro ¢ipy od firmy Illumina

(Mumina, Inc., San Diego, USA) lze pouzit napiiklad Illumina GenCall, Illumina

GenomeStudio nebo R s k tomu ur¢enym bali¢kem funkci, jako je argyle (Morgan 2015) ¢i

Bioconductor (Huber et al. 2015). Kromé tohoto souboru je nutna také mapa sledovanych SNP,

jez je obvykle dodavana vyrobcem Cipu, a soubor s daty o fenotypu, ktery je nutno sestavit

zvI14ast’.

Pozadovany vystupni format prvniho kroku zavisi na softwaru zvoleném pro dalsi

zpracovani — mezi nejuniverzalngji vyuzitelné patii formaty programu PLINK (kombinace .ped

a.map nebo .bed, .fam a .bim, viz Obrazek 9), VCF nebo Hapmap (Bradbury et al. 2020).

*.ped *.map
FID IID PID MID Sex P rs1 rs2 rs3 Chr SNP GD BPP
1 1 0 0 2 1 CT AG AA 1 rsl 0 870000
2 2 0 0 1 0 CC AA AC 1 rs2 0 880000
3 3 0 0 1 1 CC AA AC 1 rs3 0 890000
* fam * bed *.bim
FID IID PID MID Sex P Contains binary version of the Chr SNP GD BPP Allelel  Allele2
1 1 0 0 2 1 SNP info of the *.ped file. 1 rsl 0 870000 C T
2 2 0 0 1 o (not in a format readable for 1 (55 0 880000 A G
humans)
3 3 0 0 1 1 1 rs3 0 890000 A C
Covariate file
FID 1D Cc1 c2 Cc3
1 1 0.00812835  0.00606235 -0.000871105 FID Family ID rs{x} | Alleles per subject per SNP
2 2 -0.0600943  0.0318994 -0.0827743 11D Individual ID Chr Chromosome
3 3 -0.0431903  0.00133068 -0.000276131 PID | Paternal ID SNP__| SNP name
MID | Maternal ID GD Genetic distance (morgans)
Sex Sex of subject BPP | Base-pair position (bp units)
P Phenotype C{x} | Covariates (e.g., Multidimensional
Scaling (MDS) components)

Obrazek 9: Prehled formati programu PLINK s legendou (Marees et al. 2018).
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3.4.4.2 Cisténi dat

Pted vlastni asociacni analyzou je nutné data ocistit od jedinci a SNP, u nichz podil
chybéjicich dat presahuje 10 %, a od jedincii s mendelistickou chybou nad 5 % (v ptipadé
dostupnych dat o piibuznosti). Dale se vyfazuji vzacné varianty pomoci MAF filtru (= Minor
Allele Frequency, frekvence minoritni alely, typicky nastaveno na 0,01 nebo 0,05) (lllumina
2016).

V nasledujicim kroku je nutné provést stratifikacni analyzu, ktera pomutze odhalit mozné
zkreslujici efekty v pfipadé€, ze se v souboru vyskytuji oddélené shluky geneticky podobnych
jedinct (viz Obrazek 10). Statistické modely pouzivané pro asociacni analyzu totiz potiebuji
ke svému spravnému fungovani populaci co nejblize normalnimu rozdéleni (Rawlings et al.
1998). Timto zpusobem je také mozno identifikovat a vyfadit z analyzy jednotlivce, ktefi se
zbytku souboru silné vymykaji a taktéz by mohli vysledky zkreslovat (v anglicky psané
literatufe oznacovani jako outliers) (Marees et al. 2018).
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Obrazek 10: Graf genetické stratifikace z Marees et al. (2018), barvy znaci prislusnost
K etnikiim severoamerického obyvatelstva. Mezi jednotlivymi etniky je patrnd vysoka

stratifikace a lze v ramci nich identifikovat jedince, kteri se vyznamné vymykaji.
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Ke kontrole stratifikace se obvykle pouziva jeden ze dvou pfistupii: analyza hlavnich
komponent (Principal Component Analysis, PCA) nebo multidimenzionalni $kalovani
(Multidimensional Scaling, MDS).

Analyza hlavnich komponent spociva vtom, ze se zpuvodnich proménnych
(genotypovych dat) kazdého jedince vytvoii linearni kombinaci nové, umélé proménné
(komponenty), které vyjadiuji, do jaké miry se jedinec podili na celkové variabilité populace.
Cim vice komponent je pouZito, tim vy$§i procento variability vysvétluji. Jedinci

s nejextrémnéj$imi hodnotami komponent jsou vytazovani (Wang et al. 2009).

Multidimenzionalni $kalovani vyuziva pouziva parové IBS (Identity By State) vzdalenosti
ziskané na zaklad¢ skrytého Markovova modelu (blize v Purcell et al. 2007). Opét se jedna o
kvantifikaci variability — ¢im vice alel maji dva jedinci spole¢nych, tim blize si v ramci paru
jsou. Pfi analyze IBS vzdalenosti je sestavena matice téchto parovych statistik mezi kazdymi
dvéma jedinci (kde 0 = zcela identicky a 1 = zcela odliSny). Na zdkladé multidimenzidlniho
Skalovani pak lze data z této matice prevést do podoby linearnich vzdalenosti mezi jedinci
Vv jednotlivych dimenzich — opét plati, ze ¢im vice dimenzi je posuzovano, tim véEtsi procento

variability vysvétluji. Jedinci s nejextrémnéjSimi pozicemi v dimenzich jsou vyfazovani.

Jednotlivé komponenty i dimenze lze proti sobé graficky promitat na bodovém grafu
(srovnani obou metod na Obrazku 11). Cisténi dat 1ze provést v programech PLINK (Purcell et
al. 2007), TASSEL 5 (Bradbury et al. 2007) nebo vhodnych knihovnach R.
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A. Population structure identified by first 6 principal components
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Obrazek 11: Grafické srovnani vysledkii stratifikacni analyzy pomoci PCA o Sesti
komponentdch (nahore) a MDS o Sesti dimenzich (dole) (Wang et al. 2009). Je zrejmé, zZe

pouczité metody jsou srovnatelné ucinne.
3.4.4.3 Moznosti zapisu fenotypu

Fenotyp se z bioinformatického hlediska déli do dvou hlavnich kategorii — kvalitativni a
kvantitativni. Nejjednodussim typem kvalitativniho fenotypu je fenotyp binarni — sledovany
fenotypovy projev u jedince je ¢i neni pozorovan. Binarni fenotyp se zapisuje typicky [1,0],
ptipadné [1,2]. Nebinarni kvalitativni fenotyp je pro potieby analytickych programii také nutno
oznacit Ciselné (napt. 0 mulze znalit zlutou, 1 oranzovou a 2 modrou barvu duhovky).

Kvantitativni fenotyp je vyjadien ¢iselnou hodnotou znaku.
3444 Stanoveni hladiny vyznamnosti

Pti mnohonasobném testovani roste pravdépodobnost chyby prvniho druhu (zamitnuti

nulové hypotézy, kdyz plati), je proto nutné upravit hladinu vyznamnosti. Nej¢astéj$i metodou
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je Bonferroniho korekce, ktera spociva ve vydéleni zékladni hladiny vyznamnosti (u
biologickych dat rovna 0,05) poétem testovani, tedy po¢tem sledovanych SNP (Marees et al.
2018). Hladina vyznamnosti i naméfené p-hodnoty se v publikacich pro lepsi ptehlednost
obvykle vyjadiuji jejich zapornym dekadickym logaritmem (vyS$i hodnota zaporného

logaritmu odpovida vyssi vyznamnosti, nikoliv naopak jako u p-hodnot).
3.4.45 Vlastni asocia¢ni analyza

Vlastni asociacni analyzu lze realizovat v jednom z fady dostupnych specializovanych
softwart: PLINK (Purcell et al. 2007), BLINK (Huang et al. 2018), SNPTest (Marchini &
Howie 2010), TASSEL 5 (Bradbury et al. 2007), GEMMA (Zhou & Stephens 2012) a mnoho
dalSich — tyto softwary jsou obvykle volné dostupné z internetovych zdroju, volba zalezi na
potiebach konkrétniho vyzkumu a povaze dat. Metodika, pouzité statistické modely a podoba
vystupnich dat se odviji od pouzitého softwaru, spole¢nym cilem vsak je stanoveni signifikance

(p-hodnoty) pro jednotlivé SNP markery.
3.44.6 Vyhodnoceni vysledki

Ve findlni fazi jsou SNP sefazeny podle p-hodnoty od nejnizsi a porovnany s hladinou
vyznamnosti, kterd byla pro danou studii zvolena. SNP, jez byly zjistény jako vyznamné, jsou
podrobeny bliz§imu prozkoumani, dohledani nejblizSich genti a diskusi s pfislusnymi
publikacemi. Na zaklad¢ odhadu efektu alel 1ze urcit zadouci alelické sestavy — pokud je
patologicky fenotyp zapsén jako 1 a fyziologicky jako 0, vybirdme sestavu s nejniz§im efektem
jako nejvice Zadouci. Protoze vSak v chovu skotu neni obvyklé Slechtit zv1ast otcovské a
matefské linie, je v piipadé heterozygotni zadouci sestavy vhodné vyhodnotit i to, ktera alela
piiznivéji ovliviluje fenotyp ve své homozygotni sestavé. Zadouci sestavu lze uplatnit pouze v
ramci jednoho plemene — mize se stat, ze SNP reprezentuje jen misto v genové vazbé se
skute¢nou kauzalni mutaci a mezi plemeny se v ném vyskytuje odlisnost (Porto-Neto et al.

2014).

Vysledky lze vizualizovat typem grafu nazyvanym podle svého vzezieni ,,Manhattan®.

Tento graf zachycuje —logio(p) na ose y a pozici jednotlivych SNP na ose x, obvykle je doplnén
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(o)

jednu nebo vice vodorovnych ptimek reprezentujicich hladinu vyznamnosti po Upravé a

prepocteni na zaporny dekadicky logaritmus — piiklad na Obrazku 12. Body nad hladinou

vyznamnosti reprezentuji statisticky vyznamné polymorfismy.
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Obrazek 12: Manhattan graf pro dojivost u holstynského a jerseyského skotu (Aliloo et al.
2015).

Druhym typem grafu, ktery se z vysledkii asociacni analyzy typicky sestavuje, je tzv.

kvantil-kvantil neboli Q-Q graf (Obrazek 13). Srovnava teoreticky (ofekavany) a naméteny

kvantil p-hodnot, slouzi pro kontrolu normalniho rozdéleni— ocekavame, ze pouze velmi mala

cast sledovanych SNP bude vykazovat asociaci, tudiZz vétSina kiivky bude odpovidat

normalnimu rozd¢leni (teoretickym kvantiliim). Ptili§ vyrazna odchylka od stiedni osy mize u

GWAS ukazovat na stratifikaci populace nebo vazbovou nerovnovahu (linkage disequilibrium,

jev, kdy je méteni zkresleno zvySenym vyskytem urcité kombinace alel polymorfismt, které

jsou spolu ve vazbé, pfi¢emz pouze ¢ast z nich je skute¢né odpovida kauzalni oblasti) (Marees

et al. 2018).

24



w - w —
L]
—_ w — n — .
(=N =N
= . e %
> ¥ . S <
e} i<}
| |
- © 7 i) @
g g
o] oo @ o -
w 7]
0 o
o _ | o _
o — o -
T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Expected —logiq(p) Expected —loge(p)

Obrazek 13: Priklady uspokojivého pribéhu Q-Q grafii pro GWAS (Welderufael et al.
2018).

3.5 Uskali studia genetického zaloZeni odolnosti vii¢i mastitidé

Ackoliv je mastitida intenzivné zkoumana, vysledky predchozich asociacnich analyz se

Casto neshoduji. Geneticky vyzkum odolnosti vii¢i mastitid€ je komplikovan nékolika faktory:

Nizka dédivost — vysledky pro znaky s nizkou dédivosti mohou byt snadno zkresleny
vlivy prostiedi. Tento efekt se d4 minimalizovat pouze ¢astecné peclivou prioritizaci
asociovanych SNP a zpétnou kontrolou jejich biologické vyznamnosti. Napiiklad Cai
et al. (2018) ovétovali vysledky asociaéni analyzy naslednymi testy exprese
ptiléhajicich genti ve tkani mlécné zlazy pti napadeni bakterii Escherichia coli. Pro
zjednoduSeni celého procesu se mize misto konkrétnich informaci o fenotypu
vyuzivat odhad plemenné hodnoty pro sledovany znak, ktery byva u hospodaiskych
zvitat dostupnéjsi a s vyskytem mastitid koreluje.

Naroc¢nost na kvalitu i kvantitu dat — z povahy asociacni analyzy vyplyva, ze se jeji
pfesnost zlepSuje s velikosti vzorku. Pro vlohu s takto nizkou dédivosti je vhodné
analyzovat data od nejméné stovek jedincu, pii¢emz vSichni musi mit co nejpiesnéji
znamy fenotyp a co nejkonstantnéj§i podminky (potencialni zkreslujici faktory).
Laboratorni zpracovani takového mnoZstvi vzorkil je finanéné i ¢asov€ narocné.

V chovech dobytka je ale casto jiz zavedeno genotypovani plemennych zvifat pomoci
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3.6

SNP cipa, je proto mozné vyuzit jiz existujicich dat z databazi chovatelskych
markerd, jedna se pouze o nepatrny zlomek bezmala 30 000 000 SNP, které byly pfi
opakovaném sekvenovani genomu skotu zaznamenany (Snelling et al. 2019).

Nedokonalé zmapovani genomu — mnohé SNP jsou identifikovany programy pro
asociacni analyzu jako kauzalni, nenachazi se ale v blizkosti zadného znamého genu.
Aktudlné neni mozno s jistotou fict, Ze jejich oblast nema dosud nezjistény biologicky
vyznam (mimo geny se mohou nachazet napiiklad enhancer/silencer sekvence
ovliviwgjici transkripci) (Halfon 2020). Pro prioritizaci se v okoli kandidatnich SNP
dohledavaji vazna mista pro transkrip¢ni faktory (TFBS) a signalni proteiny. K tomu
se vyuziva specializovanych predikénich programii, naptiklad PhysBinder (Broos et
al. 2013) nebo GeneMANIA (Warde-Farley et al. 2010) (Suravajhala & Benso 2017).

Dosavadni asociacni studie odolnosti vu¢i mastitidé

Rané asocia¢ni studie vyuZzivaly mikrosatelitnich markerii a jejich zavéry byly pouze

ptiblizné predpovédi, na kterych chromozomech by se mély kauzalni mutace koncentrovat
(naptiklad Lund et al. 2007).

Sodeland et al. (2010) provedli laboratorni analyzu 2589 plemennych bykt norského

cerveného skotu a pro posouzeni souvislosti s rezistenci vii¢i mastitidé sledovali jejich dcery.

Sledovano bylo 17 349 SNP. Data byla zpracovana souhrnné i v ramci soubort dat podle pofadi

laktace, ve které byla mastitida u dcer zaznamenana, pti¢emz pro kazdy SNP bylo vypocitano

skore vérohodnostniho poméru (LRT). Vyznamna souvislost s prevalenci mastitidy byla
zjiSténa u celkem 29 SNP (Obrazek 14). Nejsilngjsi asociace byla zjisténa u SNP BTA-119376
na chromozomu BTAG.
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BTA SNP Position (bp) D1 LRT D2 LRT CDLRT TP

2 BTA-47902 68 074 185 4.92 3.26 15.50 CM3
2 BTA-120621 103 854 622 3.29 3.05 12.72 CM1
2 BTA-120624 103 892 096 5.03 3.26 15.52 M1
2 rs29025784 112 396 633 4.06 410 14.62 CM1
4 rs29020694 90 418 076 5.65 3.23 20.14 CM1
6 BTA-119376 90 670 190 3.28 12.74 32.36 CM1
6 BTA-119376 20670 190 2.76 3.16 15.46 Ccme
6 BTA-77136 94 544 954 18.80 CM4
6 BTA-109071 95 256 811 14.18 CMmeé
6 BTA-77356 96 189 520 3.08 5.18 15.60 CM1
7 BTA-78563 22841729 16.92 CM5
7 BTA-99486 26 347 331 16.80 CM5
9 BTA-84619 88 416 414 2.95 2.71 CM5
10 BTA-79349 92 455 424 14.20 CMmeé
13 rs29022774 62 928 524 13.90 CM4
13 rs29022775 62 928 533 15.90 CMm4
14 rs29012803 17 289 087 14.90 CM5
14 BTA-34796 40 769 096 15.36 CmM2
14 BTA-34923 45 153 040 18.34 CmM2
14 BTA-111421 47 425 522 15.96 cm2
16 BTA-38543 33335777 14.64 Cm1
17 BTA-103789 34 861 876 3.02 2.76 12.84 CM5
20 BTA-25160 31659 731 15.16 CmM2
20 BTA-50239 35530 051 2.96 3.84 16.02 M1
20 BTA-50236 35861 339 17.10 CM1
20 rs29021255 38 261 470 14.88 CM3
20 BTA-19985 43 267 496 20.76 CM1
20 BTA-22852 50 780 080 14.36 CM5
29 rs29027496 45 602 144 14.36 M1

CM, clinical mastitis; GWAS, genome-wide association studies; LRT, likelihood ratio test.

Obrazek 14: Kandidatni polymorfismy zjisténé Sodeland et al. (2010).

Tiezzi et al. (2014) vyuzili podobné metodiky, zahrnuli v§ak pouze data z prvnich laktaci
dcer plemennych bykt v severoamerické populaci holStynského skotu. Data dale zpracovali pro
identifikaci obsahlejSich oblasti vlivu a jejich mechanismii U¢inku. Detekovali asociaci
v genech LY6K, LY6D, LYNX1, LYPD2, SLURP1, PSCA na chromozomu BTA14, které jsou
soucasti lymfocytarniho antigenniho komplexu 6 (LY6), zndmého vlivem na regulaci ¢innosti
neutrofilti. Déle také na chromozomu 2 v genech IFIH1, LY75, DPP4, ITGB6 a NR4A2, které
se rovnéz ucastni regulace specifické imunity. Kandidatni geny na chromozomu BTA20 pak

ovliviiuji metabolismus mlécné zlazy (GHR, OXCT1), produkci protilatek a fagocytézu (C6,
C7, C9, CIQTNF3), supresi nadorového bujeni (DAB2) nebo regulaci tvorby cytokini (PRLR).

Ve stejném roce provedli asociacni studii pomoci SNP ¢ipu také Sahana et al. (2014).

Analyzovali vzorek celkem 10 560 jedinct napfic tfemi plemeny (holstynsky, norské ¢erveny
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a jerseysky skot). Zjistili, ze nékteré SNP vykazuji asociaci specificky pro jednotliva plemena
— u holstynského skotu byla nejsilnéjsi na chromozomu 6 (viz Obrazek 15), zejména v genech
GC a NPFFR2, zatimco u norského cervené¢ho byly vyznamnéjsi oblasti na chromozomech

BTA13 a BTA19, u jerseyského zase BTA16 a BTA20.

Clinical Mastitis

30 4

25

20 —

15

-log, (P - value)

10 4

- N ¢ 1 O N~ O O O = N MOT 1 O N~ o000
- -

Chromosome

Obrazek 15: Manhattan graf vysledkii asociacni analyzy rezistence viici mastitide u
holstynského skotu (Sahana et al. 2014).

Pomérné nedavna studie Szyda et al. (2019) se soustfedila na propojeni dvou vyse
zminénych strategii — analyze SNP a analyze po¢tu zmén kopii (copy number variations, CNV).
Pracovali se skromné&j$im vzorkem Ccitajicim 13 parh nevlastnich sester, z nichZ jedna jevila
nachylnost vi¢i mastitidé (opakovany vyskyt) a druha nikoliv (Zadny vyskyt). Zjistili 191 CNV,
v nichz byla delece typicka (detekce alespoit v deviti zkoumanych parech) pro nachylné
jedince, zatimco u zdravych se vyskytovala delsi varianta. Oblasti téchto CNV korespondovaly
s exony 46 gent, mezi nimi APP (BTA1), FOXL2 (BTAL), SSFA2 (BTA2), OTUD3 (BTA2),
ADORA2A (BTA17), TXNRD2 (BTA17) a NDUFS6 (BTA20). SNP, kter¢ vykazovaly
obdobnou miru asociace v ramci ptibuznych paru, bylo zjiSténo pouze 17, nejvyznamnéji
v intronech RNF122 (BTA27), MET (BTA4) a WRN (BTA27). Ze zavéru této prace tedy

vyplyva mozny zasadné&jsi vyznam vicecetnych deleci (CNV) ve srovnani s vyznamem SNP.
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Z vyse uvedeného Ize soudit, ze mezi jednotlivymi publikacemi panuje pouze omezena

shoda a je nutné sjednoceni poznatkl prostfednictvim podrobnéjsiho studia této problematiky.

3.7 Jina odvétvi asocia¢nich studii u skotu

Vzhledem k ekonomickému vyznamu skotu a rychlému rozsifeni genotypovani pomoci
DNA cipu jisté neptekvapi, Ze se celogenomové asociacni studie staly v poslednich letech velmi
populdrnimi nejen ve véci rezistence vuci mastitidé. Zajem V pfipadé mlécného skotu
vSeobecné padl na vyznamné produkéni faktory jako je dojivost, obsah tuku a bilkovin v mléce

¢i ukazatele reprodukce.

K prvnim pattili Kolbehdari et al. (2009), ktefi takto studovali dojivost u holstynského
plemene. Jejich prace se zakladala na pouhych 1 536 SNP sledovanych u 462 holstynskych
bykd, pii¢emz jako fenotyp slouzily ukazatele uzitkovosti jejich dcer. Detekovali tii statisticky

vyznamné SNP, po jednom na chromozomech 1, 21 a 23.

Sirsi genomicky pohled na mléénou uzitkovost piinesli o rok pozdéji Jiang et al. (2010),
kteti pouzivali tehdy nové vyvinuty Illumina BovineSNP50 BeadChip (Illumina.Inc, San
Diego, USA) c¢itajici 54 000 SNP, pomoci néhoz zpracovali vzorky populace o 2 180 kusech
holstynského skotu (14 bycich a jejich dcerach). Pro vSechny sledované produkéni ukazatele,
tj. celkova dojivost, obsah tuku a bilkovin v mléce (procentudlni i absolutni) detekovali velké

mnozstvi velmi silnych asociaci (106), zejména Vv relativné tizké oblasti na chromozomu 14.

Na praci téchto prikopniki v nasledujicich letech navazaly dalsi — Aliloo et al. (2015)
provedli asociaéni analyzu dat pochazejicich ze zifejmé dosud nejrozsahlejsiho vzorku, patfila
3 513 757 kustim holstynského a jerseyského skotu. Detekovali pro dojivost vyznamné SNP na
chromozomech 5, 14 (zde suverénné nejvice) a 20. Sermyagin et al. (2016) se zabyvali ruskou
populaci holstynského skotu, detekovali 14 asociovanych polymorfismt na chromozomech 1,
5,9,13,14,17,20a27. Korku¢ et al. (2021) sledovali mlé¢nou uzitkovost u holandsko-friského
skotu, pfi¢emZ analyzu rozdé€lili podle faze laktace. Pro ukazatele uZitkovosti detekovali jiné
SNP v rané fazi (chromozomy 8 a 9) nez v pozdéjsi fazi (predevSim chromozom 6). VSechny

publikace zminéné v tomto odstavci tézily data pomoci [llumina BovineSNP50 BeadChip.
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al. (2019), ktefi se zabyvali prioritizaci kandidatnich genti pro ukazatele plodnosti u populace
holstynského skotu v severskych stitech — sledovali vazbové faze asociovanych SNP,
asociované useky vyhledali ve funk¢éni genomové mapé, diky ¢emuz vytipovali celkem deset
kandidatnich geni na chromozomu 1 (DIRC, SEMA5B, ADCY5, MYLK, KALRN, UMPS,
ITGB5, HEG1, PSMG1, MPD, BRWD1) a po jednom genu na chromozomech 6 (FRAS1), 10
(OTX2), 13 (KLF6), 17 (LIF) a 24 (SPIRE1).

Jiné vyzkumné tymy se mezitim zabyvaly asocia¢nimi studiemi pro dalsi ekonomicky
vyznamny znak — plodnost. Sahana et al. (2010) ji sledovali u $védské a danské populace
holstynského skotu (2 531 plemennych bykt), také oni pouzivali Illumina BovineSNP50
BeadChip. Nejvyznamnéjsi asociace nalezli na chromozomu 14, o néco slabsi na
chromozomech 3, 5, 10, 13, 19, 20 a 24. O rok pozdé&ji sledovali Schulman et al. (2011) plodnost
ayrshirského skotu, zjistili celkem 11 celogenomové vyznamnych polymorfisml, a to

rozprosttené na chromozomech 1, 2, 4, 12, 13, 20, 24 a 27.

Asociaéni studie u masnych plemen jsou obecné provadény méné z toho divodu, Ze
informace o hlavnich produkénich parametrech lze zisk4vat na zéklad€ fenotypu snadnéji, s
nizsi potiebou ¢ekani na data o uzitkovosti dcer, neZ je tomu u bykli mlé¢nych plemen. Jsou
vsak stale vyhodné pro nékolik in vivo obtizné zjistitelnych vlastnosti, jako je kvalita masa nebo
konverze krmiva. Naty se tudiz GWAS u masného skotu zacaly soustied’ovat nediive, po¢inaje
Abe et al. (2008), kteti se konkrétné zabyvali rustem a kvalitou masa japonského ¢erného a
limousinského skotu. Rozsah a metodika této prace odpovidala ranému datu jeji publikace —
sledovali 318 mikrosatelitnich markert u 186 zvitat. Vysledkem bylo 9 asociovanych QTL na

chromozomech 5 a 19.

Jako piiklady soucasnéjsich studii na masném skotu Ize uvést Bhuiyan et al. (2018) a
Bedhane et al. (2019), kteti se zabyvali ukazateli rustu, konverze krmiva a kvality masa u
mistniho korejského plemene Hanwoo (2 109 a 2 110 kust). Bhuiyan et al. detekovali 27
celogenomové vyznamnych SNP na chromozomech 4, 6 a 14, Bedhane et al. detekovali 107

SNP napfi¢ ¢trnacti chromozomy.
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Na vysledky vyse uvedenych asocia¢nich studii navazala fada dalSich publikaci, které
se vénovaly bliz§imu studiu konkrétnich kandidatnich oblasti, naptiklad Paredes-Sanchéz et al.
(2015), kteti vyhledavali kandidatni geny pro ristové parametry masného skotu, nebo Olsen et
al. (2016), kteti se zamétrovali na mapovani vytipovaného tiseku chromozomu 6 pro odolnost
vaci mastitidé a uréili GC (group specific component) jako kandidatni gen zapficinujici

asociace detekované v této oblasti.

3.8 Genomicka selekce plemennych zvirat

Genomicka selekce plemennych zvifat je v soucasnosti jiz Siroce rozsifenou metodou ve
Slechtitelstvi, ktera slouzi pro zvySeni genetického zisku a zkraceni doby pottebné pro relativné
spolehlivy odhad plemenné hodnoty nejen u piislusnikit mléénych plemen skotu. Je zaloZena
na vypocétu genomické plemenné hodnoty (GEBV, genomic enhanced breeding value) pro
jednotlivé ukazatele uzitkovosti (Hayes et al. 2009).

Pro odhad téchto hodnot se vyuZziva statistické metody nejlepsi nevychylené ptedpovédi
(BLUP, best linear unbiased prediction), ktera odhaduje GEBV relativné k aktualni referenéni
populaci. Zpracovani dat referen¢ni populace sdili fadu podobnosti s metodou GWAS (také se
jedna o linearni regresi jednonukleotidovych polymorfismt a fenotypu), na rozdil od ni v§ak
neni jeho primarnim téelem prioritizace malého mnozstvi nejvyznamnéjsich markert, ale
odhad efektu (kladného ¢i zaporného) pro kazdy posuzovany marker ¢i haplotyp — Spoléha se
na rovnomérné rozmisténi sledovanych SNP v genomu takovym zptusobem, aby se kazdy
nachazel ve vazbové fazi s alespon jednim dal§im (Goddard & Hayes 2007). GEVB jedince pro

danou vlastnost je nasledné vypocteno jako suma efektd jeho genotypu.

Vysledky asociacnich studii mohou byt uzitecné pro zpfesnéni odhadu genomickych
plemennych hodnot, jak pozorovali naptiklad Abo-Ismail et al. (2017), kdyz efekt SNP
detekovanych v GWAS zohlednili pfi posuzovani genomickych plemennych hodnot, které

nasledné porovnavali se skute¢nymi fenotypovymi hodnotami.

31



4 Metodika

4.1 Sbér dat

Genotypova data 1258 holstynskych krav byla poskytnuta Svazem chovatell

holstynského skotu. Pochézela z ¢ipu BovineSNP50 DNA Analysis BeadChip od spole¢nosti

[llumina (Illumina, Inc., San Diego, USA), ktery snima celkem 53 218 SNP a je v sou¢asnosti

dostupny chovatelim pro komer¢ni testovani. Data byla nasledné zkompilovana do formatu

programu PLINK (Purcell et al. 2007). Chovatelé doty¢nych krav dale poskytli pro ucely

asociacni studie binarni fenotypova data — zda dané zvife v prub&hu zivota trpélo ¢i netrpélo

mastitidou. Data byla pro potfeby analyzy v programu TASSEL 5 (Bradbury et al. 2007)

formatovana do prostého textového souboru (.txt) nasledujicim zptisobem):

<Phenotype>
taxa data

Taxa Mastitis

1 1
2 1
3 1
4 0
5 0
6 1
7 0
8 1
9 0

Nadpis <Phenotype> je vyzadovan, aby byl
soubor identifikovan jako fenotypovy.
Nasledujici fadek obsahuje identifikatory
povahy dat ve sloupcich pod nimi — mtze se
jednat o data typu taxa (identifikacni Cislo
¢i jméno jedincl, musi se shodovat s jejich
oznaenim v genotypovém souboru), data
(numericky vyjadfeny fenotyp), covariate
(kovariat, tj. vysvétlujici proménna, jejiz
vliv ale neni pfedmétem zkoumani) nebo
factor (seskupujici proménna, naptiklad
rodinnd ptislusnost). Tteti sloupec obsahuje
samotna data, v tomto ptipad¢ Cislo zvifete
Vv prvnim fadku a binarni fenotyp ve druhém
(0 znaci mastitidy prostou kravu, 1 kravu,

ktera mastitidou nékdy trpéla).
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4.2 Cisteéni dat

Primarni ¢isténi bylo provedeno v softwaru PLINK (Purcell et al. 2007). Hraniéni
hodnoty byly zvoleny na zakladé doporuceni Marees et al. (2018) a kritérii pouzitych v jinych
asociacnich studiich podobného zaméfeni (Welderufael et al. 2018; Sodeland et al. 2010 aj.)

nasledovné:

MAF (Minor Allele Frequency), ¢etnost minoritni alely, byla stanovena na minimalné
5 %. Tato metoda asociacni analyzy neni vhodna pro zachyceni vlivu vzacnych alel, proto je

zadouci takové predem vyrtadit.

Maximalni pfipustny podil chybéjicich genotypovych dat po individualnich SNP (Missingness
Per SNP) byl nastaven na 10 %. Maximalni pfipustny podil chybéjicich genotypovych dat
sledovaného jedince (Missingness Per Individual) byl nastaven na 10 %.

Ptikaz pro realizaci vyse uvedeného se zapisuje jako:

plink --file ../data —-—cow --geno 0.1 --maf 0.05 --mind 0.1
--recode --out ../clean data
kde:

--plink je obecnym aktivaénim ptikazem programu PLINK.

--file indikuje cestu k datasetu (dvojice ze soubori .ped a soubor .map se stejnou pieponou).
--cow specifikuje, Ze se jedna o genom skotu (vychozi je lidsky).

--geno urcuje hodnotu filtru pro Missingness Per SNP.

--mind urcuje hodnotu filtru pro Missingness Per Individual.

--maf urcuje hodnotu filtru MAF.

--recode je pokyn pro naformatovani o¢isténych dat do vystupniho datasetu.

--out specifikuje cestu k vystupnimu souboru/datasetu.
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Celkem bylo pii tomto primarnim ¢iSténi dat vyfazeno 1 661 SNP a 34 jedinct, k dalsi

analyze pokracovalo 51 557 SNP a 1 224 jedincii.

Nasledné¢ byla provedena kontrola stratifikace populace pomoci multidimenzionalniho
Skalovéani. Maximalni ptipustna odchylka stratifikacni pozice jedince od pruméru populace byla

stanovena jako dvojnasobek smérodatné odchylky (2 SD = Standard Deviation).

V prvnim kroku byl v PLINK pfipraven soubor s parovymi IBS vzdéalenostmi (koncovka
.genome), Vv druhém kroku (na novém fadku) potom tabulka s ¢tyfdimenzionalnimi

stratifikaénimi pozicemi (Multidimensional Distiribution Scaling, MDS):

plink --file ../clean data -cow --genome --out clean data
plink --file ../clean data -cow --read-genome ../clean data.genome
--cluster --mds-plot 4 —--out ../mds result

kde:

.../clean_data je cesta k souboru s o¢isténymi daty z predchoziho kroku.
--genome je piikaz pro sestaveni IBS matice.

--read-genome oznacuje adresu.

--cluster je ptikaz pro sestaveni shlukovaci matice z IBS dat.

--mds-plot je ptikaz pro mnohorozmérné skalovani, ¢islo za piikazem specifikuje zadany pocet

analyzovanych dimenzi, v tomto ptipadé Ctyfi.
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Vysledkem tohoto procesu je textovy soubor S pozicemi jedinct vV ramci sledovanych

dimenzi (primér je vzdy 0):

FID IID SOL c1 C2 C3 C4

CZE 1 0 -0,0122334 -0,0253612 0,00331427 -0,00683347
CZE 2 0 -0,0041215 -0,0348395 -0,00176654 0,00362091
CZE 3 0 -0,0148686 -0,0279226 -0,00740302 0,000703083
CZE 4 0 -0,00767081 -0,004864 -0,0189934 -0,0275164
CZE 5 0 -0,00684364 -0,0226117 -0,0140508 0,00643552
CZE 6 0 0,0139906 -0,0267655 -0,0127792 0,0112631
CZE 7 0 -0,00245785 -0,0200715 -0,0231544 0,0123148
CZE 8 0 -0,0117453 -0,0344446 -0,00392325 -0,00271828
CZE 9 0 -0,0084003 -0,0154251 0,0199151 0,0085606
kde:

FID znaci identifikacni oznaceni rodiny, stada ¢i jiné skupiny (v této praci bez rozliSeni)
I1D znaci individudlni oznaceni jedince.
SOL znaci kod ze shlukovaci matice, byl-li ptidélen.

C1 znaci pozici v prvni dimenzi.
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C2 znaci pozici v druhé dimenzi.
C3 znaci pozici ve tteti dimenzi.
C4 znadi pozici ve ¢tvrté dimenzi.

V zavislosti na zvolenych parametrech (zvolené citlivosti stratifikacni analyzy) je mozno

posuzovat dvé az Ctyfi dimenze.

Vysledky je vhodné vizualizovat v podobé korela¢niho diagramu, coz lze provést
napiiklad pomoci R (R Core Team 2020):

data <- read.csv("../mds result.mds", sep="")
x <- datascCl
y <- datasC2

plot(x, y, xlab = "Dimenze 1", ylab = "Dimenze 2", frame =

FALSE, pch = 19, col = c("hotpink4™))

kde:
data je tabulka obsahujici sloupce (C1,...) s pozicemi v dimenzich, které jsou vykreslovany.
plot je ptikaz pro sestaveni grafu.
xlab specifikuje popisek osy x grafu.
ylab specifikuje popisek osy y grafu.
frame specifikuje oramovani grafu (TRUE pro oramovani, FALSE bez ngj).
pch specifikuje symbol, ktery bude reprezentovat bod grafu (z galerie symbolt R).

col specifikuje barvu grafu (z galerie barev R).
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V nasledujicim kroku byli z analyzy vyfazeni vSichni jedinci, jejichz odchyleni od
praméru populace, pozice 0, ptesdhlo dvojnasobek smérodatné odchylky dané dimenze (viz
Ptiloha 1, ktera obsahuje tabulku s dimenzemi, vypocet smérodatnych odchylek a zvyraznéni

jedinct k vytazeni). Celkem se jednalo o 216 zvirat.

Identifikacni ¢isla vyfazenych zvifat byla zaznamendna do samostatného textového
souboru obsahujiciho sloupce s jejich FID a IID (viz vySe), aby mohla byt vyjmuta z analyzy

pomoci:

plink --file ..\clean data --cow --remove ..\exluded.txt --recode

--out ..\clean data without excluded

kde:
...\clean_data je cesta k datasetu s daty o¢isténymi v ptedchozim kroku (.ped a .map).
...\excluded.txt je cesta k textovému souboru s identifikacnimi ¢isly jedinct k vyfazeni.
--remove je piikaz k vyfazeni danych jedinci.

Finalni data pro asociacni analyzu tedy ¢itala 51 557 SNP a 1 042 jedincti s primérnou

uspésnosti genotypovani > 99,88 %.
4.3 Stanoveni hladiny vyznamnosti

Vzhledem k tomu, Ze asocia¢ni analyza je ve svém zakladu mnohonasobnym testovanim,
je tieba nalezité upravit hladinu vyznamnosti. Vychozi hladina vyznamnosti pro biologicka data
je vSeobecné pfijimana jako 0,05. Pocet jednotlivych testll v asociacni analyze odpovida poctu

SNP, tedy 51 557.

Hladinu vyznamnosti Ize Bonferroniho korekci stanovit jako:

0,05
"~ 51557

a =0,00000097

—log,o(a) = 6,0134
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Dale byla na zakladé ptedchozich studii (Welderufael et al. 2018; Banos et al. 2017 aj.)
piijata jest¢ benevolentnéjsi sugestivni prahova hodnota, pii jejimz ptekonani byly SNP pfijaty
k bliz§imu prozkoumani, ptfestoze nedosahly celogenomové vyznamnosti. Tato hodnota byla

stanovena jako 1E-04 = 0,0001, —log10(0,0001) = 4.
4.4 Asociacni analyza

Vlastni asociacni analyza byla realizovana ve volné dostupném programu TASSEL 5
(Bradbury et al. 2007) s vyuzitim obecného linearniho modelu (General Linear Model, GLM)
(Rawlings et al. 1998):

Y=XB+e

kde Y je matice s vicerozmérnymi métenimi (jedna zavisla proménna na sloupec), X je
matice s nezavislymi proménnymi (kazdy sloupec je vytem pozorovani na jednu nezavislou
proménnou), 3 je matice s odhadnutymi parametry (tj. jak silny vliv na zavislou proménnou ma
nezavisla proménnd) a € je matice Snahodnymi chybami (nekorelované, v normalnim

rozdé€leni). Zavislou proménnou je v tomto piipadé fenotyp, nezavislou je genotyp, tedy data o
jednotlivych SNP.

Program TASSEL 5 byl zvolen mimo jiné proto, ze krom¢ standardnich vysledku se
silami asociaci poskytuje 1 odhad efektii jednotlivych alelickych sestav. Asociacni analyza
pomoci obecného linearniho modelu byla provedena nasledujicimi pfikazy v ptikazovém fadku

prostiedi Windows:

./start tassel.bat

./run pipeline.bat -forkl -plink -ped <clean data without excluded.ped> -
map <clean data without excluded.map> -endPlugin -fork2 -r <phenotype.txt>
—-combine5 -inputl -input2 -intersect -FixedEffectLMPlugin -endPlugin -

export association result
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kde:
Jstart_tassel.bat je ptikaz pro vyvolani programu TASSEL 5.
Jrun_pipeline.bat je ptikaz pro zahajeni sady instrukci (,,pipeline®).
-fork je vlajka specifikujici segment sady instrukei, které maji byt provedeny postupné.
-plink je prikaz pro aktivaci pluginu pro import genotypovych dat ve formatu PLINK.
-ped specifikuje importovany soubor .ped.
-map specifikuje importovany soubor .map.
-endPlugin je piikaz pro ukonéeni pluginu.
-r je piikaz pro import textového souboru s fenotypem (viz bod 4.1).

-combine je ptikaz pro sjednoceni genotypového (zde jako inputl) a fenotypového (zde jako
input2) do jednoho datasetu pro GLM.

-intersect je piikaz pro vytvofeni pruniku genotypu a fenotypu na zakladé oddilu taxa
(identifika¢nich ¢isel/jmen jedinct, odstrani se tak z fenotypové €asti datasetu jedinci, ktefi byli

Vv ptedchozich krocich vyfazeni z genotypového).
-FixedEffectLMPPIlugin je ptikaz pro vyvolani pluginu, ktery na datasetu uplatni GLM.
-export je piikaz pro exportovani textového souboru s vysledky asocia¢ni analyzy.

Vysledky asociacni analyzy (Pfiloha 2) byly sefazeny podle p-hodnoty od nejniZsi po

cvwr

grafické znazornéni (viz nize). Na zaklad¢ vygenerovaného odhadu efektu alel (Ptiloha 3) byla

sestavena tabulka s nejvyhodnéjsimi alelickymi sestavami a vyhodnéj$imi alelami.
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4.5 Grafické znazornéni vysledki

45.1 Manhattan graf

Pro grafické znazornéni vysledki byla pouzita volné€ dostupna platforma R (R Core Team
2020) s balickem qqman (Turner 2018). Po instalaci balicku byl vysledny Manhattan graf

ziskan pomoci nasledujicich ptikazii:

data <- read.delim2 ("../data.txt")

library (ggman)

manhattan (data, col = c("hotpink4", "palevioletred2"),

suggestiveline = -1ogl0 (1E-04), genomewideline = 6.01331)

kde:

read.delim2 je pfikaz pro nacteni daného textového souboru s tabulkou (hodnoty oddélené

tabulatory).
library je ptikaz pro vyvolani specifického balicku funkei, v tomto ptipadé ggman.
manhattan je ptikaz balicku ggman pro sestaveni Manhattan grafu.

data je tabulka obsahujici sloupce nadepsané BP (pozice SNP na chromozomu), CHR

(ptislusna ¢isla chromozomu) a P (pfislusné namétené p-hodnoty).
col je piikaz pro specifikaci barvy grafu (z galerie R).
suggestiveline = ptikaz specifikujici uroven sugestivni prahové hodnoty (viz bod 4.3).

genomewideline = ptikaz specifikujici celogenomovou hladinu vyznamnosti (viz bod 4.3).
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4.5.2 Kvantil-kvantil (Q-Q) graf

Nasledné byl v ramci kontroly kvality analyzy vytvoren kvantil-kvantil graf:

data <- read.delim2 ("../data.txt")

library (ggman)

qgq(datas$P, col = c(("hotpink4"))

kde:
data je tabulka obsahujici sloupec nazvany P (naméfené p-hodnoty).

qq je prikaz pro sestaveni Q-Q grafu, prvni polozka za zavorkou specifikuje dataset (data) a

sloupec (P), z nichz se ma vychazet.
col je znakovy vektor specifikujici barvy grafu (z galerie barev R).

4.6 Anotace nejvyznamnéjSich SNP

Polymorfismy s nejsilngj$i naméfenou asociaci byly blize prozkoumany za pouziti
mezinarodnich genomickych databazi, predné databaze Ensembl (Yates et al. 2020). Absolutni
potadi baze, kde se dany SNP nachazi, se méni v zavislosti na konkrétni pouZzitém referencnim
genomu (rizni jedinci se v délce genomu mirné 1i8i, maji tedy pozice genl rizné¢ posunuté).
Z tohoto duivodu byla umisténi SNP identifikovana nikoliv podle bodovych pozic (v bp)
udavanych vyrobcem DNA ¢ipu, ale podle sekvenci jejich lokust (Ize dohledat v dokumentaci
vyrobce Ci vyzadat). Tyto sekvence byly zasazeny do kontextu referen¢niho genomu
Bos_taurus ARS-UCD1.2 v databazi Ensembl pomoci nastroje BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool). Na zaklad¢ vysledkti vyhledavani byla posouzena jejich relativni pozice vici

nejbliz§im genlim.
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5 Vysledky

5.1 Vysledky stratifika¢ni analyzy
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Obrdazek 16: Bodovy graf prvni a druhé dimenze MDS pro analyzu populacni

stratifikace sledovaného souboru.
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Obrazek 17: Bodovy graf tieti a ctvrté dimenze MDS pro analyzu populacni stratifikace

sledovaného souboru.
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Na Obrazcich 16 a 17 je patrny vyskyt odlehlych jedincu (outliers), na kladné strané
Dimenze 1 dokonce drobného shluku. Pro dalsi analyzu byli pfijati pouze jedinci, ktefi se
Vv zadné z dimenzi nevymykali priméru populace o vice nez dvé smérodatné odchylky

(Obrazek 18 a 19):
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Obrazek 18: Bodovy graf prvni a druhé dimenze MDS s bledémodie oznacenou mnozinou
Jedincu, kteri byli prijati k dalsi analyze. Modré linky reprezentuji dvojndasobKy smérodatnych
odchylek.
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Obrazek 19: Bodovy graf tieti a ctvrté dimenze MDS s bledémodre oznacenou mnozZinou
Jjedincii, kteri byli prijati k dalsi analyze. Modré linky reprezentuji dvojnasobky smérodatnych
odchylek.

5.2 Souhrn vysledki asociacni analyzy

Z vysledného Manhattan grafu (Obrazek 20) je patrné, ze nejméné dva SNP piesahly

celogenomovou hladinu vyznamnosti a nejméné jedenact dalSich sugestivni prahovou hodnotu:

~logha(p)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 11 13 15 17 19 21 24 27

Chromosome

Obrazek 20: Manhattan graf zachycujici —log10(p) jednotlivych sledovanych SNP
(svisld osa) a jejich pozici na chromozomech (vodorovnd osa) Cervend vodorovnd piimka

znaci celogenomovou hladinu vyznamnosti, modra sugestivni prahovou hodnotu.
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Prabéh kvantil-kvantil grafu kontroly distribuce —log10(p) (Obrazek 21) byl piijat jako
uspokojivy — vétsinu prubehu se blizi ose normalniho rozdéleni a vymyka se az u nejsilnéjsich

asociaci na konci.

Observed —loga(p)

| | | | | |
0 1 2 3 4 5

Expected —logs(p)

Obrazek 21: Kvantil-kvantil (Q-Q) graf, svisld osa zachycuje pozorovanou —10g10(p)

hodnotu, vodorovna osa ocekdavanou —0gl0(p) hodnotu pri normdalnim rozdéleni.
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5.3 Vyznamné SNP

Ctyticet polymorfismi s nejsilngj$im vztahem k odolnosti proti mastitidé je zaznamenano

Vv nasledujici tabulce. Fialové jsou zvyraznény SNP dosahujici celogenomové vyznamnosti a

tuéné¢ SNP dosahujici sugestivni vyznamnosti — jejich pozice je nize zasazena do kontextu

genomu.

Nazev SNP

BTB-00265951
BTA-121769-no-rs
BTB-01283269
BTA-36062-no-rs
ARS-BFGL-NGS-109683
ARS-BFGL-NGS-37189
ARS-BFGL-NGS-104096
Hapmap43710-BTA-86183
BTA-28028-no-rs
ARS-BFGL-BAC-23887
ARS-BFGL-NGS-115947
ARS-BFGL-NGS-1837
Hapmap50627-BTA-23969
UA-IFASA-7226
ARS-BFGL-NGS-109707
Hapmap38180-BTA-83144
ARS-BFGL-NGS-102895

Hapmap31201-BTA-162197

Chromozom Pozice (bp)

6

6

14

14

25

25

14

14

19

24

14

13

20

21

46

90 642 682

89 912 196

20196 617

20 216 601

23 825593

32912 638

7010 227

79 846 105

14 551 165

49 905 143

5494 654

26 556 279

13 582 752

36 276 655

19 167 543

32 484 636

24 228 836

16172 731

p-hodnota
3,12E-07
6,25E-07
9,25E-06
9,25E-06
1,99E-05
3,65E-05
4,11E-05
4,12E-05
5,40E-05
5,98E-05
6,50E-05
7,61E-05
8,84E-05
8,97E-05
1,08E-04
1,14E-04
1,15E-04

1,22E-04

—log10(p)
6,5058
6,204
5,034
5,034
4,7014
4,4374
4,386
4,3851
4,2678
4,2234
4,1869
4,1185
4,0533
4,0473
3,9663
3,943095
3,939302

3,91364



Hapmap43878-BTA-53506
ARS-BFGL-NGS-99694
BTA-53899-no-rs
BTB-01455682
ARS-BFGL-NGS-24846
UA-IFASA-6329
Hapmap54410-rs29021343
Hapmap50807-BTA-86717
BTB-01215320
BovineHD2300011339
BTB-00649471
UA-IFASA-6709
BTB-00292673
ARS-BFGL-NGS-44341
ARS-BFGL-NGS-7542
ARS-BFGL-NGS-35676
BTB-01709766
ARS-BFGL-NGS-34770
ARS-BFGL-NGS-35513
ARS-BFGL-NGS-94630

Hapmap35064-
BES1 Contig468_700
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24

22

21

14

10

23

16
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19
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47

16 272 399

25 861 246

24 689 372

87 625 506

34 037 563

5096 531

92 034 186

47 407 040

53313101

39 241 545

56 489 594

93381472

4 953 801

33944 781

118 963 574

64 109 435

47 337 155

21 145 204

4 397 257

79 893 482

79923 716

1,22E-04
1,23E-04
1,31E-04
1,39E-04
1,47E-04
1,53E-04
1,59E-04
1,67E-04
1,75E-04
1,96E-04
2,41E-04
2,50E-04
2,56E-04
2,58E-04
2,61E-04
2,63E-04
2,64E-04
2,67E-04
2,67E-04
2,73E-04

2,713E-04

3,91364
3,910095
3,882729
3,856985
3,832683
3,815309
3,798603
3,777284
3,756962
3,707744
3,617983

3,60206

3,99176

3,58838
3,583359
3,580044
3,578396
3,573489
3,573489
3,563837

3,563837



5.3.1 BTB-00265951

Sekvence oblasti obsahujici SNP s oznacenim BTB-00265951 byla vyhledana v databéazi

Ensembl (Yates et al. 2020) na chromozomu 6:

1.04 Mb Forward strand -

£3.40 Mb B8.60 Mb B8.80 Mb

[

ALB > AFM > < RASSFG

AFP> ENSSTAGO0000040436 >

88.40 Mb 88.60 Mb

Il Ensembi protein coding B AnA gene

Obrazek 22: Pozice SNP BTB-00265951 (vertikalni cervend linka) (Mb je zkratka pro
megabazi = 1 000 000 bp).

Je patrné, Ze se nachazi mimo sekvenci znamych geni, ale v ramci oblasti s vysokou
koncentraci genli. Nejbliz§imi protein kdédujicimi geny jsou CXCL2, CXCL5, CXCLS,
ENSBTAG00000027534 a ENSBTAG00000011961.

5.3.2 BTA-121769-no-rs

Sekvence oblasti obsahujici SNP s oznacenim BTA-121769-no-rs byla vyhledana v

databazi Ensembl (Yates et al. 2020) na chromozomu 6:

1.0¢| Mb Forward strand —
B7.80 Mb 88.00 Mb 88.20 Mb 88.40 Mb 88.60 Mb
——1 1 O
< SNORDA42 < COX18 ALB> AFM> < RAS
< ANKRD17 AFP > ENSBTAGO000C
87.80 Mb 88.00 Mb 88.20 Mb 83.40 Mb 88.60 Mb
Il Ens=mbl protein coding B R4 gene

Obrdazek 23: Pozice SNP BTA-121769-n0-rs (vertikadlni cervena linka).

Je patrné, ze se nachazi mimo sekvenci znamych genti. Nejblizsimi protein kodujicimi

geny jsou COX18 a ANKRD17.
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5.3.3 BTB-01283269

Sekvence oblasti obsahujici SNP s oznacenim BTB-01283269 byla vyhledana v databéazi
Ensembl (Yates et al. 2020) na chromozomu 14:

1.04 Mb Forward strand
18.20 Mb 18.40 Mb 18.60 Mb 18.80 Mb 10.00 Mb

HASZ >

18.20 Mb 18.40 Mb H 18.60 Mb 18.80 Mb 19.00 Mb

Il Ensemb! protein coding

Obrdazek 24: Pozice SNP BTB-01283269 (vertikalni cervena linka).

Je patrné, ze se nachazi mimo sekvenci znamych gent a zadné se nenachazi ani v jeho

blizkosti.
5.3.4 BTA-36062-n0o-rs

Sekvence oblasti obsahujici SNP s oznaenim BTA-36062-no-rs byla vyhleddna v

databazi Ensembl (Yates et al. 2020) na chromozomu 14:

109 Mb Forward strand -
18.20 Mb 18.40 Mb 18.80 Mb 18.80 Mb 10.00 Mb

18.20 Mb 18.40 Mb 1”3 60 Mb 18.80 Mb 18.00 Mb

[ T pp—
Obrdazek 25: Pozice SNP BTA-36062-n0-rs (vertikalni cervena linka).
Je patrné, Ze se nachazi mimo sekvenci znamych gent a zadné nelezi ani v jeho blizkosti.
5.35 ARS-BFGL-NGS-109683

Sekvence oblasti obsahujici SNP s oznacenim ARS-BFGL-NGS-109683 byla vyhledana

v databazi Ensembl (Yates et al. 2020) na chromozomu 25:
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1.04 Mb Forward strand -~
23.20 Mb 23.40 Mb 23.80 Mb 23.80 Mb 24.00 Mb
[

m=

NSBTAGD0000053313 >

23.20 Mb 23.40 Mb 23.60 Mb 23.80 Mb 24.00 Mb

- Ensembl protein coding - RNA gene
Obrazek 26: Pozice SNP ARS-BFGL-NGS-109683 (vertikalni cervend linka).

Je patrné, Ze se nachazi mimo oblast znamych genti. Nejbliz§im protein kddujicim genem

je ENSBTAGO00000053313, nejblizs§im funkéni RNA kdédujicim genem je bta-mir-2284v.
5.3.6 ARS-BFGL-NGS-37189

Sekvence oblasti obsahujici SNP s ozna¢enim ARS-BFGL-NGS-37189 byla vyhledana v

databazi Ensembl (Yates et al. 2020) na chromozomu 25:

1.0¢ Mb Forward strand e
32.00 Mb 32.20 Mb 2.40 Mb 2.60 Mb 32.80 Mb
2> 0 9 @@ 0@ |
] L & _ I L 5B ]
5_BS_rRNA > GTF2IRD2 >
< RCC1 < NCF1
ENSBTAGO0000014417 > < GTF2
32.00 Mb 32.20 Mb 2.40 Mb 2.60 Mb 32.80 Mb
[l Ensembl protein coding Il RNA gene

Obrazek 27: Pozice SNP ARS-BFGL-NGS-37189 (vertikalni cervend linka).

Je patrné, Ze se nachazi mimo oblast zndmych genti. NejblizSim genem je gen pro funkéni

RNA 58S_rRNA, nejbliz§imi protein kddujicimi geny jsou ENSBTA00000014417 a RCC1L.

5.3.7 ARS-BFGL-NGS-104096

Sekvence oblasti obsahujici SNP s oznacenim ARS-BFGL-NGS-104096 byla vyhledana
v databazi Ensembl (Yates et al. 2020) na chromozomu 9:

1.04 Mb Forward strand -

B.40 Mb B.60 Mb B.80 Mb 7.00 Mb 720 Mb

6.40 Mb 6.60 Mb 6.80 Mb H 7.00 Mb 7.20 Mb

Bl A gene

Obrazek 28: Pozice SNP ARS-BFGL-NGS-104096 (vertikalni cervend linka).
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Je patrné, Ze se nachazi mimo sekvenci znamych gent a zadné nelezi ani v jeho blizkosti.
5.3.8 Hapmap43710-BTA-86183

Sekvence oblasti obsahujici SNP s oznacenim Hapmap43710-BTA-86183 byla vyhledana

v databazi Ensembl (Yates et al. 2020) na chromozomu 2:

1.0¢] Mb Forward strand —fi

178.00 Mb 78.20 Mb 179.40 Mb 178.60 Mb [78.80 Mb

'70.00 Mb 79.20 Mb 70.40 Mb H 79.60 Mb 70.80 Mb

- Ensembl protein coding - RNA gene
Obrazek 29: Pozice SNP Hapmap43710-BTA-86183 (vertikalni cervend linka).

Je patrné, ze se nachazi na priniku hned dvou genti (oba na vedoucim vlakné, zacatek

druhého tudiz leZi v ramci sekvence prvniho), GLS a ENSBTAG00000051479.
5.3.9 BTA-28028-no-rs

Sekvence oblasti obsahujici SNP s oznacenim BTA-28028-no-rs byla vyhledana v
databazi Ensembl (Yates et al. 2020) na chromozomu 1:

1.0¢] Mb Forward strand il

14.60 Mb 14.80 Mb 15.00 Mb 15.20 Mb 15.40 Mb

14.60 Mb 14.80 Mb 15.00 Mb ” 15.20 Mb 15.40 Mb

[l Ensembl protein coding Bl =4 gene
Obrdazek 30: Pozice SNP BTA-28028-no-rs (vertikdlni cervena linka).

Je patrné, Ze se nachazi mimo sekvenci znamych gent. Nejbliz§imi protein kodujicim

genem je NCAM2, pobliz se nachazi také funkéni RNA kodujici gen 7SK.
5.3.10 ARS-BFGL-BAC-23887

Sekvence oblasti obsahujici SNP s ozna¢enim ARS-BFGL-BAC-23887 byla vyhledana v

databazi Ensembl (Yates et al. 2020) na chromozomu 14:
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1.04| Mb Forward strand -
b 47.40 Mb 47.80 Mb 47.80 Mb 43.00 Mb 4320 M

] [—] N EE——
= AARD RADZ21 EIF3H
uTP23
b 47.40 Mb 47.60 Mb 47.80 Mb 43.00 Mb 43.20 N
[l Ensembl protein coding Bl RHA gene

Obrdazek 31: Pozice SNP ARS-BFGL-BAC-23887 (vertikalni cervena linka).

Je patrné, Ze se nachazi mimo sekvenci znamych gend. Nebliz§imi protein kodujicimi

geny jsou EIF3H a UTP23, pobliz se nachazi také funkéni RNA kodujici gen UG6.
5.3.11 ARS-BFGL-NGS-115947

Sekvence oblasti obsahujici SNP s oznacenim ARS-BFGL-NGS-115947 byla vyhleddna

v databazi Ensembl (Yates et al. 2020) na chromozomu 14:

1.04| Mb Forward strand e
4.80 Mb

4.20 Mb

FAM1358 >

4.00 Mb 4.20 Mb 4.40 Mb H 4.60 Mb 4.80 Mb

B crsert protein coding B RNA gene
Obrazek 32: Pozice SNP ARS-BFGL-NGS-115947 (vertikalni cervend linka).
Je patrné, Ze se nachazi na priniku s genem FAM135B.
5.3.12 ARS-BFGL-NGS-1837

Sekvence oblasti obsahujici SNP s ozna¢enim ARS-BFGL-NGS-1837 byla vyhledana v

databazi Ensembl (Yates et al. 2020) na chromozomu 19:

1.0¢ Mb Forward strand —m—
b 25.80 Mb 25.80 Mb
] [ ]
A < WSCD1 < ENSBTAGO0000050735
REG
<E
ENSBTAGO0000013
CAM
b 25.80 Mb 25.80 Mb 26.00 Mb 26.20 Mb 26.40 M
Il Ensembl protein coding Il r:s=udogens
B RnA gene

Obrdazek 33: Pozice SNP ARS-BFGL-NGS-1837 (vertikalni cervena linka).
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Je patrné, Ze se nachazi mimo sekvenci znamych gent, lezi vSak nedaleko genového

shluku s nejblizs§imi protein kodujicimi geny NLRP1, ENSBTAGO00000025126 a DERL2.
Z druhé strany lezi nejblize gen ENSBTAG00000050735.

5.3.13 Hapmap50627-BTA-23969

Sekvence oblasti obsahujici SNP s oznac¢enim Hapmap50627-BTA-23969 byla vyhledana
v databazi Ensembl (Yates et al. 2020) na chromozomu 24:

1.04| Mb
12.80 Mb 13.00 Mb 13.20 Mb

Forward strand -~
13.40 Mb

13.60 Mb

INSBTAG00000045568 >

12.80 Mb 13.00 Mb 13.20 Mb ” 13.40 Mb
[l Ensembl protein coding

13.80 Mb

Obrdazek 34: Pozice SNP Hapmap50627-BTA-23969 (vertikdlni cervend linka).

Je patrné, Ze se nachazi mimo sekvenci znamych gent a zadné nelezi ani v jeho blizkosti.

5.3.14 UA-IFASA-7226

Sekvence oblasti obsahujici SNP s oznacenim UA-IFASA-7226 byla vyhleddna v databazi
Ensembl (Yates et al. 2020) na chromozomu 14:

1.00| Mb Forward strand i
33.80 Mb 34.00 Mb 4.20 Mb 4,40 Mb 460 Mb
- e -
< NCOA2 < bia-mir-2285bw ue = < LACTB2
< PRDM14 < U8 < TRAM1 XKR!
ENSBTAGO00000506825
33.80 Mb '34.00 Mb 34.20 Mb 34.40 Mb '34.60 Mb
Il Sns=mbl protein coding Il RNA gene

Obrdazek 35: Pozice SNP UA-IFASA-7226 (vertikadlni cervend linka).

Je patrné, ze se nachazi mimo sekvenci znamych gend, lezi v§ak mezi dvéma genovymi

shluky s nejbliz§imi protein kodujicimi geny TRAM1 a NCOAZ2, nejbliz§imi funkéni RNA
kodujicimi geny UG.
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5.4 Zadouci alelické sestavy vyznamnych SNP

V nasledujici tabulce jsou zaznamenany mozné alely nejvyznamnéjSich polymorfismi a
alelické sestavy, které byly spojeny se zvy$enou odolnosti vii¢i mastitidé. Zadouci sestavu lze

uplatnit pouze v ramci jednoho plemene, v tomto piipadé holStynského.

N4zev SNP Alela 1 Alela 2 Nejvyhodn&jsi Vyhodné&jsi
sestava alela

BTB-00265951 T C C/C C
BTA-121769-no-rs A G G/G G
BTB-01283269 A G A/A A
BTA-36062-no-rs T C T/T T
ARS-BFGL-NGS-109683 T C CIC C
ARS-BFGL-NGS-37189 A C A/C C
ARS-BFGL-NGS-104096 A c C/IC C
Hapmap43710-BTA- A G A/A A
86183

BTA-28028-no-rs T C T/T T
ARS-BFGL-BAC-23887 T C CIC C
ARS-BFGL-NGS-115947 T C CIC C
ARS-BFGL-NGS-1837 T C CIC C
Hapmap50627-BTA- A G AlG G
23969

UA-IFASA-7226 T C CIC C
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6 Diskuse

6.1 Metody a vyznamné SNP v predchozich asocia¢nich analyzach

Sodeland et al. (2010) pouzili pro asocia¢ni analyzu genotypova data (17 349 SNP)
plemennych bykut (n = 2 589) a rezistenci vii¢i mastitidé posuzovali podle jejiho vyskytu u dcer
(n =1 389 776). Uvadi, Ze statisticky vyznamnou souvislost s prevalenci mastitidy detekovali
u celkem 29 SNP, je vsak tieba podotknout, Ze analyzu provedli pomoci smiSeného linearniho
modelu, pro ktery pfijali hladinu vyznamnosti p < 0,0001, coz odpovida —log10(p) = 4, ale za
pouziti Bonferroniho korekce by pii 17 349 SNP odpovidala p < 0,0000029, —log10(p) = 5,54.
Velmi silnou asociaci nicméné detekovali na chromozomu 6 (SNP BTA-119376), relativné

nedaleko pozice BTA-121769-no-rs, ktery zaznamenala jako vyznamny tato prace:

1.04 Mb Forwarg strand e
) 87.40 Mb B87.60 Mb B7.80 Mb 88.00 Mb B8.20 MI
I N
NPFFRZ > < ADAMTS3 < SNORD42 < COX18
ANKRD1
) 87.40 Mb 87.60 Mb 87.80 Mb b 20 M1
Il Ensembi protein coding Il RNA gene

Obrazek 36: Pozice BTA-119376 (vertikalni cervend linka) a BTA-121769-n0o-rs (vertikalni

zelenda linka).

Pozorovali také nekolik asociaci na chromozomu 14, a¢ pomérné vzdalenych od SNP
zaznamenanych v této praci (> 1 Mb). Dale pozorovali vyznamné asociace na chromozomech

4 a 20, kde tato prace nedetekovala zadnou.

Tiezzi et al. (2014) studovali data bykt na zakladé fenotypu jejich dcer, konkrétné
1 361 byk a 103 585 dcer na prvni laktaci. Pracovali s daty z Illumina BovineSNP50 BeadChip
(Mumina, Inc., San Diego, USA) stejné jako tato prace. Po o€isténi dat méli k dispozici pro
asociacni analyzu soubor 39 004 SNP, m¢li vSak k dispozici také rodokmenova data, stddovou
ptislusnost a nebinarni fenotyp (plemenné hodnoty dcer), pouzili tudiz analyzu pomoci
smiseného linearniho modelu (MLM). Nejsilngjsi asociace detekovali na chromozomu 14, opét
velmi vzdalené od SNP zaznamenanych v této praci (> 1 Mb), a o néco slabsi na chromozomech

2,8,114a24.
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Sahana et al. (2014) taktéz pouzivali genotypova data plemennych byku a fenotypova
data o plemennych hodnotach jejich dcer — celkem 10 560 byki, z toho 4 992 holstynského
plemene. Pouzivali pifevazné data z lllumina BovineSNP50 BeadChip (Illumina, Inc., San
Diego, USA), ale pro ¢ast byka (n = 557) byla dostupna také $irs$i data z Illumina BovineHD
Genotyping BeadChip (777 000 SNP) a pro 89 byka byly vypracovany celogenomové
sekvence. Oblast nejsilngjSich asociaci pozorovali na chromozomu 6 — V rdmci ni se nachazi
oba SNP, které v této praci dosahly celogenomové vyznamnosti (BTA-121769-no-rs i BTB-
00265951).

Fang et al. (2017) ve své asocia¢ni studii mlé¢né produkce a rezistence vuéi mastitidé
kombinovali analyzu linearnim smiSenym modelem (blize popsan v Kang et al. 2010)
s analyzou exprese pomoci technologie RNA-Seq, nedetekovali pro mastitidu zadné SNP
S vyznamnou asociaci. Pro GWAS u holStynského skotu pouzivali data o celkem 15 355 382
SNP ziskana od 5056 krav. Hladinu vyznamnosti stanovili Bonferroniho korekci na

p =3,3 x 10°°, coz odpovida —log10(p) = 8,48.

Welderufael et al. (2018) analyzovali data 0 39 378 SNP od 993 holstynskych krav. Pro
vyskyt mastitidy nezaznamenali Zadnou asociaci dosahujici hladiny vyznamnosti po
Bonferroniho korekci (—1og10(p) = 5,90). Pouzivali podobné jako tato prace binarni fenotypova
data, genotypy z lllumina BovineSNP50 BeadChip (Illumina, Inc., San Diego, USA), software
PLINK (Purcell et al. 2007), obecny linearni model (GLM) a anotaci prostfednictvim databaze
Ensembl (Yates et al. 2020), ale navic se zabyvali také vyvojem stavu (zotavitelnosti) zviftat,

ktera mastitidou onemocnéla.

Za povsimnuti stoji také recentni asociacni studie Korku¢ et al. (2021), ackoliv se
nezabyvala pfimo mastitidami — dojivost, kterou sledovali, s nimi tzce souvisi. Na této studii
je zajimavy aspekt rozdéleni sledovanych zvitat do skupin podle faze a potadi laktace. Zjistili
totiz odli$né asociované SNP pro jednotlivé kategorie, pii¢emz pravé odolnost vici mastitidé
by s timto jevem mohla souviset. Tomu napovida i vysledek studie, ktery u obdobi se zvySenym
vyskytem mastitid (zejména na zacatku laktace) vykazuje vyssi silu asociace pro SNP na

chromozomu 6 (ve stejné oblasti jako tato a n¢které vyse zminéné prace).
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Z diskuse metod a vysledkt vyplyva, ze ackoliv vyznamnych SNP nebylo touto praci
identifikovano mnoho, jeji vysledky se potkdvaji se zévéry predchozich asociacnich studii

rezistence vudi mastitidé v detekci asociované oblasti na chromozomu BTAG.
6.2 Funkce genii v blizkosti vyznamnych SNP

Jak je patrné z uryvkl genomové mapy, oba celogenomové vyznamné polymorfismy se

nachazeji blizko (vzdalenost < 0,1 Mb) nejméné jednoho genu.

BTB-00265951 se nachazi uvnitt shluku genti, z nichz fada patii ke skupin¢ CXCL, coz
je zkratka pro C-X-C motiv obsahujici chemokinovy ligand (Chen et al. 2020). Proteiny, které
kéduje, slouzi pti infekci na plazmatické membrané jako chemoatraktanty pro bunky
imunitniho systému, zejména neutrofily (Kraan et al. 2001) (Jeyaseelan et al. 2005). Gilbert et
al. (2013) se zabyvali studiem exprese vybranych proteind pii bakterialni mastitidé u skotu a
pozorovali intenzivni expresi nékolika gent z rodiny CXCL, mezi nimi i CXCLS5, ktery je
polymorfismu BTB-00265951 nejblize. Tyto geny jsou tedy pfimo spojeny s imunitni odpovédi,

coz nadale zvysuje pravdépodobnost vlivu detekovaného SNP na rezistenci vi¢i mastitidé.

Gen nejblizsi BTB-00265951 v opacném sméru je v databazi Ensembl (Yates et al. 2020)
veden pod nazvem ENSBTAG00000027534. Protein, ktery koduje, se podle této databaze
nazyva cytosolicka 5‘-nukleotiddza 3A. U skotu ziejmé& zatim nebyla zkoumana, u ¢lovéka byla
popsana jako enzym katalyzujici defosforylaci nukleosidovych 5'-monofosfati (Aksoy et al.
2009). Je kli¢ova pro udrzovani stavu nukleotidii v bunice — zadna role v imunitni odpovédi

dosud nebyla popsana.

Druhy nejvyznamnéj$i polymorfismus, BTA-121769-no-rs, ma ve své bezprostfedni
blizkosti gen COX18 a ANKRD17. Gen COX18, ktery je BTA-121769-no-rs nejblize, koduje
faktor pro sestaveni enzymu cytochrom ¢ oxidazy (cytochrome c oxidase assembly factor). Je
nezbytny také pro integraci transmembranovych proteinit do membrany (Bourens & Barrientos
2017), coz je proces, jehoz naruSeni by mohlo vést ke zhorSeni odolnosti, které bylo

zaznamenano V této praci.

Gen ANKRD17 koduje protein 17 s ankyrinovou repeti¢éni doménou (ankryrin repeat

domain protein 17) a byl u n&j pozorovan piedevsim vyznam pro diferenciaci hepatocytt (Jones
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et al. 2002), ale Menning a Kufer (2013) identifikovali i roli v kaskadach imunitni reakce proti

bakterialni infekci — taktéz proces, jehoz naruseni by mohlo snizit odolnost vi¢i mastitidé.

Diskuse gent nalezenych v oblastech asociovanych polymorfisma ukazuje na vysokou
pravdépodobnost jejich zapojeni do imunitni reakce, a tudiz i vlivu na nachylnost vaci

mastitidé, coz je v souladu se zavéry této prace.
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7 Zavér

V ramci literarniho piehledu byla sestavena reSerse Ceskych 1 mezindrodnich odbornych
publikaci seznamujici s problematikou zanétlivych onemocnéni mlécné zlazy (mastitid), jejich
etiologii, epidemiologii a zdvaznymi ekonomickymi dopady v chovu mlé¢ného skotu. Nasledné
byly prezentovany aktudlni poznatky 0 moZzném genetickém zaloZeni odolnosti vié¢i témto

zanéttim a bioinformatické metody vhodné k jeho studiu.

V experimentalni ¢asti prace byla vstupni data 0 53 218 SNP od celkem 1 258 dojenych
krav holstynského plemene zpracovana vyse zdokumentovanym zplisobem a podrobena

asociacni analyze.

Z vysledku asocia¢ni analyzy vyplyva, Zze mezi celogenomové vyznamné faktory pro
odolnost vic¢i mastitidé u skotu patii polymorfismy BTA-121769-no-rs a BTB-00265951 na
chromozomu BTAG. Pii diskusi s dosavadnimi studiemi stejného zaméteni byla zaznamenana
omezena shoda, pro praktickou aplikaci téchto poznatki ve $lechtitelstvi je tudiz vhodné blizsi
studium asociované oblasti. Pro tento ucel byly identifikovany nejblize lezici geny a jejich

funkce v rdmci imunitni reakce.

Uvodni hypotéza, Ze asociaéni studie na zakladé SNP &ipti umozni detekovat oblasti

genomu skotu zodpovédné za vyskyt mastitidy, byla pfijata jako platna.
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