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Abstrakt

Analyza genu beta-kasein u plemen jersey a brown swiss v Ceské republice

Kvalita mléka je u skotu ovliviiovana fadou gend. Jednim z nich je i gen CSN2.
Cilem této diplomové prace bylo testovani souboru zvifat o 240 jedincich plemene jersey
a brown swiss v Ceské republice. DNA byla izolovana z krve. Pomoci sekvenace byly
stanoveny jejich genotypy a vypocteny genotypové a alelové frekvence. Dale byla
v programu SAS provedena asociacni analyza jednonukleotidového polymorfismu
s parametry mlécné uzitkovosti. Vybranymi parametry byly laktacni dny, dojivost
(kg/laktace), obsah tuku v mléce (% a kg) a obsah bilkovin (% a kg). Tyto parametry byly
k dispozici u 126 jedincti. Ve zkoumaném souboru nebyl prokazan statisticky prukazny
vliv genotypu CSN2 na zvolené znaky. Jako statisticky prikazny vySel pouze efekt

plemene.

kli¢ova slova: skot, beta-kasein, CSN2, mlé¢na uzitkovost



Abstract

Beta-casein gene analysis at the Jersey and Brown Swiss breed in Czech Republic
The quality of milk in cattle is influenced by many genes. One of them is gene
CSN2. The aim of this diploma thesis was to test animal population of about 240
individuals of Jersey and Brown Swiss breed in Czech Republic. DNA was isolated from
blood. Genotypes were determined by sequencing followed by determining genotypes
and alleles frequencies. The association analysis of single nucleotide polymorphism with
milk yield parameters was performed by using SAS program. The selected parameters
were lactation days, milk yield (kg), fat content in milk (% and kg) and protein content
(% and kg). These parameters were available for 126 animals. Statistically significant
effect of CSN2 genotype on the selected milk production traits was not found in the

studied population. Only effect of breed was found as statistically significant.

key words: cattle, beta-casein, CSN2, milk yield



2
3

4

L8+ OO 9
CHEPIACE ... 10
Literarni prehled. ... 11
3.1  Vyznam a slozeni mICKa...........ccceviiiiiiiiiii e 11
311 MIECHE PFOLEINY ... 11
3.1.1.1  Syrovatkoveé bilKoVIny........cccoeeiiiiiiiiiiiiiiiici e 12
3112 KASBINY ittt ettt nre s 12

3.2 Beta-KaSEIN ..o 14
321 Genbeta-Kaseinu ... 14
3.2.2  Polymorfismus beta-KaseinU ...........cceieeieeiieiiese e 16
3.2.2.1 NejzastoupentjSi VATIANTY .......cerveervrriieerieeieesee e siee e 16
3.2.2.2  DalSi VAITANtY.....cooiiiiiiieiiiie e 17

3.3 Zdravotni problémy u lidi spojené s konzumaci mléka............c.cocerviiinnennn, 18
3.3.1  The A2 Milk Company™ .........c.cooviiiceeece e 18
3.3.2  Alergie Na MIEKO .............c.cccooiiiiiiiiiiii e 19
3.3.3  OSIAINT .o s 20
3.4 Dalsi faktory ovliviiujici kvalitu mIEKa ..........ccceviviiiiiiiiiiiec e 20
3.5 POUZItA PIEMENA. .....ciiiiiiiieiiiei e 20
351 PIEMENO JEISEY ...uviiiiiiieitesiieieeiee ettt bbbt 20
3.5.2  Plemeno Brown SWISS.........ccccoviiiiiiiiiiiiire 22
Material a metodika..................oooiiiiii 23
A1 MALETIAL. ... 23
411 Analyzované VZOFrKY ... 23
4.1.2  PouZité pristroje a SOftWaAre ...........cccccuuviiviiiiiiiiiieiiic e 23
4.2 MELOGIKA......coeiiiiiiicc e 24



421 1z2018CE DNA ... 24

4.2.2  Agarozova gelova elektroforéza .............c.ccuvviieiiiiiiiiiiiiiiiiiieiise s 24
4.2.3  PCR s 26
4,24 SEKVENACE......coiiiiiieiiiieieie et 27
425  Matematicko-statistickd analyza.................cccccoovoeienciciicioiiiiseen, 29
4.25.1 Vypocet frekvenci alel a genotypll.......c.ccvvvveriveiiiiiiiiiiii e 29

4.2.5.2 Vypocet Hardy-Weinbergovy rovnovahy ........cccccevviieiiieniiiiesiinens 30

4.2.5.3 As0ciaCni analyza.........ccooceeiiiieiiiiieeiee e 31

5 VysledKy a diSKUSE .........c.oooiiiiiiiiiiiic e 32
5.1 1ZOIACE......cuiiiciiicic e 32
5.2 PR e 32
5.3 SEKVENACE ... e 33
5.4  Matematicko-statistickd analyza...........cccceoerirenininiinieeeese e, 34
9.4.1  Vypoclet frekvenci alel a GeNOIYPIL ............ccocvieeiiciiiiiiieieee e 34
5.4.1.1 DISKUSE ...ttt 38

5.4.2  Stanoveni Hardy-Weinbergovy rovioVARY ..........cccccoocvviiiinieniieiiiienins 39
5.4.3  ASOCIACHI ANALYZA ... 42
5.4.3.1 Nejmensi ctvercova stiedni hodnota a stiedni chyba priméru........... 44

5.4.3.2 DISKUSE .....ccviiiiiiiiieiitict e 47

B ZLAVEY ..o 49
7 Seznam PouZité Hteratury .............ccccoiiiiiiiiiiii 50
8  Seznam ODIrAZKI .............ccooiiiiiiiiii 54
9 Seznam tabUleK ..o 55
10 SezNamM ZKIateK .........ccooiiiiiiiiciii s 57



1 UVOD

Mléko nejriznéjSich zivociSnych druhti hraje vyznamnou roli ve vyzivé déti
I dospélych. MIéko a dalsi mlécné produkty, zejména pak z kravského mléka, jsou pro
¢loveéka zdrojem vysoce kvalitni energie, proteinti a mikronutrientd, jako vapnik, hot¢ik
a fosfor. MIlécné¢ proteiny jsou zdrojem bioaktivnich peptidd s antibakterialni,
ale i opoidni aktivitou. Nékteré epidemiologické studie naznauji, Ze pravé proteiny
s opoidni aktivitou zptisobuji u lidi vys$i vyskyt kardiovaskularnich chorob, jako
je diabetes mellitus typu I a ischemicka srde¢ni porucha. Pravé proto je v poslednich
letech na obsah a kvalitu proteinti v mléce kladen velky diraz.

Obsah a slozeni proteind jsou uUrCeny pievazné genotypem jedince. U skotu byla
identifikovana fada polymorfismu, které mimo jiné ovliviiuji produkéni vlastnosti mléka,
ale i vlastnosti zpracovani syru a nutricni hodnoty mléka, jak bylo zminéno vyse.
Ve vétsiné piipadi jde pouze o jednonukleotidové polymorfismy (SNP), které jsou
divodem zna¢né variability v mléénych proteinech. Stejné je tomu i u beta-kaseinu, ktery
je kédovan genem CSN2 a kterému je vénovana tato diplomova prace. Do soucasnosti
byla u skotu, v zavislosti na plemeni, identifikovana existence 13 riznych polymorfismu
v CSN2. VSechny tyto polymorfismy jsou v praxi velmi uZite¢né zejména pro identifikaci
alel spojenych s vyssim vytézkem proteinti nebo se specifickymi vlastnostmi mléka, coz
farmarim a Slechtitelim pomaha pruzné reagovat na pozadavky trhu za pomoci velmi
efektivniho Slechténi s vyuzitim genetickych markerd. Asociace ruznych alelovych
variant s vlastnostmi mléka, obsahem jeho slozek a mléénou uzitkovosti je neustale
intenzivné zkoumana. Protoze jsou vSak vysledky vyzkumu v této oblasti nejednotné,
jsou nutné dalsi studie.

V diplomové praci byl zkouman skot plemene jersey a brown swiss v Ceské
republice. Obé plemena jsou v CR vyuzivana k mlééné produkci. Byl testovan soubor
zvitat o 240 jedincich. Piesné stanoveni genotypu beta-kaseinu pomoci sekvenace
apoznatky ztéto prace mohou slouzit chovatelim jako doporuceni ke Slechténi

a produkci.



2 CIL PRACE

Cilem prace je provedeni testovani souboru zvifat plemen jersey a brown swiss

v Ceské republice, stanoveni frekvence jejich genotypt a alel. Déle bude provedena

asociaéni analyza jednonukleotidového polymorfismu v genu pro beta-kasein (CSN2)

S parametry dil¢i uzitkovosti.

Dil¢i cile:

zpracovani literarniho piehledu s pouzitim aktudlnich informaci k tématu
osvojeni si metodiky DNA analyzy vzorkl krve

ur¢eni genotypti metodou PCR-RFLP

vytvoteni databaze z vysledkil

podrobeni ziskanych vysledki statistické analyze asociace genotypu CSN2
S vybranymi parametry mlééné uzitkovosti (pomoci software SAS)
porovnani vysledki se souCasnymi poznatky a sjiz zjiSténymi

informacemi

Béhem optimalizace metodiky podle McLachlana (2006) byla pro uréeni genotypi

zvifat zvolena sekvenace. Pfi PCR-RFLP nebyly ziskané vysledky optimalni. Diky

testovani zvifat dvou plemen byl ziskan vétsi soubor dat pro statistickou analyzu a také

bylo umoznéno srovnani vysledkti mezi nimi.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Vyznam a sloZeni mléka

MIéko nejriznéjsich zivocisnych druht hraje vyznamnou roli ve vyzive jak déti,
tak i dospélych lidi (Hanusova et al., 2010). Obsahuje dulezité latky, které ovliviiuji
zazivaci a gastrointestinalni funkce, hormony a rastové faktory potenciondln¢ schopné
ovlivnit rGst a vyvoj gastrointestindlniho traktu, dalSich specifickych organt,
imunoregulaci, neimunitni obranu proti chorobam a tvorbu stfevni mikroflory (Pihlanto-
Leppdld, 2001). Mléko a dalsi mlééné produkty, zejména pak z kravského mléka, jsou
zdrojem vysoce kvalitni energie, proteinli a mikronutrientd, jako je vapnik, hotcik
a fosfor (Hanusova et al., 2010). MIé¢né proteiny jsou zdrojem bioaktivnich peptidu
s antibakterialni a opoidni aktivitou. Terminem opoidni se rozumi takova chemicka
substance, ktera v lidském téle pisobi podobné jako morfin. Tyto peptidy maji také
schopnost snizovat krevni tlak (Miluchova et al., 2013). Zakladni slozkou mléka je voda,
dale sacharidy, lipidy, proteiny a mineraly (Reece, 1998). Vzhledem k tomu, Ze je tato
prace zaméfena na analyzu konkrétniho genu u konkrétnich plemen skotu, pozornost bude

V této ¢asti vénovana kravskému mléku.

Tab. 1: SloZeni kravského mléka (zdroj: Drbohlav a Vodickova, 2002)

Slozka %
voda 87,15
susina 12,85
bilkoviny 3,29
tuk 4,06

sacharidy 4,77
popel 0,73

3.1.1 Milé¢né proteiny

Kravské mléko je slozeno ze Sesti hlavnich proteint: ¢tyi kaseint (alfa-si, alfa-sz,
beta a kappa) a dvou syrovatkovych proteint, pficemzZ kaseiny zaujimaji asi 80 %
z celkového mnozstvi proteini v kravském mléce (Hanusova et al., 2010). Kompozice
mléka, tedy i mlécnych bilkovin, je ovlivnéna fadou faktorii. S rostoucim vékem zvitat

klesa koncentrace kaseinti, zatimco se zvySujici se laktaci jejich koncentrace roste.
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V poslednich letech je na obsah proteinii v mléce kladen velky daraz (Gellrich et al.,
2014). Na skladbu proteint v mléce ma Vvliv také ro¢ni obdobi, krmeni a zdravotni stav
zvitete. Pfevazné je vSak urcena genotypem jedince (Heck et al., 2009). Vzhledem
k navykdm spotiebitelti se do budoucna oc¢ekava dalsi narist poptavky po vyssim obsahu
bilkovin v mléce oproti jinym slozkam, jako jsou tuky a laktoza. (Gellrich et al., 2014).
Rada bioaktivnich d&ji, které jsou vysledkem konzumace mléka, je pii¢itana pravé
proteintim a peptidim, které jsou v mléce obsazeny. Nekteré proteiny jsou vSak latentni.
Pokud jsou Vv nativni form¢, muize byt jejich aktivita netplna, nebo ji mohou zcela
postradat. Aktivni peptidové frakce jsou pak z nativniho proteinu nebo peptidu uvolnény
béhem proteolytického traveni. Mohou byt uvolnény také b&hem zpracovani potravin.
Jakmile jsou bioaktivni peptidy uvolnény, mohou se chovat jako regulacni slouceniny
s aktivitou podobnou aktivité hormondlni. Pfikladem je od kaseinli odvozena fosforylace,
ktera zlepSuje na vitaminu D nezavislou kalcifikaci kosti u déti s rachitidou a dale taky
ticba vySe zminéna opoidni aktivita (kapitola 3.1). Molekula bioaktivniho peptidu
se obvykle sklada z 3-20 zbytkt aminokyselin. (Pihlanto-Leppald, 2001). Dale budou
podrobnéji popsany pouze peptidy odvozené od beta-kaseinu, kterym se tato prace
zabyva.
3.1.1.1 Syrovdtkové bilkoviny

Mezi syrovatkové bilkoviny fadime a-laktalbumin, B-laktoglobulin, bovinni sérovy
albumin a imunoglobulin (EI-Agamy, 2007). Syrovatkové bilkoviny zastavaji zhruba
20 % z celkové proteinové frakce mléka (Gellrich et al., 2014). Stejné jako u kaseint,
taky i u syrovatkovych bilkovin byly prokazany rtizné polymorfismy. Studie ukazuji,
Ze napt. varianta A B-laktoglobulinu je spojena sniz§i koncentraci kaseinti v mléce

na ukor vyssi koncentrace pravé -laktoglobulinu (Heck et al., 2009).
3.1.1.2 Kaseiny

Kaseiny jsou v mléce agregovany do velkych micelarnich struktur (Obr. 1), které
jsou v Cerstvém mléce v koloidni suspenzi. Prestoze detailni struktura takovychto micel
jesté neni piesné popsana, existuje nékolik modelt. K vapniku senzitivni kaseiny (a-S1,
a-S2 a ) jsou lokalizovany zejména uvnitf micel, zatimco k-kasein micelu obaluje
aslouzi ke stabilizaci celé struktury. K vapniku senzitivni kaseiny jsou vysoce
fosforylovany. Fosfore¢nan vapenaty tak Snimi interaguje prostiednictvim jejich

fostatovych skupin. Diky této vazbé nesou micely v mléce velké mnozstvi fosforecnanu
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vapenatého, ktery je za normalnich podminek velmi nerozpustny. Micelarni usporadani
kaseinli zajistuje, ze mléko ma nizkou viskozitu i pfes vysokou koncentraci proteinti
v ném. Kaseinové micely jsou proto velmi funkéné dulezité, zejména pak ve vyzive
a Vv determinaci fyzikalnich vlastnosti mléka, jako je skladovani a zpracovani (Kumar
et al., 1994). Ve vyzivé zastavaji svou tlohu v transportu fosfore¢nanu vapenatého, ktery
je dilezity pro vyvoj kosti u mlad’at savci (Bonsing et al., 1988). Jsou také zdrojem
aminokyselin. Z téchto davodi byly kaseiny velmi intenzivné zkoumany, a to jak

na trovni proteini, tak i na trovni DNA.

Obr. 1: Schematické znazornéni struktury kaseinové micely (pfevzato z: Hristov et al.,

2016)

Kaseiny jsou kdédovany Etyfmi geny, které byly zmapovany na BTA 6. VSechny
geny jsou velmi uzce spojeny do klastru o velikosti 250 kb. Potadi genti je znazornéno
na obrazku 2 (Gallinat et al., 2013). Diky tomuto spojeni miize byt jedna varianta kaseinu
ve vazebné nerovnovaze s variantou jinou. Tento konstrukt pomérné zté¢zuje urceni, zda
je efekt kaseinové varianty specificky k t¢ dané varianté, nebo je naopak vysledkem
jinych blizce spojenych variant genii (Heck et al., 2009). U skotu byl u vsech kaseint
prokazan polymorfismus. Jiz bylo identifikovano 39 variant kaseint. U as1-kaseinu je to 9
variant (A,B,C,D,E,F,G,Hal),uas24 (A, B, CaD) au k-kaseinu se vyskytuje celkem
13 variant proteinu (A, B, B2, C, D, E, F1, F2, G1, G2, H, | a J) a synonymni varianta Al
(Gallinat et al., 2013). V pfipadé¢ B-kaseinu bylo, podobné jako u k-kaseinu,

identifikovano 13 variant (Hanusova et al., 2010). Ty jsou podrobné&ji popsany nize
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v kapitole 3.2.2. U fady polymorfismt je znamo, ze ovliviiuji produkéni viastnosti mléka,
vlastnosti zpracovani syru, ale také nutricni hodnoty mléka. Tyto polymorfismy jsou
mimo jiné cennym zdrojem informaci pro fylogenetické studie. Ve vétSin€ piipadi jde
0 jednonukleotidové polymorfismy s otevienym Ctecim ramcem. Vysledkem je zdména
aminokyseliny ve vysledném proteinu neboli nesmyslna mutace. U nékterych variant
vSak byla prokazana delece aminokyselin, a to diky takovym zdménam nukleotida, které

ovlivituji mista sestiihu (Gallinat et al., 2013).

BTA 6

* 250 kb >

—] o, — B o :-:

Obr. 2: Schéma genomické organizace kaseinovych genti na bovinnim lokusu BTA 6

(pfevzato z: Martin et al., 2002): K vdpniku senzitivni kaseiny jsou vyznaceny Sedé.

3.2 Beta-kasein

Jednim z nejvice zastoupenych proteinti v kravském mléce je beta-kasein
(Hanusova et al., 2010). Zaujima asi 40 % celkové kaseinové frakce (Cosenza et al.,

2009). Je koédovan genem CSN2 a existuje zde znacna variabilita (Hanusova et al., 2010).
3.2.1 Gen beta-kaseinu

Gen CSN2 je stejné jako vSechny ostatni bovinni kaseiny lokalizovan
na 6. chromozomu, jak je znazornéno na obrazku 3 (Ferretti et al., 1990). Je soucasti malé
genové rodiny, ktera koduje k vapniku senzitivni kaseiny, jak bylo popsano vyse (kapitola
3.1.1.2). Tyto proteiny jsou specificky syntetizovany a sekretovany v prsni zlaze béhem
laktace, jako odpovéd’ na steroidni a peptidové hormony. Informace o evolu¢ni spojitosti
k vapniku senzitivnich kaseinti byly ziskany na zakladé studia cDNA. Dokonce
I neptibuzny kappa-kasein je geneticky spojeny s touto rodinou. Samotny gen pro beta-
kasein koduje celou fadu proteind, které se vyskytuji v mléce. Jeho kompletni sekvenci
DNA, vcetné piilehlych oblasti, popsali Bonsing et al. (1988). Bovinni gen pro beta-
kasein ma délku zhruba 8,5 kb a obsahuje 9 exonl. Exony koduji odlisné ¢asti proteini
a mRNA. Gen také obsahuje n¢kolik riznych DNA repetitivnich elementti (Bonsing
et al., 1988). Struktura CSN2 je znazornéna na obrazku 4 a 5.
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Region Displayed: 87,178,400-87,189,300 bp

no&delﬂﬁl Bt UniG=X] ensl.jenesil& RefSeq RNA 2] Genes_ﬁqzj Symbol O Links E Description

&7179K~
57 180K~

S7151K

BT 152K

87 153K~

84.53272

ene.4157.. Cshz HH_ 010806, . ! CSN2 + svprdlhm mRNA casein beta
] &7184K]

Obr. 3: Lokalizace bovinniho genu pro beta kasein na 6. chromozomu (NCBI, Gene ID:
281099, 2017)

8,5 kb

48 63 27 27 34 42 498 42 322

Obr. 4: Schéma strukturni organizace transkrip¢nich jednotek bovinniho beta-kaseinu
(pfevzato z: Martin et al., 2002): Exony jsou oznaceny cisly 1-9. Cernd barva znaci oblasti
na 3’ a5’ konci, které nejsou translatovany. Bile je oznacena ta cdst exonu, kterd koduje
signalni peptid a Sedé pak exony nebo cdsti exonii kodujici zralé proteiny. Velikosti exonil

Jjsou udany v bp (dole pod kazdym exonem). Volna mista mezi exony znaci introny.
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28.52 kb

87.17Mb 87.18Mb

Contias
Genes (Ensembl). [ S S | A |
< CSN2-201

protein coding

87.17Mb 87.18Mb
—gReverse strand 28.52 kb

Gene Legend
Protein Coding
B Ensembl protein coding

Obr. 5: Struktura bovinniho genu CSN2 (Ensembl, 2017): Dle databdze Ensembl se délky
nékterych exonii lisi, oproti délkam uvedenych v obrdzku 4. Jde o exon 1 (50 bp), 5 (24 bp)
a9 (320 bp).

3.2.2 Polymorfismus beta-kaseinu

Geneticka variabilita mléénych proteinii byla u skotu intenzivné a ve velkém
rozsahu studovéna. Dulezity je zejména vztah mezi genetickymi variantami
a produk¢énimi znaky (Caroli et al., 2004). Polymorfismy v genu pro beta-kasein byly
analyzovany jiz u celé fady plemen (Miluchova et al., 2013). Do soucasnosti byla u skotu,
Vv zévislosti na plemeni, identifikovdna existence 13 rtznych polymorfismi v CSN2
(Hanusova et al., 2010). Konkrétné jsou to varianty Al, A2, A3, B, C, D, E, F, G, H1, H2
a |l (Gallinat et al., 2013). Miluchova et al. uvadégji jako 13. variantu alelu X (Miluchova
et al., 2009). Vsechny tyto polymorfismy jsou v praxi velmi uzitecné zejména pro
identifikaci alel spojenych s vySSim vytéZkem proteint, vyS$Si dojivosti nebo

se specifickymi vlastnostmi mléka (Ferretti et al., 1990).
3.2.2.1 Nejzastoupenéjsi varianty

Nejbéznéjsimi variantami jsou varianty Al a A2, které byly identifikovany nejen
u skotu, ale i u mnoha dal$ich mléénych plemen. Molekula beta-kaseinu se sklada z 209
aminokyselin, pficemz rozdil mezi variantou Al a A2 je pouze V jedné znich
a to na 67. pozici peptidového fetézce. Alela Al obsahuje histidin (sekvence DNA: CCT),
kdezto alela A2 prolin (CAT). Originalni formou je CSN2-A2, ktera byla identifikovana
u starSich plemen, jako jsou napi. plemena zebu. Forma CSN2-Al se vyvinula teprve
nedavno, a proto je pfitomna u modernich plemen skotu. CSN2-A2 redukuje sérovy
cholesterol a zvysuje koncentraci LDL lipidu, které hraji dilezitou roli v prevenci Siroké
Skaly vaskularnich chorob u lidi (Hanusova et al., 2010). Pavodni protein je také
podobny lidskému beta-kaseinu, a to zejména ve zpusobu jeho traveni (Miluchova et al.,

2013).
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Metabolismus CSN2-Al je oproti metabolismu CSN2-A2 jen caste¢né odlisny.
CSN2-Al ale zptsobuje vznik beta-kasomorfinu-7 (BCM-7; Hanusova et al., 2010).
Skupina beta-kasomorfini (BCM), coz jsou zmléka odvozené peptidy, byla
farmakologicky popsana v letech 1970 (Miluchova et al., 2013). BCM byly prvni
identifikované peptidy s opoidni aktivitou, které byly odvozené od proteint z potravy
(Pihlanto-Leppéla, 2001). Délka peptidovych fetézci beta-kasomorfini je 4-11
aminokyselin. VSechny byly identifikovany a izolovany z mléka skotu. Vznik BCM-7
zajistuje enzym elastaza, ktery $t€pi peptidickou vazbu a uvolnuje tak jeho karboxylovy
konec. Nékteré epidemiologické studie naznacuji, ze konzumace CSN2-Al je u lidi, pravé
diky BCM-7, spojena s vyssim vyskytem kardiovaskularnich chorob, jako je diabetes
mellitus typu | a ischemicka srde¢ni porucha (Miluchova et al., 2013). Rozdilny

metabolismus Al a A2 je popsan na obrazku 6.

elastaza

&

CSN2-A2 o CSN2-A1
(v Ty XCpro)X(Phe)pro )iy X(pro X tle X(Pro) @@@@@@@
|
BCM-7

Qur)(eroXeheXproXGly Xproie)

Obr. 6: Schematické znazornéni uvolnéni beta-kasomorfinu z beta-kaseinu Al (pievzato
z: Miluchova et al., 2013)

3.2.2.2 Dalsi varianty

Vyskyt alely B neni u skotu, v porovnani s vySe uvedenymi variantami, tak casty
(kapitola 3.2.2.1). Podobné jako v piipadé alely Al dochazi pifi gastrointestindlnim
proteolytickém traveni CSN2-B ke vzniku bioaktivniho peptidu BCM-7 (Miluchova
etal., 2013). Varianty se vsak lisi substituci. Ta je u alely B v pozici 122 a zaménén
je arginin za serin. Vyskyt varianty B se vyznacuje vy$§im obsahem proteind, kaseind
a tuku v mléce (Miluchova et al., 2009). Dale je spojen s lepSimi vlastnostmi mléka pti

vyrob¢ syra (Barroso et al., 1999).
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Alely A3 a C se vyskytuji vzacné. Varianta A3 je ale spojena s vyssi dojivosti
(Miluchova et al., 2009). Varianta H se od sekvence A2 1isi v péti residuich (Han et al.,

2000). Rozdily v aminokyselinach u jednotlivych variant CSN2 uvadi tabulka 2.

Tab. 2: Lokalizace substituci aminokyselin u nékterych variant beta-kaseinu (zdroj:
Farrell et al., 2004)

Pozice a aminokyselina v proteinu
Varianta 18 25 35 36 37 67 72 88 93 106 122 137/138 152 ?

(Delece)
Al His
A2 Ser-P Arg Ser-P Glu Glu Pro GIn Leu Met His Ser Leu/Pro Pro GIn
A3 Gln
B His Arg
C Ser Lys His
D Lys
E Lys
F His Leu
G His Leu
H1 Cys lle
H2 Glu Leu Glu
/ Leu

Nov¢;jsi studie Caroli et al. ukazuje, Ze se prolin na 67. pozici vyskytuje i u variant
A3, D, E, H2 a I, zatimco u variant F a G je to aminokyselina histidin. Tato studie
potvrzuje, Ze nejbéznéji se vyskytujicimi variantami beta-kaseinu u turinského skotu jsou
varianty Al, A2 a B. Varianty C a | jsou pomérn¢ Casté, ostatni jsou pak vzacné a spise
se nevyskytuji (Caroli et al., 2016).

3.3 Zdravotni problémy u lidi spojené s konzumaci mléka
3.3.1 The A2 Milk Company ™

Vroce 2000 byla na Novém Zélandu zaloZena spolecnost The A2 Milk
Company™. Firma byla zalozena Dr Corranem McLachlanem poté, co pfi svych studiich
objevil, ze rizné proteiny v mléce mohou mit riizny vliv na rizné osoby. Zakladnim
objevem byla produkce nékolika typt beta-kaseint v kravském mléce, zejména pak beta-

kaseinu Al a A2. U vétsiny jedincu trpicich problémy spojenymi s konzumaci bézného
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kravského mléka, tedy tzv. Al mléka, nedoslo pfi konzumaci A2 mléka k projeviim
intolerance. Konzumace A2 mléka mutize také eliminovat potencionalni zdravotni rizika,
spojena s dlouhodobou konzumaci bézného mléka, ktera byla popsana vySe (kapitola
3.2.2.1).

McLachlan také objevil, ze pivodni variantou proteinu byla pravé varianta A2.
Varianta Al se postupné rozsifila diky modernim zemédélskym postupiim z evropskych
do svétovych stad, coz potvrdily i dalsi studie (viz kapitola 3.2.2.1). McLachlan véde¢l,
ze se jesté vyskytuji zvifata, ktera produkuji mléko obsahujici A2 variantu beta-kaseinu.
Dutlezité ale bylo najit bezpecny a neinvazivni zplsob, jak tato zvifata identifikovat
a zajistit tak produkci pfirodniho a Cistého A2 mléka, tedy zcela prostého Al beta-
kaseinu. Na téchto zakladech pak firma vznikla. Nyni firma plisobi na australském,

novozélandském, britském, americkém a ¢inském trhu.

V ptipadé spole¢nosti The A2 Milk Company™ miizeme hovofit o komerénim
vyuziti vyhod spojenych s A2 mlékem neboli rozdilu mezi alelami A1 a A2. Od roku 2003
je v Australii a na Novém Zélandu prémiovou znackou. Reakce spotiebitelll na tyto
produkty byla velmi pozitivni. S rostouci poptdvkou doslo k rozsitfeni distribuce

a expanzi firmy na dal$i zahrani¢ni trhy (The A2 Milk Company™, 2017).
3.3.2 Alergie na mléko

Dals$im problémem spojenym s konzumaci mléka je alergie, kterou mize mléko,
krom vy$e zminénych opoidnich Géinkt (kapitola 3.1), u nékterych jedinct zpusobit.
Pojmem alergie se rozumi pozménénd nebo abnormadlni reakce, ktera vznikne pfi
kontaktu mezi cizim proteinem (tzv. alergenem) a télni tkani, ktera je k nému citliva.
Alergen muze dorazit k cilové tkani prostfednictvim piimého kontaktu s kizi nebo
sliznici, ale také krevnim feciStém po absorpci. Alergie na kravské mléko je klinicky
definovéna jako abnormalni imunologicka reakce na mlé¢né proteiny. Kravské mléko
obsahuje 20 proteind, které mohou alergickou reakci vyvolat. Mezi né patii mimo jiné
kaseiny, tedy i vySe popsany beta-kasein (kapitola 3.2). Hlavnim alergenem je vSak f-
laktoglobulin. U alergické reakce mize jit o interakci jednoho ¢i vice téchto bilkovin
Sjednim ¢i vice imunitnimi mechanismy, ktera vyustuje v bezprostiedni reakci.
Vyvolané reakce, které neprobihaji prostfednictvim imunitniho systému, jsou definovany
jako intolerance Kk proteinim kravského mléka. Alergie na kravské mléko je jednou
Z nejbézngjsich potravinovych alergii u déti, ale vyskytuje se i u dospélych. Symptomy

alergické reakce se mohou u citlivého jedince objevit nékolik hodin nebo i nékolik dni po
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poziti mléka. Jiz bylo popsano Siroké spektrum symptomt, jako gastrointestindlni,
respiracni, kozni problémy a mimo jiné také systemické anafylaktické pfiznaky. Nékteré
Z téchto symptomu jsou podobné, jako u reakce senzitivnich jedinct na A1l formu beta-

kaseinu (EI-Agamy, 2006).
3.3.3 Ostatni

Syrovatkové bilkoviny obecné¢ obsahuji opoidni sekvence ve své primarni struktufe,
krom vySe zminéného [-laktoglobulinu (kapitola 3.3.2) tedy i a-laktaloumin.
Bioaktivnimi peptidy vznikajicimi pfi proteolyze jsou a- a B-laktorfiny. Opoidni aktivita
a-laktorfinu je v porovnani s B-laktorfinem nizsi, za to vsak konzistentné&jsi (Pihlanto-
Leppala, 2001).

3.4 Dalsi faktory ovliviiujici kvalitu mléka

Slozeni mléka neni zavislé pouze na genotypu zvifete. Je ovlivnéno tfadou faktort,
jako faze laktace, parita, vék oteleni, dokonce i ro¢ni obdobi. N¢které studie prokazaly,
ze na slozeni mléka ma vliv 1 krmeni. Konkrétnimi sloZkami mléka, které jsou ovlivnény
zminénymi faktory, jsou obsah tuku, proteini, suSiny, kaseint a laktdzy. Pomér mléénych
slozek zavisi také na véku a plemeni zvitete. VSechny uvedené faktory lze povazovat za
faktory vnéjsi a pti Slechténi je nutné je brat v potaz. Kvalita a sloZzeni mléka totiz hraji

vyznamnou roli v mlééném prumyslu a pfimo souvisi s dojivosti (Sahin et al., 2016).
3.5 Pouzita plemena

3.5.1 Plemeno jersey

Jerseyské plemeno (Obr. 7) je piivodem ze stejnojmenného ostrova v Lamansském
prulivu u francouzského pobiezi. Populace zvifat na ostrové se po fadu let chovala
Vv Cistokrevné plemenitbé. Patii k nejstar§Sim dojnym plementim viibec, a to ve svétovém
meéftitku. V Anglii bylo zndmé jiz pied rokem 1771. Oblibené bylo zejména pro mlénou
produkci, ktera byla vhodna pro vyrobu masla a syrti (Cesky svaz chovateli jerseyského
skotu, 2017). Ze stejného mnozstvi mléka lze vyrobit az o 20 % vice syrt a 30 % vice
masla, je-1i pouzito mléko jerseyského skotu (Nas chov, 2013). I kdyz je plemeno jersey
fyzicky nejmensim dojnym plemenem na svété, jeho mléko obsahuje nejvyssi podil
bilkovin a tukti ze vSech ostatnich dojnych plemen, diky ¢emuz se hodi k vySe zminénym
ugelim (Cesky svaz chovatell jerseyského skotu, 2017). Navic jsou jerseyské kravy

schopny vyprodukovat v priméru 16x vice kg mléka za laktaci, nez je jejich télesna
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hmotnost (N4s chov, 2013). Nejvice je jerseyské plemeno rozsiteno na Novém Z¢land¢.
Po roce 1990 se plemeno svétove rozsitfilo. V. USA se v tomto obdobi zacalo vyuzivat

k vysoké a komeréni produkei (Cesky svaz chovateltl jerseyského skotu, 2017).

V soucasnosti se o jerseyském plemenu ¢asto hovofti jako o plemenu budoucnosti,
které nemé mezi ostatnimi dojnymi plemeny konkurenci. Nékteré divody, pro¢ tomu tak
je, byly jiz popsany. Z téch dalSich je to napiiklad fakt, Ze dojnice maji nejdelsi produkéni
zivot (23 % krav je na 5. a vyssi laktaci). Plemeno ma také v dob€ prvniho pfipousténi
se vyznacuje nejvyssim poctem odchovanych telat na kravu. Diky sloZeni mléka je jeho
cena za litr nejvyssi, plati-li mlékdrna za mlécné slozky. Na rozdil od mléka ostatnich
plemen obsahuje mnohem vice susiny, zvlasté pak proteinovych ¢astic (o 20 % vice),
ale také tieba vapnika (o 15 % vice). Uvedené faktory dé€laji toto plemeno idealnim
pro budouci mléény trh CR. V zépadni Evropé a zamoii, kde mlékarny kladou diraz
na mlééné slozky a plati za n¢, je toto platné jiz dnes. Ve vyspélych statech je v praxi
aplikovan nakup mensiho mnozstvi kvalitnéjs$iho mléka, coz je pro mlékarny mnohem
vyhodnéjsi. Plemeno je velmi vnimavé k chovatelskému prostiedi. Na druhé stran¢ je
odolné vici horsim klimatickym podminkam, zejména teplym stresim a pfimému
slunecnimu zafeni. Jerseyské plemeno je také idealni vzhledem k produkci odpadnich
dusikatych latek. Jedna krava plemene jersey se totiz rovna 1,4 kravy holStynského
plemena, co se dusikatych odpadu tyce, na jejichz produkci bude, z hlediska ochrany
zivotniho prostfedi v souvislosti se zemé&dé€lstvim, bran v budoucnu zietel. VSechny
uvedené znaky d¢€laji jerseyské plemeno plemenem nejvice ekonomickym a s velkym

potencialem do budoucnosti (Nas chov, 2013).

Obr. 7: Plemeno jersey (zdroj: http://bit.ly/21V8TdZ)
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3.5.2 Plemeno brown swiss

Svycarsky hnédy skot (Obr. 8) je jednim z nejstarich kulturnich plemen (Klub
chovateld brown swiss, 2017). Pochazi z hornatého $vycarského kantonu Swyz (600-
2000 m n. m.), odkud se postupné rozsitilo do vSech oblasti Alp. Dnes uz je plemeno
rozsiteno prakticky celosvétové (Svaz chovatelii skotu plemene brown swiss, 2009).
Zvitata maji stiedni az vétsi télesny ramec. Jsou typicky celoplastoveé hnéda az Cerna.
Konce rohtl, paznehty a mulec maji zbarveny cerné. Nékdy se u nich vyskytuje svétlejsi
zbarveni kolem mulce a tmavy pruh ptes hibet. Plemeno brown swiss muize byt
zafazovano mezi plemena s kombinovanou uzitkovosti, tedy jak s mlé¢nou, tak i masnou,
pii¢emz mlécna uzitkovost jednoznaéné prevazuje. Vyhodou tohoto plemene je zejména
jeho dobry zdravotni stav, nendro¢nost, pevnd konstituce (v¢. koncetin) a dlouhovékost.
Dojnice se dostavaji az na 14 laktaci (Klub chovatelti brown swiss, 2017). Diky témto
vlastnostem je plemeno jednim z nejpocetnéjSich na svété. (Svaz chovateli skotu

plemene Brown Swiss, 2009).

Obr. 8: Plemeno brown swiss (zdroj: goo.gl/fVtELf)
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Material

4.1.1 Analyzované vzorky

Urceni genotyptt CSN2 bylo provedeno u souboru krav plemene jersey a brown

swiss, které pochazely z 9 chovii. Celkem bylo testovano 240 kust zvifat. VSechny

vzorky byly analyzovany v laboratoti Ustavu morfologie, fyziologie a genetiky zvitat.

4.1.2 PouZité pristroje a software

Ptistroje jsou v seznamu uvedeny v potadi, ve kterém byly pouzivany pfi praci
(viz kapitola 4.2):

vortex

centrifuga Mikro 20 (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, DE) E-BOX VX5
(Schoeller, Praha, CR)

termalni blok

automaticky termalni cykler PTC-200 Peltier Thermal Cycler (Bio — Rad,
Hercules, USA)

vaha Scaltec SBA 41 (Sartorius, Bohemia, USA) Vortex Bio Vortex V1
(Biosan, Riga, LT)

externi zdroj stejnosmérného napéti

Elektronic UV Transilluminator (Ultra LUM, Claremont, USA), elektricky
zdroj Power Pac 300 (Bio — Rad, Hercules, USA) a fotoaparat Powershot
G6 (Canon, Tokyo, JPN)

automaticky centralni cykler GeneAmp®PCR System 9700 (Life
Technologies Corp., Carlsbhad, USA)

geneticky analyzator ABI PRISM® 3500 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA)

program Sequence Analysis Software v5.4 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA)

program Sequence Scanner v1.0 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA)
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4.2 Metodika

Prvnim krokem a zakladem praktické Casti prace bylo vytvoreni databaze, ktera

obsahuje identifika¢ni daje zvitat, idaje o jejich ptivodu, plemeni, genotypu a laktaci.
4.2.1 lzolace DNA

Pro izolaci DNA ze vzorki krve byl pouzit komer¢ni kit Genomic DNA Mini Kit
(Blood/cultured Cell) od firmy Geneaid (Nova Tchaj-pej, TWN).

Postup (Blood Protocol) izolace je nasledujici: 300 pl krve napipetujeme
do zkumavky (1,5 ml), ptidame 900 pl lyza¢niho pufru RBC a promichame. Inkubujeme
10 min. pii pokojové teploté. Centrifugujeme 5 min. pti 5 600 rpm. Po centrifugaci
kompletné odsajeme supernatant. Pfidame dal$ich 100 p lyzaéniho pufru, 200 ul GB
pufru a promichame. Inkubujeme pii teploté 60 °C po dobu 10 min. V termalnim bloku.
V pribéhu inkubace obsah zkumavek kazdé 3 min. promichavame inverzi zkumavky.
Po inkubaci by mél byt lyzat ¢iry. V této fazi si predehiejeme elucni pufr, ktery musi mit
teplotu 60 °C. K lyzatu ptidame 200 pl absolutniho etanolu a po dobu 10 S smés
promichavame. Precipitat musi byt po tomto kroku rozpustén. CD kolonu umistime
do sbérné zkumavky (o objemu 2 ml). Smés po inkubaci pifeneseme na tuto kolonu.
Centrifugujeme 5 min. pii 12 500 rpm. Roztok vylejeme a sbérnou zkumavku diikladné
osusime. Na kolonu pfidame 400 pl pufru W1 a centrifugujeme 30-60 s pti 12 500 rpm.
Roztok ze sbérné zkumavky vylejeme, osuSime ji, kolonu vratime zpé€t, na ni piidame
600 ul myciho pufru. Opakujeme centrifugaci. Vylejeme roztok ze sbérné zkumavky
aznovu centrifugujeme 3 min. pfi 12 500 rpm. Kolonu pifeneseme do Cisté
mikrocentrifugacni zkumavky (o objemu 1,5 ml). Pfiddme 100 pl pfedehiatého elu¢niho
pufru, idealn€ na stfed kolony. Nechame 3 min. odstat, abychom zajistili kompletni
adsorpci pufru. Pro eluci Cisté DNA centrifugujeme 30 s pii 12 500 rpm. Na zavér
vysledky izolace ihned vizualizujeme na 1,5% agar6zovém gelu (viz kapitola 4.2.2,
Obr. 10). Pfed nanesenim na gel byly vzorky promichany se sachar6zou a bromfenolovou
modii. Elektroforeticka separace probé&hla pii 120 V po dobu 20 min. VVzorky DNA byly

pro dalsi praci uchovavany pii -20 °C.
4.2.2 Agarozova gelova elektroforéza

Horizontalni agar6zova gelova elektroforéza byla vyuZita pro ovéfeni pfitomnosti

a Cistoty DNA po izolaci z krve a dale pro ovéfeni ptitomnosti amplifikovanych segmentt
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po polymerazové fetézové reakci (PCR). V prvnim piipadé€ byl pouzit gel o koncentraci
1,5 %, po PCR o koncentraci 3 %. Slozky gelu:
e agardza Agarose (SERVA, DE)
e 1XxTBE pufr
e ethidium bromid — 0,5 mg/ml
Komponenty ptidavané ke vzorkiim:

e 40% sachar6za
e 0,25% bromfenolova modr
Ethidium bromid byl pouzit jako vizualiza¢ni barvivo. Jako nanaseci pufr byla

pouzivana sachardza. Pii nandSeni PCR produktu na gel nebylo tfeba pouzivat nanaseci
pufr. PPP Master Mix, pouzity v reakéni smési pro PCR (Tab. 3), obsahuje nanaSeci
aditiva pro pfimou vizualizaci na gelu. K ovéfeni vysledku elektroforetické separace
po izolaci DNA a PCR byly pouzity tyto hmotnostni standardy (Obr. 9):

e 1 kb DNA Leadder (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA)

e 50 bp DNA Leadder (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA)

50 bp 1 kb
bp
500
250
2.5% agarose 1% agarose

Obr. 9: Pouzité hmotnostni standardy (zdroj: g0o.gl/QOkDZv): 1 kb hmotnostni standard
byl pouzit pri vizualizaci vysledkii izolace DNA a 50 bp v pripadé PCR.

Hmotnostni standardy také slouzily pro orienta¢ni urceni velikosti produktd.

Vlastni elektroforéza probihala v TBE pufru pii 120 V, po izolaci DNA 20 min. apo PCR
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25 min. Optimalni velikost napéti je 5 V/em. Po elektroforetické separaci byly vzorky
vizualizovany pomoci Elektronic UV Transilluminator. Pro pofizeni zaznamu byl pouzit

fotoaparat Canon Powershot G6.
423 PCR

Pro namnozeni DNA po izolaci, tedy vychoziho materidlu pro vlastni sekvenaci,
byla pouzita metoda PCR podle McLachlana (2006). Prvnim krokem bylo namichani
reak¢éni smési pro PCR nakone¢ny objem 15 pl. V reakéni smési byly pouzity tyto
reagencie:

e ultradista H,O (Top — Bio s.r.0., Praha, CR)

e PPP Master Mix (Top — Bio s.r.o., Praha, CR) - 150 mM Tris—HCI (pH 8,8),
40 mM (NH4)2SO4, 0,02 % Tween, 20,5 mM MgClz, 400 uM dNTP
(kazdy), 100 U/ml Taq DNA polymerazy, barvivo, stabilizatory, aditiva

e roztok primerd CSN2 a CSN2 S1 (IDT Inc., Coralville, USA) — zasobni
roztok 100 pmol/ul, pracovni roztok 10 pmol/ul

Kone¢né koncentrace jednotlivych slozek jsou uvedeny v tabulce 3.

Tab. 3: SloZeni reakéni smési pro PCR

Slozka Mnozstvi (ul)
destilovand H,0 4,5
PPP mix 7,5
primer A 1
primer B 1
DNA 1
celkem 15

Reakeéni smés byla ptfipravovana na ledu. Pouzité primery uvadi tabulka 4. Pfimy
primer pro gen CSN2 byl pievzat z prace McLachlana (2006). Zpétny primer oznaceny
jako CSN2 S1 byl navrzen pro potieby této prace.
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Tab. 4: Charakteristika pouzitych primert

Délka

. . . T (C)
Gen Primery Pfevzato z primeru ] GC (%)
z oliga
(bp)
McLachlan
CSN2 F: CCT TCT TTC CAG GAT GAA CTC CAG G (2006) 25 60,2 52
CSN2 S1 R: TAGGGAAGGGCATTTCTTTGTGCTT 25 60,2 5

Nakonec byly zkumavky vlozeny do automatického termalniho cykleru PTC-200,
kde doslo k amplifikaci. Reakéni podminky, podle kterych PCR probéhla, jsou uvedeny
v tabulce 5. Faze denaturace, annealingu a elongace se v tomto poradi po sobé opakovaly

ve 30 cyklech.

Tab. 5: Teplotni profil PCR

Proces Teplota (°C) Cas (min.)
uvodni denaturace 95 2
denaturace 95 0,5
é annealing primar( 60 0,5
elongace 72 0,5
zavérec€na elongace 72 7
4 (o0]

Produkt vznikly reakei, tedy amplifikovany specificky fragment, méa délku 223 bp.
Pokud produkt nebyl hned pouzit pro dals$i praci, uchovéaval se pii teploté -20 °C.
Pfitomnost PCR produktu byla bezprostiedné po reakci vizualizovana elektroforeticky
na 3% agarézovém gelu (Obr. 11) podobné, jako po izolaci. Elektroforéza vsak trvala

25 min.
4.2.4 Sekvenace

Pro analyzu genotypu zvifat v lokusu CSN2 byla pouzita sekvenace. Pivodné
navrzend metoda PCR-RFLP, ktera byla obsazena v metodice podle McLachlana (2006),
neposkytovala optimalni vysledky. Proto byla nakonec metodika optimalizovana
a pro stanoveni polymorfismu v CSN2 zvolena sekvenace. Prvnim krokem bylo opét

namichani reakéni smési, tentokrat za pouziti BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit
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v3.1 (Life Technologies Corp., Carlsbad, USA). V tomto ptipadé byl kone¢ny objem
reak¢ni smési 10 pl a byly v ni pouzity tyto komponenty:
e ultragista H,O (Top — Bio s.r.0., Praha, CR)
e roztok primeru CSN2 (IDT Inc., Coralville, USA) — zasobni roztok
100 pmol/ul, pracovni roztok 10 pmol/pl
e reakacni mix - 2,5 X Ready Reaction Mix
e sekvenaéni pufr - 5 X Sequencing Buffer

Konec¢né koncentrace jednotlivych slozek reakce uvadi tabulka 6.

Tab. 6: SloZeni reakéni smési pro sekvenaci

Slozka Mnozstvi (ul)
destilovand H,0 7,215
reakéni mix 0,25
pufr 1,875
primer A 0,16
DNA 0,5
celkem 10

Amplifikace templatu probihala v cykleru GeneAmp®PCR System 9700
za teplotnich podminek uvedenych v tabulce 7. Faze denaturace, annealingu a elongace

se po sob¢ opakovaly ve 25 cyklech.

Tab. 7: Teplotni profil PCR pro sekvenaci

Proces Teplota (°C)  Cas (s)
uvodni denaturace 96 60
denaturace 96 10
‘LE annealing primar( 50 5
elongace 60 240
4 (0]

Vysledna reak¢ni smés po PCR amplifikaci byla purifikovana pomoci Kitu

BigDye® XTerminatorTM Purification Kit (Life Technologies Corp., Carlsbad, USA).
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Purifikace se provadi z divodu odstranéni terminatord, které nebyly inkorporovany.
Reagencie nutné k precisténi smési jsou nasledujici:

e XTerminator Solution

e SAM Solution

Nejdiive byla hotova reakéni smés 1 min. centrifugovat pii 13 000 rpm. Ke smési

bylo pfidano 5 pl XTerminator Solution a 22 pul SAM Solution. Zkumavky byly
vortexovany 30 min. pti 2 000 rpm. Nasledné bylo tfeba vzorky pfipravit pro samotnou
sekvenaci. Po vortexu byly vzorky kratce stoCeny. Ze zkumavky bylo odebrano vzdy
20 pl svrchni tekuté faze, které byly pfeneseny na plato. Nasledné bylo plato se vzorky
vlozeno do genetického analyzatoru ABI PRISM® 3500. Toto zafizeni vyuziva k analyze
kapilarni elektroforézu (s kapilarou o délce 50 cm a analyza probihala za pouziti
polymeru POP7). Ziskana data byla vyhodnocena programy Sequence Analysis Software

v5.4 a Sequence Scanner v1.0.
4.2.5 Matematicko-statisticka analyza
4.2.5.1 Vypocet frekvenci alel a genotypii

Urceni frekvenci alel a genotypt u vysledného polymorfismu bylo provedeno
dle tabulky 8 a 9.

Tab. 8: Urceni frekvence genotypu (Hartl and Clark, 2007)

Genotyp Absolutni frekvence Relativni frekvence

AA D d= b

"N

H

AC H h=-—

N

R

cC R r=—

N

2 D+H+R=N d+h+r=1
Kde:

D,H R ... absolutni frekvence genotypi
d, h,r ... relativni frekvence genotypt
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Tab. 9: Vypocet frekvence alel (Hartl and Clark, 2007)

Alela Absolutni frekvence Relativni frekvence
A b b= 2D+H —d+ 1
2N 2
2R+ H 1
¢ Q 1=728 7713
2 P+Q=2N p+q=1
Kde:
D,H,R ... absolutni frekvence genotypti
dhr ... relativni frekvence genotypt
P,Q ... absolutni frekvence alel
P, q ... relativni frekvence alel
N ... absolutni frekvence vsech jedinct

4.2.5.2 Vypocet Hardy-Weinbergovy rovnoviahy

Zjisténi geneticky rovnovazného stavu u zkoumaného souboru bylo provedeno
podle Hardy-Weinbergova zakona. Byla stanovena tato nulova hypotéza (Ho): mezi
o¢ekavanymi a pozorovanymi (skutecnymi) ¢etnostmi genotypu ve sledovaném souboru
zvirat neni rozdil. Plati, Ze:

1= p?+2pq+ q?
Kde:

P, q ... relativni frekvence alel

Pro vyhodnoceni byl pouzit tzv. chi kvadrat neboli test dobré shody. Ten porovnava
skute¢né genotypové frekvence s genotypovymi frekvencemi ocekavanymi za geneticky

rovnovazného stavu:

2
X%n—p—l) = E@
Kde:
O ... pozorovana Cetnost genotypt
E ... o¢ekavana ¢etnost genotypu
(n-p-1) ... vypocet stupné volnosti
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Stupen volnosti pro gen se tfemi genotypy a dvéma alelami je roven 1. Vzorce

pro vypocet Hardy-Weinbergovy rovnovahy byly pouzity podle Hartla a Clarka (2007).

4.2.5.3 Asociacni analyza

Asociaéni analyza genu CSN2 s parametry mlééné uzitkovosti byla provedena

pomoci programu SAS verze 9.4 (SAS Institute Inc., 2016). Ur¢eni prikaznosti mezi

genotypy bylo vypocteno pomoci zobecnéného linearniho modelu se dvéma pevnymi

faktory (procedura GLM). Jako pevné faktory byly zvoleny efekt plemene a efekt

genotypu. Jako regrese byly navrzeny dny laktace.

Vypocet asociaéni analyzy byl proveden podle této rovnice:

Kde:
Yij
n
gen;
plem;
lakt(xij - X)

€ij

yij = u+ gen; + plem; + lakt(xij - )‘() + €

.. sledovany znak

.. pramérna hodnota sledovaného znaku

.. pevny efekt genotypu lokusu CSN2 (i = AA, AC, CC)
.. pevny efekt plemene (j = 1, 2)

.. regrese na lakta¢ni dny

.. rezidudlni efekt (nahodna chyba vSech pozorovani)
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 lzolace

Jak bylo popsano vyse (kapitola 4.2.2), vysledky izolace DNA byly ovéfeny
horizontalni agardzovou gelovou elektroforézou. Velikost genomové DNA je cca

10 000 bp. Na obrazku 10 je zobrazen prosviceny gel s vysledky izolace.

214 215 216 217 218 219

Obr. 10: Ukazka vizualizace vysledkil izolace DNA ze vzorkl krve (vzorek 214-220):
gel — 1,5 %, hmotnostni standard —od 10 000 bp do 250 bp (viz Obr. 9, velikost fragmentii
klesa v tomto poradi: 10 000, 8 000, 6 000, 5000, 4 000, 3 500, 3 000, 2 500, 2 000,
1500, 1 000, 750, 500 a 250 bp), vizualizacni barvivo — ethidium bromid

5.2 PCR

Polymorfismus genu CSN2 byl amplifikovan pomoci PCR. Délka amplifikovaného
fragmentu je 223 bp. Pro ovéfeni amplifikace PCR produktu byla pouZzita horizontalni
agarozova gelova elektroforéza. Na obrazku 11 je zobrazen prosviceny gel

s amplifikovanymi fragmenty.
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Obr. 11: Ukazka vizualizace vysledkti PCR (vzorek 125-128): gel — 3 %, hmotnostni
standard — od 1 000 bp do 50 bp (Obr. 9, velikost fragmentii klesd v tomto poradi: 1 000,
900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 a 50 bp), vizualizacni barvivo — ethidium

bromid

5.3 Sekvenace

Genotyp zvifat v lokusu CSN2 byl uréen pomoci sekvenovani. Polymorfni alela

je zobrazena na obrazcich 12, 13 a 14.

150 500 ) 00 | l BED T TED B0 150 200
[

Bowod 0 snen 0 b oo b bonn oo bnnnnnatball b,
CCCTG GG CCCATCCATAACAGCCTCCCACAAAACATCCC

Obr. 12: Ukazka genotypu AA (AlAl) vgenu CSN2 — vzorek 227: Zkoumany

polymorfismus je vyznacen Zlute.
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Obr. 13: Ukazka genotypu AC (A1A2) vgenu CSN2 — vzorek 229: Zkoumany

polymorfismus je zvyraznén cervené.
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Obr. 14: Ukazka genotypu CC (A2A2) vgenu CSN2 — vzorek 230: Zkoumany

55 Ev!ll 65

& C)-Z
& ‘]:=—_

polymorfismus je vyznacen Zlute.

5.4 Matematicko-statisticka analyza

5.4.1 Vypocet frekvenci alel a genotypii

Vypocéty frekvenci alel a genotypti byly provedeny na dvou souborech dat. Prvnim
z nich byl soubor o 237 jedincich, jejichz krev jsme méli k dispozici. U 3 jedinct
se nepodafilo genotypy ur€it z diivodu nekvalitnich vzorki krve. V tomto piipadé $lo tedy
0 celkovy soubor zkoumany v této praci (vSechny vzorky), tedy 240 jedinct, z nichz bylo
78 plemene brown swiss (BSW) a 162 plemene jersey (J), jak udava tabulka 10.

Druhy soubor obsahuje zvitata vybrana z prvniho celkového souboru pro asociacni
analyzu. Jednalo se o 126 zvifat, 45 plemene brown swiss a 81 jerseyského plemene
(Tab. 15). Z piavodniho souboru byli vybrani pouze ti jedinci, u kterych byly k dispozici
parametry mlécné uzitkovosti (respektive hodnoty sledovanych fenotypovych znak).

Diivodem chybéjicich udaji v databazi bylo vyrazeni zvitete kvili nemoci, nebo stafi
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zvirete, kdy se jednalo bud’ o tele, nebo o dojnici v pravé probihajici 1. laktaci. Vypocty
byly v obou ptipadech provedeny dle tabulek 8 a 9.

Tab. 10: Zastoupeni plemen ve zkoumaném souboru

Plemeno Zastoupeniv populaci Procentualni zastoupeni v populaci

BSW 78 32,50
J 162 67,50
z 240 100,00

Tab. 11: Absolutni a relativni frekvence genotypt genu CSN2

Genotyp Absolutni frekvence Relativni frekvence

AA 12 0,0506
AC 77 0,3249
cc 148 0,6245

z 237 1,0000

Tab. 12: Absolutni a relativni frekvence alel genu CSN2

Alela Absolutni frekvence Relativni frekvence

A 101 0,2131
C 373 0,7869
)2 474 1,0000

Ve zkoumaném souboru o 237 jedincich byl nejvice zastoupen genotyp CC (A2A2)
a to u 62,45 % jedinci. Druhym nejpocetnéjsim byl genotyp AC (A1A2) u 32,49 %
jedinct. U 5,06 % jedinci byl identifikovan genotyp AA (AlAl), coz je genotyp
S nejmensim zastoupenim ve zkoumaném souboru. Co se ty¢e zastoupeni alel, alela A
(A1) byla v souboru zastoupena s frekvenci 21,31 % a alela C (A2) s frekvenci 78,69 %.
U 3 jedinct se nepodafilo genotypy lokusu CSN2 urcit z divodu nekvalitnich vzorkd, jak

bylo uvedeno vyse.
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Tab. 13: Absolutni a relativni frekvence genotypti CSN2 u jednotlivych plemen

BSW J
Genotyp Absolutni Relativni Absolutni Relativni
frekvence frekvence frekvence frekvence
AA 4 0,0533 8 0,0494
AC 27 0,3600 50 0,3086
cc 44 0,5867 104 0,6420
z 75 1,0000 162 1,0000

Tab. 14: Absolutni a relativni frekvence alel genu CSN2 u jednotlivych plemen

BSW J

Genotyp Absolutni Relativni Absolutni Relativni
frekvence frekvence frekvence frekvence

35 0,2333 66 0,2037
C 115 0,7667 258 0,7963
2 150 1,0000 324 1,0000

Zastoupeni jednotlivych genotypu a alel s ohledem na plemeno udava tabulka 13

a14. Poradi Cetnosti se u nich neliSilo. Nejvice byl zastoupen genotyp CC (A2A2),

na druhém misté genotyp AC (A1A2) a nejmén¢ genotyp AA (A1Al1). U plemene brown
swiss byla zjisténa tato frekvence genotypu: 58,67 % CC (A2A2), 36 % AC (AlA2)
a5,33% AA (A1Al). Alely se u plemene brown swiss vyskytovaly s touto frekvenci:
76,67 % C (A2) a 23,33 % A (Al). Jerseyské plemeno mélo frekvenci genotypt 64,20 %
CC (A2A2), 30,86 % AC (A1A2) a 4,94 % AA (AlAl) a frekvenci alel 79,63 % C (A2)

220,37 % A (Al).

Nize jsou uvedeny vysledky pro soubor o 126 jedincich (Tab. 15, 16, 17, 18 a 19).

Opcét jde o zastoupeni plemen, absolutni a relativni frekvence alel a genotypt. Tyto

vypocty byly provedeny z ditvodu zminéného na zacatku této kapitoly.
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Tab. 15: Zastoupeni plemen ve vybraném souboru jedinct — jedinci s daty mlécné

uzitkovosti

Plemeno Zastoupeniv populaci Procentualni zastoupeni v populaci

BSW 45 35,71
J 81 64,29
2 126 100,00

Tab. 16: Absolutni a relativni frekvence genotypt genu CSN2 ve vybraném souboru

jedinct

Genotyp Absolutni frekvence Relativni frekvence

AA 4 0,0317
AC 46 0,3651
cc 76 0,6032

)2 126 1,0000

Tab. 17: Absolutni a relativni frekvence alel genu CSN2 ve vybraném souboru jedinct

Alela Absolutni frekvence Relativni frekvence

A 54 0,2143
C 198 0,7857
)2 252 1,0000

Ve vybraném souboru o 126 jedincich byl nejvice zastoupen genotyp CC (A2A2),
ktery byl identifikovan u 60,32 % jedincti. Dale to byl genotyp AC (A1A2) u 36,51 %
jedinct a genotyp AA (A1A1) u 3,17 % jedinct. V tomto souboru prevlada vyskyt alely C
(A2), ktera byla zastoupena 78,57 % jedinci. Alela A (Al) byla identifikovana u 21,43 %

zvirat.
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Tab. 18: Absolutni a relativni frekvence genotypi CSN2 u jednotlivych plemen

Vv souboru jedincti vybranych pro asocia¢ni analyzu

BSW J
Genotyp Absolutni  Relativni  Absolutni  Relativni
frekvence frekvence frekvence frekvence
AA 2 0,0444 2 0,0247
AC 17 0,3778 29 0,3580
cc 26 0,5778 50 0,6173
X 45 1,0000 81 1,0000

Tab. 19: Absolutni a relativni frekvence alel genu CSN2 u jednotlivych plemen v souboru

jedinct vybranych pro asociaéni analyzu

BSW J

Genotyp Absolutni Relativni Absolutni Relativni
frekvence frekvence frekvence frekvence

21 0,2333 33 0,2037
C 69 0,7667 129 0,7963
90 1,0000 162 1,0000

Zjisténa zastoupeni genotypu i alel jsou u jednotlivych plemen v souladu s vysledky
ziskanymi pro celkovy soubor (tj. 240 zvifat). U plemene brown swiss byla frekvence
genotypu 57,78 % CC (A2A2), 37,78 % AC (A1A2) a 4,44 % AA (A1Al). Alely mély
frekvenci 76,67 % C (A2) a 23,33 % A (Al). U plemene jersey byla frekvence genotypt
nasledujici: 61,73 % CC (A2A2), 35,8 % AC (A1A2) a 2,47 % AA (A1Al). Frekvence alel
byla 79,63 % C (A2) a 20,37 % A (Al).

5.4.1.1 Diskuse

Z vysledku Gallinata et al. (2013) je patrné, ze u plemene jersey byla nejvice
zastoupena alela A2 (C; 63 %), dale pak alela B (26 %). Zastoupeni 5 % bylo zjisténo
u alely A1 (A). Gen CSN2 byl v tomto ptipadé sekvenovan u celkem 319 jedincu.

Dle studie Cecchinata et al. (2014), ktera byla provedena u 1 271 krav plemene
brown swiss, byla nejvice zastoupena alela A (Al) s frekvenci 0,23 (tj. 23 %). Alela
C (A2) byla v populaci zastoupena s frekvenci 0,16 (16 %).
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Zastoupenim genotypu lokusu CSN2 se také zabyvali naptiklad Miluchova et al.
(2009). V této praci bylo analyzovano 89 zvifat plemene Slovenského Pinegavského
skotu. V této populaci byl nejvice zastoupen genotyp A1A2 (AC) a to u 51,68 % zvirat.
Genotyp A1A1 (AA) byl zastoupen u 30,34 % a genotyp A2A2 (CC) u 17,98 % jedincu.
Ze ziskanych udaju byly také urCeny frekvence alel, kdy alela Al (A) byla zastoupena
ub56,18 % a alela A2 (C) u 43,82 % zvitat. Velmi podobné vysledky u populace
holstynského skotu 0 97 jedincich ziskali i Hanusova et al. (2010).

Holstynsky skot je nejrozsifenéjsim plemenem na svéte. Je to zejména diky jeho
vysoké mlééné uzitkovosti (Sambraus, 2006). Z tohoto divodu porovnavam vysledky

i S timto plemenem.

V praci Hecka et al. (2009) pochazely vzorky od 1 912 krav plemene holstynského
skotu. Robustnost souboru dat pro matematicko-statistické analyzy je v tomto piipadé
velkou vyhodou. Nejvice zastoupenou alelou byla alela A2 (C; 69,2 %). Alela Al (A) byla
identifikovana u 28,5 % zvitat. Co se ty¢e genotypl, nejcastéjsi vyskyt byl zaznamenan
u genotypu A2A2 (CC) a to u 916 zvirat. Genotyp ALA2 (AC) byl zjistén u 752 a genotyp
AlAl (AA) u 159 jedinci.

Pii porovnavani vysledkt riznych studii, jak u frekvenci alel, tak i genotypi,
je tieba brat v potaz velikost studované populace a plemeno. V pfipadé této prace
ptipisuji rozdily ve vysledcich, oproti uvedenym studiim, pravé velikosti studovaného
souboru. Cecchinat et al. (2014) identifikovali, oproti mym vysledkiim, vy$si zastoupeni
alely A (Al) ve zkoumané populaci.

Co se tyce zastoupeni genotypti CSN2, vysledky mé prace castecné odpovidaji
studii Hecka et al. (2009), tzn., Ze v danych populacich byl nejvice zastoupen genotyp
A2A2 (CC), dale A1A2 (AC) a nejméné zastoupeny pak genotyp ALAL (AA). Zastoupeni
genotypli v uvedenych piikladech také naznacuje, ze varianta CSN2-Al je pritomna
u modernich dojnych plemen, jak uvadi Miluchova et al. (2013). Vysledky frekvenci alel
u plemene jersey byly v souladu se studii Gallinata et al. (2013), kde také vyrazné

ptevazovalo zastoupeni alely C (A2) nad alelou A (Al).
5.4.2 Stanoveni Hardy-Weinbergovy rovnovahy

Pro stanoveni genetické rovnovahy souboru zvirat podle Hardy-Weinbergova
zdkona byl pouzit ¥? test. Vypodty byly provedeny podle kapitoly 4.2.5.2 a testovany byly

vSechny varianty soubort jedinct.
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Tab. 20: Vypocet 2 testu pro cely soubor jedinci (240 zvitat)

AA AC cc 2
) 12 77 148 237
Er 0,0454 0,3354 0,6192 1,0000
Ea 10,7626 79,4843 146,7532 237,0000
Xz 0,1423 0,0776 0,0106 0,2305

Tab. 21: Vypocet ¥ testu pro cely soubor jedincti — plemeno brown swiss

AA AC cc 2
0] 4 27 44 75
Er 0,0544 0,3577 0,5878 1,0000
Ea 4,0822 26,8307 44,0872 75,0000
X2 0,0017 0,0011 0,0002 0,0029

Tab. 22: Vypocet 42 testu pro cely soubor jedincii — plemeno jersey

AA AC cc 2
0] 8 50 104 162
Er 0,0415 0,3244 0,6341 1,0000
Ea 6,7220 52,5548 102,7232 162,0000
XZ 0,2430 0,1242 0,0159 0,3831

Tab. 23: Porovnani vypodétenych hodnot ¥? testu pro cely soubor jedincii s tabulkovymi

hodnotami
2
Hladina Tabulkova hodnota - . Hodnota
vyznamnosti stupen volnosti 1 Celkovy BSW J
soubor
0,01 6,635 0,2305 0,0029 0,3831
0,05 3,841 0,2305 0,0029 0,3831

40



Tab. 24: Vypocet ¥? testu pro soubor jedincl s daty mlééné uzitkovosti (126 zvitat)

AA AC cc 2
0] 4 46 76 126
Er 0,0459 0,3368 0,6173 1,0000
Ea 5,7865 42,4306 77,7829 126,0000
XZ 0,5515 0,3003 0,0409 0,8927

Tab. 25: Vypodet ¥ testu pro soubor jedincl s daty mlééné uzitkovosti — plemeno brown

SWiSS

AA AC cc 2
0] 2 17 26 45
Er 0,0544 0,3577 0,5878 1,0000
Ea 2,4493 16,0984 26,4523 45,0000
X2 0,0824 0,0505 0,0077 0,1406

Tab. 26: Vypodet y? testu pro soubor jedincil s daty mlééné uzitkovosti — plemeno jersey

AA AC cc 2
0] 2 29 50 81
Er 0,0415 0,3244 0,6341 1,0000
Ea 3,3610 26,2774 51,3616 81,0000
XZ 0,5511 0,2821 0,0361 0,8693

Tab. 27: Porovnani vypoétenych hodnot x> testu pro vybrany soubor jedincii

s tabulkovymi hodnotami

2
Hladina Tabulkova hodnota - ) Hodnota
vyznamnosti stupen volnosti 1 Celkovy BSW J
soubor
0,01 6,635 0,8927 0,1406 0,8693
0,05 3,841 0,8927 0,1406 0,8693

41



Plati:
Er ... ocekavané relativni frekvence genotypti

Ea ... o¢ekavané absolutni frekvence genotypii

Vypoétené hodnoty ¥ nepfevysuji hodnoty tabulkové. Dle Hardy-Weinbergova
zékona to tedy znamena potvrzeni stanovené nulové hypotézy. Rozdil mezi o¢ekavanymi
a skutecnymi cetnostmi genotypu je neprukazny. Z toho vypliva, Ze vSechny testované

soubory jedinci jsou pro dany lokus v genetické rovnovaze.
5.4.3 Asociacni analyza

Asociacni analyza byla provedena pouze u téch dojnic, u kterych byly k dispozici
udaje o laktaci (tj. u souboru o 126 dojnicich). Parametry mlécné uzitkovosti byly
nasledujici: celkova hmotnost mléka za laktaci (v kilogramech), procentudlni obsah tuku
v mléce, obsah tuku v kilogramech, procentudlni obsah bilkovin a obsah bilkovin
Vv kilogramech. Veskeré¢ fenotypy (tedy udaje o parametrech mlééné uzitkovosti) byly
ziskany z volné dostupné databaze plemenic (PLEMDAT s.r.0., 2017). Parametry mlé¢né
uzitkovosti byly vyhodnoceny pouze pro 1. laktaci zvitat. Dojnic v dalsich fazich laktace
bylo vyrazné¢ mén¢, tim padem by byl vychozi soubor dat pro analyzy pftili§ maly.
Nejdiive byla provedena zakladni popisna statistika, poté analyzovéana asociace vSech
vybranych fenotypovych znaki ke genotypiim zvifat a plemeni (pevné faktory) a také
dniim laktace (regrese). Aby byla matematicko-statisticka analyza prikazna, musi byt
hodnota prikaznosti vZdy mensi nez 0,05. U vysoké priikaznosti je to hodnota mensi nez
0,01.
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Tab. 28: Zakladni popisna statistika vybranych parametri mlé¢né uzitkovosti ve vztahu

ke genotypu

Genotyp Parametr Miéko (kg) Tuk (kg) Tuk (%) Bilkoviny (kg) Bilkoviny (%)

primér 504175 247,75 4,96 199,75 3,93
" Z:::;La 1693,44 80,85 0,60 75,24 0,31
minimum  3211,00 172,00 4,15 120,00 3,59
maximum 7310,00 356,00 5,47 300,00 4,27
primér 514357 247,30 4,97 191,67 3,74
i Z:::;La 152800 59,40 0,80 56,16 0,31
minimum 783,00 42,00 3,56 25,00 3,17
maximum 803500 338,00 7,12 288,00 4,33
primér 5409,62 260,61 4,91 207,03 3,83
o Z:::;La 1499,70 64,44 0,69 58,25 0,36
minimum  1756,00 92,00 3,78 65,00 3,02
maximum  9204,00 434,00 6,38 318,00 4,51

Primérna dojivost byla u vybraného souboru zvifat u vSech genotyptd kolem
5 000 kg mléka za laktaci. Obsah tuku v mléce se pohyboval okolo 5 % a obsah bilkovin
kolem 4 %. Nejnizsi dojivost (5042 kg/laktace) a nejvyssi obsah bilkovin (3,93 %)
vmléce méli jedinci sgenotypem AA (A1Al). Naopak nejvyssi dojivost
(5 410 kg/laktace) méla zvirata s genotypem CC (A2A2). U genotypu AC (A1A2) byl
(3,74 %). Hodnota obsahu tuku v mléce se vsak pfili§ nelisi od hodnoty procentualniho
obsahu tuku u varianty AA (A1A1).
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Tab. 29: Prukaznost parametrti mlécné uzitkovosti

Pr>F
Parametr
BCN plemeno dny laktace

mléko (kg) 0,3892 <,0001 <,0001

tuk (kg) 0,4992 0,9315 <,0001
tuk (%) 0,5692  <,0001 0,0719
bilkoviny (kg)  0,3531 0,12 <,0001

bilkoviny (%) 0,1260 <,0001 0,0181

Tabulka 29 udava informace o vlivu genotypu, plemene a dnut laktace na jednotlivé
fenotypové faktory. Pro urceni konkrétnich trovni priikaznosti je vSak zapotiebi dalsi

testovani, které je popsano nize (kapitola 5.4.3.1).
5.4.3.1 Nejmensi étvercova stiedni hodnota a stiedni chyba priiméru

Tato analyza urci vlastni asociaci mezi genem nebo plemenem a vlastnosti. Zjisténé
odhady nejmensi ¢tvercové stiedni hodnoty a stiedni chyby priméru pro jednotlivé
vlastnosti mlééné uzitkovosti ve vztahu ke genotypu zvitat udavaji tabulky 30, 31 a 32.

V piipad¢ plemen jsou to tabulky 34, 35 a 36.

Tab. 30: Nejmensi ¢tvercové stiedni hodnoty a stfedni chyby pruméru pro dojivost

Vv zavislosti na genotypu

Miléko (kg)
Nejmensi . ,
. ) ' Stredni
Genotyp ¢tvercova
v ] chyba Pr> |t|
stredni ramaru
hodnota P

AA 4805,3770 643,3733 <,0001
AC 5327,0412 192,2672 <,0001
cc 5552,2031 152,0964 <,0001
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Tab. 31: Nejmensi ¢tvercové stiedni hodnoty a stiedni chyby priméru pro obsah tuku

v mléce Vv zavislosti na genotypu

Tuk (kg) Tuk (%)
Nejmensi . v edni Nejmensi o edni
Genotyp ¢tvercova ¢tvercova

. chyba Pr> |t| . . ., chyba Pr>|t|

stredni FamEry stredni FamEry

hodnota P hodnota P

AA 4,9934 0,2813 <,0001 237,4858 27,8442 <,0001
AC 4,8373 0,0841 <,0001 249,3866 38,3210 <,0001
cc 4,7554 0,0665 <,0001 259,6729 6,5825 <,0001

Tab. 32: Nejmensi ¢tvercové stfedni hodnoty a stiedni chyby priméru pro obsah bilkovin

v mléce Vv zavislosti na genotypu

Bilkoviny (kg) Bilkoviny (%)

Nejmensi . , Nejmensi . ,
. . Stiedni . . Stfedni
Genotyp ¢tvercova ctvercova

. chyba Pr> |t] . ., chyba Pr>|t|

stiedni Fimaru stifedni Fimary

hodnota P hodnota P

AA 190,7305 25,8525 <,0001 3,9065 0,1273 <,0001
AC 195,5797 7,7258 <,0001  3,6840 0,0380 <,0001
cc 208,7201 6,1117 <,0001  3,7569 0,0301 <,0001

Tab. 33: Vliv genotypu CSN2 na parametry mlé¢né uzitkovosti — odhad rozdilu

CSN2 Mléko (kg) Tuk (kg) Tuk (%) Bilkoviny (kg) Bilkoviny (%)
AA AC 0,4392 0,6832 0,5962 0,8578 0,0968
AA cc 0,2609 0,4396 0,4119 0,4996 0,2549
AC cc 0,3505 0,3245 0,4372 0,1760 0,1277

Ve zkoumaném souboru jedincii nebyly zjiStény statisticky prikazné asociace
genotyptl lokusu CSN2 s vybranymi znaky mlécné uzitkovosti. Statistické prukaznosti se
blizi pouze procentualni obsah bilkovin u genotyptt AA (A1Al) — AC (A1A2), prikazny
ale neni. Spojitost vysledkti uvedenych v tabulce 28 s genotypy je tedy statisticky

nepritkazna.
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Tab. 34: Nejmensi ¢tvercové stiedni hodnoty a stfedni chyby priméru pro dojivost

Vv zavislosti na plemeni

Miéko (kg)
‘|’\IEjmenSI’ Stredni
Genotyp ¢tvercova
_ chyba Pr> |t|
stredni riméry
hodnota P
BSW 5737,3970 269,3822 <,0001
J 4719,0171 248,9768 <,0001

Tab. 35: Nejmensi ¢tvercové stiedni hodnoty a stiedni chyby priméru pro obsah tuku

Vv mléce v zavislosti na plemeni

Tuk (kg) Tuk (%)
Nei v Nei v,
NEImenst - gitedni NEImensl g tedni
Genotyp ¢tvercova ctvercova
. chyba Pr> |t| . ., chyba Pr>|t|
stifedni imaru stifedni FimEry
hodnota P hodnota P
BSW 248,4004 11,6584 0,9315 4,3746 0,1178 <,0001
J 249,2965 10,7753 0,9315 5,3495 0,1089 <,0001

Tab. 36: Nejmensi étvercové stiedni hodnoty a stiedni chyby priméru pro obsah bilkovin

vV mléce v zavislosti na plemeni

Bilkoviny (kg)

Bilkoviny (%)

Nejmensi Yy Nejmensi . ,
. . Stredni . . Stredni
Genotyp ¢tvercova ctvercova
. chyba Pr> |t| . chyba Pr> |t|
stredni rimaru stredni ramery
hodnota P hodnota P
BSW 205,9076 10,8245 0,1200 3,5575 0,0533 <,0001
J 190,7792 10,0046 0,1200 4,0074 0,0493 <,0001

Efekt plemene na vybrané znaky mlééné uzitkovosti je oproti genotypu znacny.
Statisticky prikazna asociace byla v tomto pfipade zjisténa u téchto parametrti: dojivost,
procentudlni obsah tukt a bilkovin v mléce. Ze zjisténych hodnot je ziejmé, ze dojivost

se mezi plemeny vyrazn¢ lisi. Vys$si primérnou dojivost melo plemeno brown swiss
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(5 737 kg/laktace), za to obsah tuku a bilkovin byl u plemene jersey (5,3 % tuku a 4,0 %

bilkovin) v porovnani s plemenem brown swiss (4,4 % tuku a 3,6 % bilkovin) vyssi.
5.4.3.2 Diskuse

Primérné hodnoty procentualniho obsahu tuku a bilkovin v mléce u vSech genotypt
lokusu CSN2 jsou oproti vyse uvedenym hodnotdm v tabulce 1 mirn€ vyssi. Dle
Drbohlava a Vodickové (2002) se obsah tuku v kravském mléce pohybuje kolem 4 %
a obsah bilkovin kolem 3 %. U genotypu CC (A2A2) byla identifikovana nejvyssi
je v rozporu se studii Miluchové et al. (2013), kde byl zjistén vyskyt formy CSN2-Al
u modernich plemen skotu s vysokou dojivosti. Statisticky prukazna asociace genotypu
s parametry mlééné uzitkovosti vSak nebyla ve studii a ani v této diplomové praci
prokazéana.

Ani Cecchinato et al. (2014) neprokazali statisticky prikazny vztah mezi
genotypem lokusu CSN2 a znaky mlé¢né uzitkovosti. Tato studie byla provedenau 1 271
krav plemene brown swiss. Vybranymi parametry mlééné uzitkovosti byly v tomto
ptipadé dojivost (kg/den) a slozeni mléka (%). Studovanymi slozkami mléka byly obsah
tuku, proteintl, laktozy a kaseind.

Hanusova et al. (2010) analyzovali populaci 97 jedincti holstynského skotu.
V tomto piipadé také nebyl statisticky prokazan efekt genotypu CSN2 na parametry
mlécné uzitkovosti, které byly nasledujici: dojivost (kg), obsah proteinti a tuku v mléce
(%).

Heck et al. (2009) naopak souvislost genotypu CSN2 s n¢kterymi znaky mlécné
uzitkovosti prokazali. Statisticky prikazna byla asociace s vytézkem proteinii v mléce
(<0,01) a také s rozdilem relativnich koncentraci proteint (<0,01). U krav s alelou Al (A)
byl pozorovan nizsi vytézek proteini nez u krav s alelou A2 (C), coz souvisi s nizsi
produkci mléka. V porovnani s variantou Al (A) byla u alely A2 (C) zjisténa asociace
s vyssi relativni koncentraci os1- @ k-kaseinu a niz$i relativni koncentraci asz- a B-kaseinu
vmléce. U heterozygoti (A1A2 — AC) v CSN2 byla pozorovana vyssi relativni
koncentrace beta-kaseinu a nizsi relativni koncentrace osi-kaseinu, a-laktalbuminu a -
laktoglobulinu v porovnani s homozygotnimi jedinci (ALALl — AA, A2A2 — CC).

Zjisténé obsahy bilkovin a tuk v mléce odpovidaji vySe uvedenym informacim
o plemeni jersey (kapitola 3.5.1). Na portalu Nas chov (2013) bylo toto plemeno

oznaceno jako plemeno budoucnosti, a to pravé diky mléku bohatému na tyto dvé slozky,
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coz bylo v diplomové praci potvrzeno. Vyssi dojivost u plemene brown swiss je dana
vys$im télesnym ramcem tohoto plemene (Klub chovatelti brown swiss, 2017).

Statisticky prukaznou asociaci (<0,05) mezi slozenim mléka a plemenem prokazali
Yang et al. (2013). Testovana byla 3 rtizna plemena se stejnymi podminkami vyZzivy.
Dojivost u buvola doméciho byla nizka (~700 kg/rok/krava), zatimco vyssi dojivost byla
pozorovana u Murraha (~2 200 kg/rok/krava). Sttedni hodnoty dojivosti byly pozorovany
u kiizence téchto dvou druhit (~1 500 kg/rok/krava). Statisticky pritkkazny byl i vliv
plemene na obsah tuku a proteinii v mléce. Zajimavym prvkem této studie byla ¢ést
vénovana mobilité¢ kaseini v polyakrylamidovém gelu, kterd je dana molekulovou
hmotnosti. Tyto rozdily byly zkoumany v souvislosti s alergii na mléko. U buvola
domaciho zde byla zjisténa statisticky prikazna spojitost S mobilitou os-kaseinu, ktera
byla vyssi, nez je standard. U tohoto druhu byla identifikovana také absence jednoho
z druht as-kaseinu. Naopak mobilita f-kaseinu buvola domaciho byla oproti standardu
nizsi.

Gellrich et al. (2014) provedli studii u 23 krav holstynského plemene. Bylo
statisticky prokazano, Ze na dojivost (kg/den) maji vliv obdobi odbéru vzorki (<0,01)
aden laktace (<0,001). Obdobi odbéru vzorkid také ovliviiuje koncentraci mléénych
proteini (<0,001). Dale byl prokazan efekt ro¢niho obdobi (<0,05) na slozeni kaseint
(B a k) a obsah syrovatkovych proteini Vv mléce. Ro¢ni obdobi také ovliviiuje kompozici
proteint v mléce.

Rozdily ve vysledcich i v tomto piipadé pifisuzuji zejména velikosti zkoumaného
souboru zvifat. Z vySe uvedenych studii je vSak patrné, ze parametry mlécné uzitkovosti
ovliviiyje i fada vnéjsich faktort, jako napt. doba odbéru vzork, laktacni den, ale 1 ro¢ni
obdobi, coz bylo potvrzeno i ve studii Sahina et al. (2016). Pokud tyto faktory dosahnou

urcité urovné, geneticky potencidl zvifat se neprojevi.

48



6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zvladnuti zakladnich molekularné genetickych
metod, jejich optimalizace k danému polymorfismu a dale také ovéfeni asociace
polymorfismu CSN2 se znaky mlécné uzitkovosti u vybrané skupiny dojnic plemene
jersey a brown swiss. Témito parametry byly lakta¢ni dny, dojivost (kg/laktace), obsah
tuku v mléce v kilogramech, procentudlni obsah tuku v mléce, obsah bilkovin v mléce
v kilogramech a procentualni obsah bilkovin v mléce. Zjisténé poznatky mohou slouZit

V literarni reSersi byl zpracovan zakladni piehled s pouzitim aktuédlnich informaci
k problematice. Genotyp lokusu CSN2 byl uréen u 237 zvifat z celkového souboru o 240
jedincich. U 3 zvitat se nepodafilo polymorfismus urcit z diivodu nekvalitnich vzorki
krve. Analyza genotypl prob&hla pomoci sekvenace a z vysledkii byla vytvofena
databaze. V souboru byla vyrazné vice zastoupena alela C oproti alele A. Jeji frekvence
byla zhruba 80 %. Pti vyhodnoceni genotypové frekvence bylo identifikovano nejvyssi
zastoupeni genotypu A2A2 (CC) a to u zhruba 60 % jedinct. Genotyp A1A2 (AC) byl
zastoupen cca u 35 % zvitat a genotyp A1A1l (AA) byl identifikovan u pouhych 5 %
jedinct.

Asociacni analyza byla provedena pomoci zobecnéného linearniho modelu u 126
jedinct v programu SAS. Do analyzy byly zahrnuty pouze ty dojnice, u kterych byly
k dispozici udaje o laktaci. Mezi genotypy a znaky mlééné uzitkovosti nebyla
identifikovana asociace. Statisticky prukazny byl pouze vliv plemene. Na zakladé¢ téchto
vysledkl neni mozné vyvodit jednoznacné doporuceni pro chovatele a Slechtitele. Tento
1ze vysvétlit i rozpory mezi ziskanymi vysledky a vysledky riznych autorti. Je také nutné

brat v potaz vliv vnéjsich faktori, které mohou vysledky vyrazné ovlivnit.

I kdyz v této praci nebyl potvrzen vliv genotypu CSN2 na parametry mlééné
uzitkovosti, existuji studie, kde byly statisticky priikazné asociace polymorfismu CSN2
zjistény. Proto je vhodné nadéle sledovat probihajici vyzkum a aktualni poznatky Vv této
oblasti. Pokud bude potvrzen vliv ur€itého genotypu na mlé¢nou uzitkovost, nebo
dokonce na lidské zdravi, je vhodné témto poznatkiim uzpusobit selekci a vyhoveét tak
pozadavklim trhu a zvySenému zdjmu spotiebitell o tyto produkty, poptipadé ziskat

na trhu vyhodu.
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Seznam zkratek

BCM (beta-casomorphins)
BCM-7 (beta-casomorphin-7)
BCN (beta-casein)

bp (base pair)

BSW (Brown Swiss)

cDNA (complementary deoxyribonucleic acid)

CSN2 (casein beta)

DNA (deoxyribonucleic acid)

EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid)
J (Jersey)

kb (kilo base)

LDL (low density lipoprotein)

MRNA (messenger ribonucleic acid)
PCR (polymerase chain reaction)

RFLP (restriction fragment lenght polymorphism)

SNP (single nucleotide polymorphism)
Taq
TBE (Tris/Borate/EDTA buffer)

Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethane)

beta-kasomorfiny
beta-kasomorfin-7

beta-kasein

par bazi

plemeno brown swiss
komplementarni deoxyribonukleova
kyselina

beta-kasein (gen, protein)
deoxyribonukleova kyselina
kyselina ethylendiamintetraoctova
plemeno jersey

kilo baze

nizkodenzitni lipoprotein
mediatorova ribonukleova kyselina
polymerazova fetézova reakce

polymorfismus délky restrikénich

fragmentt

jednonukleotidovy polymorfismus
Thermus aquaticus

pufr Tris-borat-EDTA

tris(hydroxymethyl)aminomethan
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