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ABSTRAKT

Kappa-kasein ma hlavni funkci v procesu vyroby syru. Znalost vlivu polymorfismu genu
pro kappa-kasein na nutri¢ni a fyzické vlastnosti mléka, mize vést k efektivnéjSimu §lechténi
dojného skotu. V ramci této diplomové prace byl stanoven genotyp u 240 krav plemene brown
swiss a jersey pomoci metody PCR-RFLP. Nasledné byla provedena asocia¢ni analyza vlivu
jednotlivych genotypii na parametry mlééné uzitkovosti ve statistickém programu SAS.

Asociace mezi polymorfismem genu CSN3 a mlé¢nou uzitkovosti nebyla prukazna.

Klicova slova: kappa-kasein, CSN3, brown swiss, jersey, mlécné proteiny, mlé¢na uzitkovost

ABSTRACT

Kappa-casein has the general function in process of cheese production. Understanding
the effect of gene polymorphism of kappa-casein to the nutritional and physical properties of
milk may lead to more efficient breeding of dairy cattle. Within this thesis was genotyped by
240 brown swiss and jersey cows determinated using the PCR-RFLP. Then was performed
association analysis of the impact of various genotypes on milk production parameters in the
program SAS. An association between gene CSN3 polymorphism and milk yield was not

statistically significant.

Key words: kappa-casein, CSN3, brown swiss, jersey, milk proteins, milk yield
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1 UVOD

Mléko piedstavuje dilezitou soucast lidské stravy. Obsahuje fadu prospéSnych latek
pro lidsky organismus. Mezi n¢ se fadi také mlécné bilkoviny. M1écné proteiny maji vysokou
nutri¢ni hodnotu a jejich funkéni vlastnosti umoziuji vyrobu syrt a jinych mléénych vyrobki.
Hlavni funkci v procesu vyroby syri ma protein kappa-kasein (k-kasein). Kvalita a mnozstvi
k-kaseinu vyrazné zlepSuje pevnost syfeniny a zKkracuje dobu syfeni. V populaci skotu existuje
nékolik variant k-kaseinu. Genotyp BB se zda byt z hlediska mlééného pramyslu nejvhodnéjsi.
Mlécné proteiny jsou predmétem intenzivniho vyzkumu vice jak 50 let. Ziskané vysledky se

daji pouzit ke zlepSeni vypoctu plemenné hodnoty byku v procesu Slechténi skotu.

V této diplomové praci byl zkouman polymorfizmus genu CSN3 u plemen brown swiss
a jersey. Tato plemena nejsou v Ceské republice piilis ¢astd, ale diky jejich dobrym uZzitkovym
a chovnym vlastnostem se jejich pocet kazdym rokem zvySuje. Bylo analyzovano 240 jedincii
z deviti Ceskych chovii a provedena asociacni analyza s uzitkovosti jednotlivych jedinct.
Poznatky z této diplomové prace mohou vyuzit chovatelé pti Slechténi skotu a producenti

mléénych vyrobku pti vyrobé syru.



2 CIL PRACE

Cilem této prace bylo provedeni testovani populace zvifat plemene brown swiss v Ceské
republice, stanoveni frekvence genotypil a alel a provedeni asociacni analyzy polymorfismu
v genu pro kappa-kasein (CSN3) s parametry mlééné uzitkovosti krav. V ramci této prace bylo
nutné si osvojit zakladni metody molekularni biologie: izolaci DNA, polymerazovou fetézovou
reakci, Stépeni pomoci restrikénich endonukledz a agar6zovou gelovou elektroforézu. Z diivodu
malého poctu ziskanych dat uzitkovosti u jedincti plemene brown swiss jsem oproti puvodnimu

planu testoval stejné parametry také u ziskanych vzorkt plemene jersey.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Slozeni mléka

MlIéko je produkované mlécnymi zlazami samic savct a slouzi k vyzivé mlad’at. Mléko
se prevazné sklada z vody, sacharidut, tuki, bilkovin, mineralnich latek a vitaminut (viz tabulka
1). Obsahuje nezbytné latky pro spravny vyvoj mladéte. Kromé vyzivové funkce ma vliv
na imunitu (imunoglobuliny, antimikrobialni latky), traveni (enzymy) a obsahuje také rastové
faktory a hormony. SloZeni mléka je u jednotlivych druhti savci rozdilné v zavislosti
na fyziologickych a nutriénich pozadavcich (Navratilova et al. 2012). Mléko je dilezitou
soucasti lidské stravy, protoze je bohatym zdrojem zivocisnych bilkovin a vapniku. Asi 83 %
vyprodukovaného mléka, ur€eného ke konzumaci, pochazi od skotu. Zbylych 13 % mléka

produkuji piedevsim ovce, kozy, buvoli a velbloudi. (Amills et al. 2012).

Tabulka 1: Slozeni kravského mléka (Drbohlav a Vodickova 2001).

Slozky Primérna hodnota v % Rozmezi hodnot v %
Voda 87,15 85,5 - 88,7

Tuk 4,06 2,52 - 6,09
Bilkoviny 3,29 2,37 -4,30
Sacharidy 4,77 4,14 -5,19
Mineralni latky 0,73 -

3.2 Milé¢né bilkoviny

MIéko obsahuje stovky typil proteint, vétSinu ve velmi malém mnozstvi. Proteiny
muzeme délit na zékladé chemickych, fyzikalnich a biologickych funkci. Diive se mlécné
proteiny de€lily na kaseiny, albuminy a globuliny. V dneSni dob¢ se rozd€luji na kaseiny,
syrovatkové (sérové) proteiny a minoritni proteiny. Tyto hlavni skupiny proteinti se vyznacuji
riznou strukturou a funkci. Kaseiny se snadno vysrazi z mléka, syrovatkové proteiny obvykle
zustavaji v roztoku (Bordin et al. 2001). Kravské mléko obsahu obvykle 3,3 az 3,5 % proteint.
Mnozstvi proteinti ovlivituje fada faktori jako vék dojnice, plemeno, vyziva, stadium laktace.
Zhruba 80 % mlécnych bilkovin tvoii kaseiny (as1, as2, B a k kasein). Syrovatkové proteiny
tvoii asi 20 % mlécnych bilkovin. Mezi syrovatkové proteiny tfadime a-laktalbumin
a B-laktoglobulin. Z krve pfechazi do mléka sérové albuminy (BSA) a imunoglobuliny, které

patii také mezi syrovatkové proteiny. Mléko obsahuje také enzymy, proteiny membrany
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tukovych kulicek a minoritni proteiny (laktoferin, angiogenin, transferin, aj.) (Alston-Mills

1995). Podrobné rozdéleni jednotlivych bilkovin viz obrazek 1.

MIlééné bilkoviny (30-35 g.17)

minoritni bilkoviny kaseiny syrovatkové enzymy
(24-28 g1?) bilkoviny (5-7 g.I'")
|
p-laktoglobulin
(2417
| o-laktalbumin
a.-kaseiny (1-15g1h
(15-19 g1
K—kasei.ny sérovy albumin
| G4gl) (0.1-04 g 1)
a.,-kasein 0.,-kasein
(12-15 1) (B3-4glh)
imunoglobuliny
B-kaseiny
(9-11 g1
IgA IgM

IeG
v-kasein proteoso-pepton IgG, I
(1-2g1h (0.6-1.8 1)

gG;

Obrazek 1: Rozdéleni mlécnych bilkovin (Sing a Flanagan 2006).

3.2.1 Kaseiny

Kaseiny jsou syntetizovany v mléénych Zlazadch a mohou tvofit agregaty v koloidnim
roztoku, které nazyvame micely. Z biochemického hlediska oznacujeme kaseiny jako
nerozpustné fosfoproteiny (Martin et al. 2002). Primarni struktura kaseind je ve srovnani
s typickymi globularnimi proteiny zcela unikatni. Kazdy z kaseinii ma odlisné oblasti kladné
a zaporng nabitych skupin molekul, coZ zplisobuje amfifilni charakter jednotlivych proteint.
Kromeé toho se hydrofobnost kazdého kaseinu znacné lisi v zavislosti s polohou na peptidovém
fetézci. Kaseiny obsahuji méné sekundarnich a tercidlnich struktur oproti typickym globularnim

proteintim (Singh a Flanagan 2006).

U prezvykavct byly identifikovany asi-kasein, asz-kasein, B-kasein a k-kasein, které
predstavuji ptiblizné 37, 10, 35 a 12 % z celkového mnoZstvi kaseini v uvedeném pofadi.
Stépenim PB-kaseinu miize vzniknout heterogenni skupina proteinti zndmych jako y-kaseiny.

Tyto kaseiny vznikaji v dasledku omezené proteolyzy C-konce B-kaseinu, ptisobenim
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proteinazy. y-kaseiny se dale déli na yi-kasein, y»>-kasein, y3-kasein a proteoso-pepton, ktery se
nachazi v syrovatce (Swaisgood 1993). asi-kasein, as2-kasein a B-kasein maji vysoky obsah
fosfat a srazi se v pritomnosti vapniku. k-kasein ma rozdilny evolu¢ni vyvoj a neni citlivy
na pritomnost vapniku. k-kasein ma stabiliza¢ni roli v komplexu micel vytvorenim hydrofilniho
povlaku, ktery zabranuje shlukovani a srazeni. Enzymaticka hydrolyza k-kasein chymozinem
ma za nasledek destabilizaci micel a nésledné srazeni mléka, coz je prvni krok pfi vyrobé syra
(Jolles 1975). Kazdy ze ¢tyf kaseind vykazuje variabilitu ve stupni fosforylace a glykosylace.
Dalsi heterogenita kaseinii vyplyva z vyskytu genetickych polymorfizma, ktery je disledkem
substituce, mén¢ Casto i delece aminokyselin zptisobené mutaci. Objeveni polymorfismii genii
kaseinu odstartovalo studie mutaci, které ovliviiuji rychlost syntézy kaseinu a vlastnosti mléka

a mléénych vyrobki (Singh a Flanagan 2006).

3.2.1.1 Kappa kasein

Molekula k-kaseinu je jednotetézcovy polypeptid slozeny ze 169 aminokyselin (viz
obr. 2) o molekulové hmotnosti 19,037 kDa a jako jediny z kaseinti obsahuje sacharidy, které
Jsou na proteiny navazané glykosidovou vazbou (Fournet et al. 1979). Asi polovina molekul
k-kaseinu je glykosylovana v polohach 131, 133, 135 nebo 142. Vétsina molekul k-kaseinu je
také fosforylovana na Ser 149. k-kasein se vyskytuje ve formé& smési disulfidové vazanych
polymerd od dimert po oktamery (Swaisgood 2003). Struktura k-kaseinu je amfipaticka.
N-koncova doména obsahuje aminokyselinové zbytky 1 — 105 (para-k-kasein), je vysoce
hydrofobni a nese pozitivni naboj. Sekvence 53 C-terminédlniho zbytku nese Cisté negativni
naboj s prevahou polarnich zbytkl. Tyto dvé domény jsou spojené peptidem, ktery nese
pozitivni naboj (Jollés et al. 1972). Piedpoklada se, ze P-fetézec obsahuje motiv, ktery je
rozpoznan chymozinem. Chymozin je schopen $tépit specifickou vazbu Phe 105 — Met 106
za vzniku dvou peptidd. Vznika velky hydrofobni peptid (para-k-kasein, 1 — 105) a mensi
hydrofilni peptid (kaseinovy makropeptid, CMP, 106 — 169) (Swaisgood 2003).
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1 10 20
H-Glu-Glu-Gln-Asn-Gin-Glu-Gln-Pro-Ile-Arg-Cys-Glu-Lys-Asp-Glu-Arg-Phe-Phe-Ser-Asp-

21 30 40
Lys-Ile-Ala-Lys-Tyr-Ile-Pro-Ile-Gln-Tyr-Val-Leu-Ser-Arg-Tyr-Pro-Ser-Tyr-Gly-Leu-
41 50 60
Asn-Tyr-Tyr-Gln-Gin-Lys-Pro-Val-Ala-Leu-Ile-Asn-Asn-Gln-FPhe-Leu-Pro-Tyr-Pro-Tyr-
61 70 80
Tyr-Ala-Ly=-Pro-Ala-Ala-Yal-Arg-Ser-Pro-Ala-Gln-Ile-Leu-Gln-Trp-Gln-Val-Leu-Ser-
81 90 100

Asn-Thr-Val-Pro-Ala-Lys-Ser-Cys-Gln-Ala-Gln-Pro-Thr-Thr-Met-Ala-Arg-His-Pro-His-

101 l 110 120
Pro-His-Leu-Ser-Phe-Met-Ala-Ile-Pro-Pro-Lys-Lys-Asn-Gln-Asp-Lys-Thr-Glu-Ile-Pro-
121 130 140
Thr-Ile-Asn-Thr-Ile-Ala-Ser-Gly-Glu-Pro-Thr-Ser-Thr-Pro-Thr-Thr-Glu-Ala-Val-Glu-
141 150 160
Ser-Thr-Val-Ala-Thr-Leu-Glu-Asp-SeP-Pro-Glu-Val-Ile-Glu-Ser-Pro-Pro-Glu-Ile-Asn-
16l 169

Thr-Val-Gln-Val-Thr-Ser-Thr-Ala-Val-OH
Obrazek 2: Primarni struktura referen¢ni alely A u k-kaseinu, CSN3 A-1P. | misto Stépeni

chymozinem. (Mercier et al. 1973).

3.3 Technologické vlastnosti mléka

Srézeni mléka je vyznamnou technologickou vlastnosti. SrdZzenim se rozumi ptfechod
Z koloidniho roztoku do stavu srazeniny. V tomto procesu maji vyznam ptedevsim bilkoviny,
zejména kasein a stupen jeho hydratace. Existuje nckolik zplsobu sraZzeni mléka.
Z technologického hlediska je nejdilezitéjsi srazeni kyselinou a syfidlem (Robinson a Wilbey
1998). Mléko s priznivymi syraiskymi vlastnostmi dava ptredpoklad vyssi vytéznosti syrt
s jejich poZadovanym sloZenim, nez mléko s nevhodnymi syrafskymi vlastnostmi. Dobra
syfitelnost mléka zavisi na jeho neporuseném slozeni, na obsahu kaseinovych bilkovin, jejich
slozeni a genetické varianté. Dale zalezi na obsahu mineralnich latek a jejich rovnovaze

s bilkovinami, na form¢ mineralnich latek a na pfirozeném pH mléka, které s t€émito faktory

ptimo souvisi (Forman 1994).

3.3.1 Kyselé srazeni

Okyselenim mléka, at’ uz pomoci kultur nebo pfidavkem kyseliny, vznika pfi urcité
kyselosti mlécna srazenina vyloucenim kyselého kaseinu v disledku odstépeni vapniku
Z kaseinatu vapenatého. Podstatou tohoto jevu je dipoldrni charakter aminokyselin a tim
I vlastnich bilkovin mléka. Podle pH prostiedi se bilkoviny chovaji jako kyseliny nebo zasady.

Pti urcité hodnoté pH je vysledny ndboj nulovy a této hodnoté se fika izoelektricky bod.
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U kaseinu je tato hodnota rozdilna pro jednotlivé frakce kaseinu a pohybuje se v intervalu
4,6 — 4,9 pH. Pii této hodnot¢ kyselosti mléka jsou bilkoviny kaseinu nerozpustné a dochazi
k jejich vysrazeni. K vysrazeni kaseinu je mozné pouzit organickou i anorganickou kyselinu.
Obvykle se vyuziva kyselina mlé¢na, kterou v mléce produkuji bakterie mlécného kvaSeni.
Kyselé srazeni mléka je reverzibilni proces. Piidavkem zdsady se vysrazeny kasein mize opét
ptivést do rozpustného stavu jako anion a pfidavkem kyseliny nad izoelektricky bod ptechazi
kasein do roztoku jako kation. Kysel¢ srazeni mléka je zdkladem vyroby kyselych a mékkych

syrd, jako jsou napft. tvarohy a vSechny tvarohové vyrobky. (Fox et al. 2004).

3.3.2 SraZeni syridlem

Pti srazeni mléka ucinkem syfidla vznikd srazenina, kterd je napohled identicka se
srazeninou vzniklou kyselym srdzenim, ale vznika beze zmény kyselosti mléka, piisobenim
enzymu, ktery je hlavni sloZkou syfidla. Syfidlové enzymy maji charakter proteolytickych
enzymi. Hlavnim substratem pfi syfeni mléka je xk-kasein. Plivodné se pouzival vyhradné
chymozin. Dnes se pouziva nékolik druhi proteinaz zivoc¢isného a mikrobidlniho pivodu
(napf.: pepsin, gastricin). Proces srazeni mléka syiidlem ma dve faze. Pii primarni fazi je
rozrusen ochranny koloid kaseinovych micel a pii sekundéarni fizi je pisobenim Ca?* iontfi

vytvofena srazenina (Navratilova et al. 2012).

Primarni faze je enzymatické sté€peni peptidické vazby k-kaseinu mezi 105 a 106 AMK
za vzniku dvou Casti. Prvni ¢ast k-kaseinu ma vysokou afinitu k ostatnim frakcim kaseinu
aoznaCuje se jako para-k-kasein. Tato cast se spolu s ostatnimi kaseinovymi frakcemi
Vv pfitomnosti vapenatych iontt vysrazi, ma hydrofobni charakter. Druha ¢ast se oznacuje jako
glykomakropeptid, ktery je vysoce polarni, rozpustny ve vodé a nema afinitu k ostatnim
kaseinovym frakcim. Primarni faze je tedy vlastni enzymatické Stépeni peptidické vazby

k-kaseinu (Law a Tamime 2010).

V sekundarni fazi dochazi ke srazeni vSech frakci kaseinu za vzniku kaseinatu
vapenatého. Hlavni funkci mé para-k-kasein, ktery spojuje nové micelarni utvary. Pfitomnost
Ca?" ionti v mléce je tedy nezbytna a této skuteénosti se v praxi vyuziva k oddéleni obou fazi
srazeni. Sekundéarni fdze pokracuje synerézi za soucasného uvoliovani syrovatky (Law

a Tamime 2010).
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3.4 Geny mléénych bilkovin

Vice jak 95 % proteini obsazenych v mléce prezvykavell je syntetizovano
z Sesti strukturnich genl. Geny pro osi-kasein (CSN1S1), B-kasein (CSN2), as2-kasein
(CSN1S2) a k-kasein (CSN3) se nachazeji na chromozomu 6 v daném potadi a dohromady maji
velikost 250 kb. Gen kodujici a-laktaloumin (LAA) byl nalezen na chromozomu 5 a gen
pro B-laktoglobulin (LGB) na chromozomu 11 (Threadgill a Womack 1990). Uspoiradani
jednotlivych genil zobrazuje obrazek 3. K expresi beéhem laktace v epitelidlnich buiikach prsni
zlazy slouzi kromé TATA boxid a CAAT boxd, které umoziuji vazbu RNA-polymerazy II
a zacatek transkripce, také specifickd vazebna mista pro rozmanité efektory. Tyto efektory
indukuji a moduluji expresi. Indukci gentt mléénych bilkovin ovliviiuje fada hormonti, mezi
které patii prolaktin, rstovy hormon, glukokortikoidy, aj. Interakce epitelidlnich bunck
s extracelularnim matrix hraje klicovou roli v expresi geni mléénych bilkovin (Rosen et al.

1999).

Chromozom 6

250 kb
Kaseiny
175 8.5 xn 18,5 13 xn

1 2 3 4 567 8 ° 1011 1210 14 15 16 17 1s 19

48/557 63 33 3924242424 33 2454 a2 42 27 24 154 45 Ixs

s e 777 24 &2 498 42 2
1 2 3 45 6 7 8 10 1 12 13 14 15 16 17 18
44 6 27 2142 27T 27T 2T M4 1D 27 7 24 45 120 45 266
1 2 3 4 3
65 62 a3 517 173
Syrovatkové proteiny , (ihmm:mm > o
v [IHIHHD-
160 159 76 330

Chromozom 11
1 2 k) Kl 5 6 7

136 140 74 m 108 42 180

Obrazek 3: Organizace gent mlé¢nych bilkovin u skotu (Martin et al. 2002).
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3.4.1 Polymorfismus genu k-kasein

Geneticka variabilita gentt mléénych bilkovin je zpisobena SNP nebo strukturni aberaci
(substituce, delece). Nejcastéji jsou detekovany elektroforeticky, IEF nebo chromatograficky.
Analyza DNA umoznila identifikaci zndmych variant proteinii rtiznymi technikami, napf.
PCR-RFLP, alelové specificka PCR, sekvenovani (Caroli et al. 2009). Farrell et al. (2004) uvadi
11 genetickych variant genu CSN3: A, B, C, E, F%, F2, G, G%, H, I, J u Bos genus. Caroli et al.
(2009) uvadi navic jests alely A'a B2,

Alely A a B jsou nejbéznéjSimi variantami, se kterymi se u evropskych plemen skotu
muzeme setkat. Alela B se lisi od alely A substituci Ile za Thr na pozici 136 a substituci Ala
za Asp v poloze 148. U vétSiny hospodarsky vyuzivanych plemen ptrevlada alela A. Vyjimkou
jsou plemena jersey a brown swiss u kterych je nejbéznéjsi alela B. Byla zjisténa také alela A',
kterd obsahuje SNP v poloze 150, zména G za A na tfeti pozici. Tato mutace neméni vznik
AMK (Caroli et al. 2009). Gorodetskii a Kaledin (1987) uvadgji také alelu B2, ktera se lisi

od alely B substituci Thr 153 za Ile 153. Alelu B poté oznaduje jako alelu B,

Alela C se 1isi od alely A substituci His za Arg v misté 97. Poprvé byla objevena
u tyrolského Sedého skotu alkalickou elektroforézou. Pozdéji byl vyskyt alely C prokdzan
pomoci IEF (Krause et al. 1988). Alela E se 1isi od alely A substituci Gly za Ser v poloze 155
(Farrell et al. 2004). Alela F! byla objevena pomoci PCR analyzy u zebu a &ernobilého
hybridniho skotu. Analyza odhalila dvé SNP. G za T v druhé pozici Thr 145 (AMK se neméni)
a T za G ve druhé pozici Asp 148, coz zplisobuje zménu na Val 148. Alela F? obsahuje zmény
A za B a substituci A za G, coz vede ke zmén& His 10 za Arg 10. Dalsi alela G! byla
zaznamenana u alpskych plemen pomoci izoelektrické fokusace a pozdéji potvrzena SNP
pomoci PCR. Arg 97 alely B je zménén na Cys 97. Alela G? se lisi od alely A zménou Asp
za Ala v mist& 148 a kodony 167 a 168 jsou odlisné od G2, ale tyto zmény nemaji za nasledek
zménu fenotypu proteinu (Prinzenberg et al. 1996). Poprvé byla popsana u Bos grunniens
a nedavno byla potvrzena u stejného druhu (Prinzenberg et al. 2008). Dalsi alela H se 1isi
od alely A mutaci Ile za Thr 135. Alela I se 1isi od alely A zménou Ala za Ser na misté 104.
Posledni alela J byla objevena u Bos taurus na Pobtezi slonoviny. Od alely B se 1isi mutaci Arg
za Ser 155 (Farrell et al. 2004). Rozdily mezi jednotlivymi variantami genu CSN3 jsou uvedeny
v tabulce 2.
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Tabulka 2: Variabilita genu CSN3 u Bos genus (Caroli et al. 2009).
Alely genu CSN3

Gen_ Al B B? C E F F G G? H | J
Protein

12690 CGC CAC

10 Arg His

12940 ACT ACC

93 Thr Thr

12950 CGT TGT

97 Arg Cys

12951  CGT CAT

97 Arg His

12971 TCA GCA

104 Ser Ala
13065 ACC ATC ATC

135 Thr lle lle

13068 ACC ATC ATC ATC ATC
136 Thr lle lle lle lle
13096 ACT ACG

145 Thr

13104  GAT GCT GCT GCT GTT GCT GCT
148 Asp Ala Ala Ala Val Ala Ala
13111 CCA CCG

150 Pro

13119 ATT ACT

153 lle Thr

13124  AGC GGC ?
155 Ser Gly Arg
13162  ACT ACC ACC

167 Thr

13165 GCA GCG GCG GCG GCG

168 Ala

3.4.2  Vliv genotypiit CSN3 na kvalitu mléka a mlé¢nou uzitkovost

VétSina z mezinarodnich chovnych programli byla do neddvna zaméfena pouze
na zvySovani produkce mléka. Nicméné chovné cile by se mély na zédkladé novych poznatkl
diverzifikovat, aby zahrnovaly také kvalitu produkované¢ho mléka, zdravi a funkéni vlastnosti
krav. Obsah a kvalita tukt a bilkovin ma velky vyznam pro mlékarensky primysl (Cecchinato
et al. 2014). k-kasein predstavuje 8 — 15 % celkového obsahu bilkovin v mléce. U hospodarsky

vyuzivanych mléénych plemen se nejcastéji vyskytuji alely A a B. Méné Casté jsou alely E a C.
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Jednotlivé varianty ovliviiuji vytéznost, slozeni a vlastnosti mléka. Z pohledu kvality syfeniny
a schopnosti mléka srazet se, je pozitivné vnimana alela B. Ostatni alely jsou brany negativné.
Proto jako nejlepsi genotyp z hlediska kvality mléka je genotyp BB (Dvordkova et al. 2004).
Genotyp AA je spojeny s vyssi produkci mléka, niz§im obsahem tukt a bilkovin, delsim ¢asem
potiebnym na syfeni, niz8§i produkci a kvalitou syfeniny. Genotyp BB ma pozitivni vliv
na sytitelnost mléka, zvysuje vytéznost syra a zkracuje dobu syfeni. Nékteré studie také uvadeji,
7e genotyp BB zvySuje obsah tuki a bilkovin, jiné studie toto tvrzeni nepotvrdily. (Kucerova et
al. 2006). Legarova a Koufimska (2010) zkoumaly vliv polymorfismu genu CSN3 na vyrobu
syrt u holstynského plemene. Mléko s genotypem BB mélo nejlepsi technologické vlastnosti
(vyssi obsah su$iny a tuki, vys$si vynos a kratsi dobu syfeni) v pritbé¢hu vyroby syrt. Nasledoval
genotyp AB. Mléko s genotypem AA vykazovalo nejméné zaddouci vlastnosti pro vyrobu syra.
Vyssi obsah proteint u krav s genotypem BB se nepotvrdil. Oproti tomu Dvoiakova et al. (2004)
sledovala u dojnic holstynského plemene genotypu BB zvy$eny obsah bilkovin oproti ostatnim
genotypiim 0 0,11 — 0,19 % za 100 dni laktace. To naznacuje, ze vyznamné ucinky pozorované
v nékterych studiich, byly zplisobeny nejen genotypem genu CSN3, ale i1 dal$imi geny nebo
specifickou kombinaci genl fyzicky spojenych s timto lokusem. Geny CSN1S1 a CSN2 jsou
také umistény na chromozomu 6 a to v blizké oblasti k CSN3. Tato fyzicka blizkost genti ztézuje
oddéleni ucinkd jednotlivych gent. Proto se nékteré studie zaméfily na G€inek haplotypt gent

pro k-kasein (Boettcher et al. 2004).

Boettcher et al. (2004) zkoumali vliv haplotypti CSN na mlécnou produkci u plemene
brown swiss a italského holstynského plemene. Nejvétsi vztahy byly pozorovany u obsahu
proteini v mléce. Odhadované dopady stejnych haplotypt byly podobné napfi¢ plemeny. Tato
podobnost miize naznacovat skuteény vliv haplotypti CSN na ur&ité znaky. Haplotyp BA'B byl
spojen se zvySenym obsahem tukt a proteinti v mléce, ale byl také spojen se snizenou dojivosti.
Obecné plati, ze haplotypy obsahujici alelu B CSN3 mély vyssi obsah proteinii v mléce, ale
mensi dojivost. Otazkou ve studiu haplotypt je, zda pozorované uc¢inky jsou zptsobeny
polymorfismy DNA uvnitf kaseinového komplexu nebo interakcemi jednotlivych geni
(Boettcher et al. 2004). Dvotakova et al. (2004) zase uvadéji, ze p-kasein (A?), k-kasein (B)
a p-laktoglobulin spole¢né zlepsuji obsah proteind a tukf. Napiiklad alely A? B-kaseinu
a B B-kaseinu nemaji samostatné pozitivni vliv na produkci mléka a mlécného proteinu.
Spole¢n¢ ovsem ptisobi pozitivné. BB B-kasein zase zvySuje podil bilkovin v mléce (Dvorakova

et al. 2004).
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3.4.3 Frekvence alel genu CSN3 u jednotlivych plemen skotu

U hospodarskych plemen skotu se vyskytuji prevazné alely A a B genu CSNS3.
U nékterych plemen mizeme nalézt vyjimecné alely C a E. Ostatni alelické varianty se
U hospodarskych plemen bézn¢ nevyskytuji. Alela A ma nejvyssi vyskyt u vétSiny plemen. Tato
dominance alely A mize byt zpusobena dosavadnimi cily Slechtitelskych stanic, které se
zamg&fovaly predev§im na mnozstvi vyprodukovaného mléka. Jak vypliva z piedeslé kapitoly,
alela A je spojena s vyssi produkci mléka, proto se jeji vyskyt mohl §lechténim zvysit. Alela B
je Castéjsi nez alela A pouze u plemen jersey a brown swiss (Kukovics a Németh 2013). Vyskyt

jednotlivych alel a jejich ¢etnost u riznych plemen skotu naleznete v tabulce 3.

Tabulka 3: Frekvence alel genu CSN3 u vybranych plemen.

Alela )

Plemeno A B C E Zdroj
Brown swiss 0,33 0,67 Van Eenennaam a Medrano (1991)
Jersey 0,14 0,86 Van Eenennaam a Medrano (1991)
Holstynsky skot 0,82 0,18 Van Eenennaam a Medrano (1991)
Guernsey 0,73 0,27 Van Eenennaam a Medrano (1991)
Cesky strakaty skot 0,60 0,38 0,02 Kucerova et al. (2006)
Simentalsky skot 0,68 0,31 0,01 Cardak (2005)
Turecky Cernobily skot 0,68 0,32 Gurcan (2011)
Charolaisky skot 0,40 0,60 Pacheco Contreras et al. (2011)
Sindi zebu 0,66 0,34 Da Silva a Del Lama (1997)
Nelore zebu 0,97 0,03 Da Silva a Del Lama (1997)
Pincgavsky skot 0,53 047 Balteanu et al. (2010)

3.5 Plemeno brown swiss

Plemeno brown swiss (§vycarsky hnédy skot) pochazi ptivodné ze Svycarska, odtud se
nasledné rozsifilo do vSech oblasti Alp. Je jednim z nejstarSich kulturnich plemen skotu. Hojné
se dnes chovéa po celé Evropé, v USA, Kanadé¢, Jizni Americe a dokonce 1 v Africe. Zbarveni
je vzdy plastoveé hnédé s velkou variabilitou, od svétle okrové po tmavé hnédou (viz obrazek
4). Paznehty a konce roht maji tmavy pigment. Hmotnost dospélych krav se pohybuje od 550
do 650 kg a vyska v kohoutku je od 135 do 140 cm. Brown swiss miizeme zafadit mezi plemena
kombinovana, ale v dne$ni dobé se fadi hlavné mezi plemena mlécéné uzitkova. Mlécna

uzitkovost se za normovanou laktaci (305 dni) pohybuje od 6 000 kg do 8 000 kg mléka. Mléko
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obsahuje obvykle 3,8 — 4,5 % tuku a 3,3 — 3,7 % bilkovin. Podrobna uzitkovost je zobrazena
v tabulce 4. Velmi cenénou vlastnosti je jejich dlouhovékost, objevuji se i dojnice na patnacté
laktaci. Dlouhovékost je dana pevnosti koncetin a celkové vytecnou fitness. Mléko tohoto
plemene je oblibené u vyrobci syri, protoze frekvence alely B genu CSN3 se celosvétove
odhaduje mezi 65 — 75 %. Plemeno brown swiss se také pouziva pro uzitkové kiizeni
na holitynské plemeno. Tyto pokusy se provadi i v CR. Hlavni piednosti jsou tedy
dlouhovékost, pevné koncetiny, vysoka produkce kvalitni mlécné bilkoviny, piizpusobivost

na prostiedi a dobra fitness (Klub chovateld Brown swiss 2014).

Do CR bylo v minulosti dovezeno asi 200 jalovic, déle jsou dovazena embrya a pouzivaji
se byci pro uzitkové a prevodné kiizeni. Predpoklada se, ze jejich chov bude diky dobrym
uzitkovym a chovnym vlastnostem dale nariistat. V Gervnu roku 2015 byl v CR oficialng
ustanoven Svaz chovatell skotu plemene brown swiss a vede se plemennd kniha. V soucasnosti
se v CR chova 537 &istokrevnych zvitat a kolem 4 000 zvifat s minimaln& poloviénim podilem
krve brown swiss. V CR jsou evidovani tito chovatelé: Farma Struky (Pisek), Farma Blato s.r.o.
(Uhlitké Janovice), Fadom s.r.o. (Dolni M¢sto), Miroslav Divi§ (Laz), Josef Divi$

(Chrastovice) a Petr Hrunek (Ondiejov) (Jezkova 2016).

Tabulka 4: Vysledky kontroly uZitkovosti u plemene brown swiss v roce 2012 — 2013 v CR
(KIub chovateltt Brown swiss 2014).

Laktace Miéko (kg) Tuk (%) Tuk (kg) Bilkoviny (%) Bilkoviny (kg)
l. 5164 4,39 227 3,60 188
I 8252 4,15 342 3,62 299
Vsechny* 7690 4,18 321 3,63 279

* primé&rna uzitkovost za vSechny laktace

3.6 Plemeno jersey

Plemeno jersey patii k nejstar$§im dojnym plemendm, je znamé vice jak 600 let. Pochazi
z ostrova Jersey, ktery se nachdzi v LamanSském pralivu. V soucasnosti je rozsifené po celém
sveéte. Nejpocetnéjsi chovy se nachazeji na Novém Z¢landu, v USA, Anglii a Dansku. Jerseysky
skot je specializovany na mlécnou produkci. Ma maly télesny rdmec se slabym osvalenim.
V kohoutku dosahuje vysky 117 az 125 cm. Hmotnost dospélych krav je 350 az 420 kg.
Zbarveni je zlutohnédé s odstiny od svétlé po tmavou (Viz obrazek 5). Paznehty jsou pevné
s tmavym pigmentem. Charakteristicka je $ti¢i hlava, obdélnikovy télesny ramec s hlubokym

hrudnikem a bfichem. Diky vysokému obsahu pevnych slozek mléka se také nazyva syraiskym
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plemenem. Obsah bilkovin v mléce se pohybuje od 3,9 do 4,4 % a obsah tuku je 5 az 6,5 %.
Podrobna uzitkovost je zobrazena v tabulce 5. Mléko je zluté zbarvené diky zvySenému obsahu
karotenu. Vyssi zastoupeni B alely kappa kaseinu oproti ostatnim plemeniim zvysuje vytéZznost
pii zpracovani mléka na syry az o 15 %. Plemeno vynikd pevnou konstituci, plodnosti,
dlouhovékosti a vysokou mléénou uzitkovosti. Vyzaduje pastvu a pohyb venku po cely rok

(Cesky svaz chovateli jerseyského skotu 2014).

V CR je tento skot chovan od 60. let, kdy byl dovezen k pokusnym tceliim na $kolni
statek v Lanech. V roce 2014 bylo v CR evidovano 1 104 kusti &istokrevnych plemenic a 2 729
plemenic s pfevazujicim podilem jerseyské krve. Priimérna uzitkovost ¢eskych jerseyskych
krav je 6 000 kg mléka za laktaci u starSich krav a 5 450 kg mléka u krav v 1. laktaci. V roce
2015 byli v Cesku evidovani tfi byci v pfirozené plemenitbé, jeden byk po zakladnim vybéru
do inseminace a dvanact bykd bylo vyuzivano k inseminaci (pét z USA, tii z Velké Britanie
a &tyfi z Danska). Od roku 1990 se v CR vede plemenna kniha. Jerseysky skot se v CR chova
na farmach v Tehové, v Lazu, Chorusicich, Dolnim Céastkove, Hefmanicich u Kralik,

u Brandysa nad Labem ¢i v Holubicich (Jezkova 2016).

Tabulka 5: Vysledky kontroly uzitkovosti u plemene jersey v roce 2012 — 2013 v CR (Cesky

svaz chovatell jerseyského skotu 2014).

Laktace MIéko (kg) Tuk (%) Tuk (kg) Bilkoviny (%) Bilkoviny (kg)
I 4499 5,16 232 3,84 173
. 6081 5,48 333 4,00 243
Vsechny* 5331 5,35 285 3,93 210

* primé&rna uzitkovost za vSechny laktace

© Elly Geverink

Obrazek 4: Plemeno brown swiss (Klub Obrazek 5: Plemeno jersey (Zajicek 2016).

chovateld Brown swiss 2015).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Material

411

Pouzité vzorky

Ve své praci jsem analyzoval vzorky kravskeé krve, které byly ziskany od deviti chovatelt

z Ceské republiky. Celkovy soubor &inil 240 vzork krve, z toho 78 plemene brown swiss a 162

plemene jersey. Vzorky byly analyzovany v laboratofi Ustavu morfologie, fyziologie

a genetiky zvifat.

4.1.2

4.2

421

Pouzité pristroje
Box Ultra Cam Digital Imaging (Ultra Lum, Claremont, USA)
Centrifuga Mikro 20 (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Némecko)
Elektroforeticka vana (Omni Bio, Brno, CR)
Elektrycky zdroj Power Pac 300 (Biorad, Hercules, USA)
Fotoaparat Power Shot G6 (Canon, Tokyo, Japonsko)
Termalni cykler PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Quebec, Kanada)
Termoblok Dry Bath Incubator (Major Science, Saratoga, USA)
Termostat BE 200 (Memmert GmbH, Schwabach, Némecko)
Transilluminator Electronic UV Transilluminator (Ultra Lum, Claremont, USA)
Ttepacka Bio Vortex V1 (Biosan, Riga, Lotyssko)

Viéahy SBA 41 Scaltec (Sartorius, Bohemia, USA)

Metodika

Izolace DNA z krve

Pro izolaci DNA z krve byl pouzit komer¢ni kit Blood/Cell DNA Mini Kit (GB100,

GB300) (Geneaid Biotech, New Taipei City, Taiwan).
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Reagencie

e RBC lyzacni pufr

GB pufr

W1 pufr
e Promyvaci pufr

Ethanol

Eluéni pufr

¢ GD kolonky + kompatibilni zkumavky (2 ml)

Piiprava vzorku
e Do mikro-centrifuga¢ni zkumavky o objemu 1,5 ml napipetujeme 300 pl krve.
e Piidame 900 pl RBC lyzac¢niho pufru a promichame prevracenim zkumavky.
e Zkumavku inkubujeme pfi pokojové teploté po dobu 10 minut.
e Centrifugujeme 5 minut pii otackach 3 000 g/min, aby se supernatant zcela odd¢lil.
e Pfidame 100 ul RBC lyza¢niho pufru k resuspendovani pelet leukocytt.
Bunééna lize
e Pfidame 200 ul GB pufru a diikladné protfepeme.

e Inkubujeme pi1 60 °C minimalné 10 minut, dokud neni vzorek ¢iry. Béhem inkubace

vzorek promichame obracenim kazdé 3 minuty.

Bé&hem inkubace vzorku si predehiejeme elu¢ni pufr na 60 °C, ktery budeme potiebovat

pozdéji.

Po uplynuti inkubace vzorku se ujistime, ze je lyzat Ciry a pfidame 5 pl RNazy A

(10 mg/ml) a dikladné protiepeme.

Inkubujeme pii pokojové teploté 5 minut.
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Vazba DNA

e K lyzatu napipetujeme 200 ul absolutniho ethanolu a promichdme intenzivnim tfepanim

po dobu piiblizné¢ 10 sekund.
e GD kolonku umistime do kompatibilni zkumavky o objemu 2 ml.

e Veskery vzorek pfeneseme na GD kolonku a centrifugujeme pii 14 000 g/min po dobu

5 minut.

¢ GD kolonku vlozime do nové zkumavky o objemu 2 ml.

Promyvani

e Na GD kolonku piidame 400 pl W1 pufru a centrifugujeme pii 14 000 g/min 30 az 60

sekund.
e QOdstranime obsah zkumavky pod kolonku a vratime ji zpét prazdnou.

e Pfiddme 600 pl promyvaciho pufru na GD kolonku a opét centrifugujeme pfi
14 000 g/min 30 az 60 sekund.

e Znovu odstranime obsah zkumavky a vratime ji zpé&t.

e GD kolonku centrifugujeme pti 14 000 g/min dalsi 3 minuty, aby byla kolonka sucha.

Eluce DNA

e Pieneseme vysusenou GD kolonku do ¢isté mikro-centrifuga¢ni zkumavky o objemu

1,5 ml.
e Pfidame 100 pul predehratého elucniho pufru do sttedu GD kolonky.
e Nechame odstat alespont 3 minuty, dokud se pufr neabsorbuje.
¢ GD kolonku centrifugujeme pti 14 000 g/min 30 sekund.

e Qdstranime GD kolonku a ¢istou DNA ve zkumavce uschovame.

Ovéreni kvality a uskladnéni DNA

e Kvalitu ziskané DNA zjistime pomoci 1% agarozové elektroforézy. Popis metody

naleznete nize.

e Zkumavky s izolatem DNA uschovame pfi -20 °C pro dal$i pouziti.
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4.2.2 PCR-RFLP

K identifikaci polymorfismt genu CSN3 jsem pouzil metodu PCR-RFLP. Metodika byla
ptrevzata z prace Galila a Samah (2008).

4221 PCR
Délka amplifikovaného fragmentu byla 379 bp. Navrhy primert byly pievzaty z prace
Galila a Samah (2008).

Piimy: 5'-CACGTC ACCCACACCCACATTTATC-3’
Zpétny: 5-TAATTAGCCCATTTCGCC TTC TCT GT- 3’

Reagencie

e PPP Master Mix (Top-Bio s.r.o., Praha, CR): 2x koncentrovany: 150 mM Tris-HClI
(pH8,8 pii 25°C), 40 mM (NH4)2S04, 0,02% Tween 20, 5 mM MgClz, 400 uM dATP,
400 uyM dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Tag DNA polymerazy, barvivo,

stabilizatory a aditiva

e Primery (KRD s.r.o0., Praha, CR): zisobni roztok 100 pmol/ul, pracovni roztok
10 pmol/ul

e Ultracista H2O (Top-Bio s.r.0., Praha, CR)

Postup

e Reakéni smés pro PCR piipravime na ledu podle tabulky 6 vuvedeném potadi

a promichame.

Ptidame 1 pl izolované DNA a zvortexujeme.

PCR reakci provedeme v automatickém termalnim cykleru.

Termalni cykler nastavime podle tabulky 7.

Uspésnost PCR reakce otestujeme pomoci 3% agardzové elektroforézy.

Produkt PCR uschovame pfti 4 °C pro dal$i pouziti.
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Tabulka 6: Slozeni reak¢ni smési pro PCR.

Slozka Mnozstvi
dH20 9,5 ul
PPP mix 12,5 ul
primer A 1 ul
primer B 1 ul
celkové mnozstvi 24 ul

Tabulka 7: Nastaveni podminek cyklovani pro PCR reakci.

Kroky cyklovani Teplota Cas
Uvodni denaturace DNA 95°C 2 min
Denaturace 95°C 60 s
Anealing Cyklovani 30 x 60°C 60 s
Elogance 72°C 45s
Zavérecna elogance 72°C 7 min
Chlazeni 4°C 0
42.2.2 RFLP

K rozdéleni PCR produktu na jednotlivé fragmenty jsem pouzil restrikéni enzym Hinfl.

Restrikéni misto enzymu je:

5 GIANT C 3
3 C TNAIG 5

N=ATCG

Po §tépeni ma alela A velikost fragmentti 156 bp, 132 bp, 91 bp a alela B 288 bp a 91 bp.

Reagencie
e 10 U/ul enzymu Hinfl (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA)
e Ultracista H20 (Top-Bio s.r.o0., Praha, CR)

e Pufr R (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA)
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Postup
e Reak¢ni smés pro RFLP piipravime podle tabulky 8 v uvedeném potadi.
e Ptidame 10 pul PCR produktu a zvortexujeme.
e Sm¢s prendame do termostatu vyhtatého na 37 °C a nechame inkubovat do dal$iho dne.

o Vysledek stépeni RFLP zjistime pomoci 3% agar6zové elektroforézy.

Tabulka 8: Slozeni reak¢ni smési pro RFLP.

Slozka Mnozstvi
dH20 3,4 ul
pufr 1,5 ul
enzym Hinfl 0,1 pl
celkové mnozstvi 5ul

4.2.3 Agarozova elektroforéza

K vizualizaci a kontrole jednotlivych metod jsem pouzil horizontalni agar6zovou
elektroforézu. Pro kontrolu izolované DNA jsem pouZil 1% roztok agardézy a marker M1kb.
Pti detekci amplifikovanych segmenti po PCR a pro identifikaci velikosti fragmentl po §tépeni

restriktazou jsem pouzil 3% agardzovy gel a marker M50.

Reagencie

e Hmotnostni standard M1kb DNA Ladder a M50 DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA)

Agar6za (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Némecko)

TBE pufr (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Ethidium bromid EtBr 0,5 mg/ml (Top-Bio s.r.o., Praha, CR)

NanasSeci pufr (40% sacharodza, 0,25% bromfenolovd modr)

Postup

e Do 60 ml TBE pufru pfidame 0,6 g (1,8 g pro PCR-RFLP) agar6zy, promichdme a vafime

v mikrovinné troub€, dokud ndm nevznikne homogenni roztok.

¢ Gel nechame ochladit na teplotu cca 60 °C.
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e Pipetou pridame 6 pl EtBr, promichame a nalijeme do piipravené elektroforetické misky.

Nakonec vlozime hiebinky dle potieby a gel nechame ztuhnout.

e Ponofime misku s gelem do elektroforetick¢é vany s TBE pufrem a opatrné vyjmeme

hiebinky.

e Do vzniklych jamek naneseme jednotlivé vzorky (5 pl), dle potfeby smichame

S nanasecim pufrem (1 pl).

e Do krajnich jamek naneseme 6 ul markeru M1kb (M50 pro PCR-RFLP) pro nasledné

porovnani velikosti.

e K elektroforetické vané pfipojime zdroj stejnosmérného napéti a nastavime napéti

5Vv/cm.
o Elektroforézu nechame bézet dle potieby (cca 30 minut).

e Gel vyjmeme z vany a umistime na UV transiluminator a vysledny obraz

vyfotografujeme.

4.3 Matematicko-statistické zpracovani vysledku

4.3.1 Vypocet frekvence alel a genotypt

Ke stanoveni frekvenci byly pouzity rovnice zobrazené v Tabulce 9 a 10.

Tabulka 9: Vypocet frekvence genotypu (Urban 2008).

Genotypy Absolutni frekvence Relativni frekvence
AA D d= %
AB H B = %
BB R . %
Soucet D+H+R=N d+h+r=1

Pozn.: D, H, R = absolutni frekvence genotypt; d A r = relativni frekvence genotypi;

N = velikost populace
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Tabulka 10: Vypocet frekvence alel (Urban 2008).

Alely Absolutni frekvence Relativni frekvence
2D+ H P
A P=2D+H p= 2t
2N 2N
2R+H
B Q=2R+H q= = i
2N 2N
Soucet P+Q=2N ptrqg=1

Pozn.: P, Q= absolutni frekvence alel; p, g=relativni frekvence alel; N = velikost populace; D,
H, R= absolutni frekvence genotypt; d, 4, r=relativni frekvence genotypl
4.3.2 Hodnoceni genetické rovnovahy pomoci Hardy-Weinbergova principu

Rovnovaznost stavu zjisténych frekvenci byla posouzena dle Hardy-Weinbergova
zéakona, kde plati:
1= P + 2pq + 7
f(AA) f(AB) f(BB)

K vyhodnoceni byl pouZit chi-kvadrat (test dobré schody):

2 . z (P _ 0)2
X(a;n—p—l) - T

Kde plati, Ze:

P pozorovana ¢etnost genotypu
0 ocekavana ¢etnost genotypu
X suma

a hladina vyznamnosti

n-p-1 vypocet stupne volnosti
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4.3.3 Asocia¢ni analyza

Ke statistickym vypoctim byla pouzita asociaéni analyza - procedura GLM (zobecnény
linearni model) se dvéma pevnymi faktory - gen a plemeno v programu SAS verze 9.4 (SAS
Institute Inc. 2016).

K vypocitani asocia¢ni analyzy byla navrzena tato rovnice:
Yijk = W+ CSN3; + plem; + lakty + e;j;
Kde plati, ze:
Yij uzitkovy znak
u pramérna hodnota sledované vlastnosti

CSN3i pevny efekt genu CSN3

plem; pevny efekt plemene
laktk regrese na pocet dni laktace
ej nahodna chyba
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 lzolace DNA

Kolonkovou metodou jsem izoloval 240 vzork kravské krve. U tfi vzorkl se nepovedlo
izolovat DNA z duvodu nekvalitni krve. Obrazek 6 zobrazuje vysledek izolace DNA

na agarézovém gelu s pouzitim EtBr a velikostniho markeru M1Kkb.

M1kb 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152. - 163 154 155

—_— - - -— o — _—— —— e —

Obrazek 6: Vizualizace izolace DNA z kravské krve.

52 PCR

Polymorfismus genu CSN3 byl amplifikovan metodu PCR. Amplifikovany fragment mél
délku 379 bp. Pro ovéfeni amplifikace jsem pouzil agardézovou elektroforézu. K vizualizaci byl
pfidan EtBr. Pro porovnani velikosti byl vyuzit marker M50. Obrazek 7 zobrazuje vysledny gel
pod UV svétlem.

PCR-CSN3

Obrazek 7: Amplifikované fragmenty genu CSN3 o velikosti 379 bp.
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5.3 RFLP

Amplifikovany produkt PCR reakce byl §tépen restrikéni endonukleazou Hinfl. V PCR
produktu se nachazeji 3 restrik¢ni §t€pna mista. Po $tépeni vznikly u genotypu AA fragmenty
0 délce 91 bp, 132 bp a 156 bp, u genotypu AB fragmenty o délce 91 bp, 132 bp, 156 bp a 288
bp a u genotypu BB fragmenty o délce 91 bp a 288 bp (viz obrazek 8).

o cltkost AA AB BB
agmentu

288 bp

132 bp "y ]

Obrazek 8: Vizualizace $t€peni genu CSN3 enzymem Hinfl.

K vyhodnoceni byla pouzita horizontalni agardzova elektroforéza. Vysledek Stépeni je

patrny na obrazku 9.

RFELP-CSN3

124

Obrazek 9: Vysledek $t€peni PCR produktu restrikéni endonukleazou Hinfl.

5.4 Matematicko-statistické vyhodnoceni

5.4.1 Stanoveni frekvence alel a genotypii

Celkovy soubor obsahoval 240 testovanych jedincti. U 237 jedinct byl zjistén genotyp.
Zbylé tii jedince se nepodafilo genotypizovat kvili nekvalitnim vzorkiim krve. Vypocty

frekvenci byly provedeny dle tabulek uvedenych v kapitole 4.3.1. Tabulka 11 a 12 zobrazuje
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frekvence genotypt a alel z celého souboru jedinct. Tabulka 14 a 15 zobrazuje jednotlivé

frekvence dle piislusného plemene. V tabulce 13 je pomér zastoupenych plemen.

Tabulka 11: Frekvence genotypt genu CSN3.

Genotyp Absolutni frekvence Relativni frekvence

AA 9 0,0380

AB 74 0,3122

BB 154 0,6498
celkem 237 1

Tabulka 12: Frekvence alel genu CSNS3.

Alela Absolutni frekvence Relativni frekvence
A 92 0,1941
B 382 0,8059
celkem 474 1

Tabulka 13: Frekvence plemene brown swiss a jersey.

Plemeno Absolutni frekvence Relativni frekvence
BSW 78 0,325
J 162 0,675

V celkovém souboru jedincl byl nejbéznéjsi genotyp BB s cetnosti 65 %. Genotyp AB
byl druhy nejpocetnéjsi s Cetnosti 31 %. Nejméné Casty byl genotyp AA, ktery se vyskytoval
jen u necelych 4 % jedinct. Nejvice zastoupena byla alela B s frekvenci 80 %. Alela A méla
frekvenci 20 %. Z celkového souboru bylo 78 jedincti plemene brown swiss a 162 plemene

jersey.

Tabulka 14: Frekvence genotypt u jednotlivych plemen.

Brown swiss Jersey
Genotyp Absolutni frek. Relativni frek. Absolutni frek. Relativni frek.
AA 6 0,0800 3 0,0185
AB 31 0,4133 43 0,2654
BB 38 0,5067 116 0,7160
celkem 75 1 162 1
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Tabulka 15: Frekvence alel u jednotlivych plemen.

Brown swiss Jersey
Alela  Absolutni frek. Relativni frek. Absolutni frek. Relativni frek.
A 43 0,2867 49 0,1512
B 107 0,7133 275 0,8488
celkem 150 1 324 1

Portadi Cetnosti genotypl se u plemen brown swiss a jersey neliSilo. Plemeno jersey ma
oproti brown swiss vétsi frekvenci genotypu BB a genotyp AA se vyskytuje jen ziidka. Plemeno
brown swiss m¢lo frekvenci genotypti AA 8 %, AB 41 %, BB 51 % a frekvenci alel A 29 % a B
71 %. Plemeno jersey mélo frekvenci genotypi AA 2 %, AB 26 %, BB 72 % a frekvenci alel A
15 % a B 85 %.

Gustavsson et al. (2014) uvadgji ve své praci podobné Cetnosti genotypu a alel, jako
Vv této studii. K analyze pouzili 406 vzorkl danského jerseyského skotu. Genotyp AA se
vyskytoval u 3,7 %, genotyp AB u 33,8 % a genotyp BB u 62,5 % populace. Cetnost alely A
byla 20,6 % a alely B 79,4 %. Zepeda-Batista et al. (2015) zkoumali polymorfismus genu CSN3
U 400 kusu jerseyského skotu chovaného v Mexiku. Ve zkoumané populaci detekovali
u n€kolika jedinci alelu E s Cetnosti 6 %. Alela A se vyskytovala u 27 % a alela B u 67 %
populace. Oproti této studii byl nejcastéjsi genotyp AB. Frekvence jednotlivych genotypt byla:
AA 4 %, AB 45 %, AE 2 %, BB 42 %, BE 4 % a EE 0,02 %. Shetty et al. (2006) uvadi podobné
frekvence alel a genotypt u 186 jedinct iranského jerseyského skotu jako predesla studie.
Nejbeéznéjsi byl genotyp AB s Cetnosti 51 %. Druhy byl genotyp BB s cetnosti 40 % a posledni
genotyp AA s Cetnosti 9 %. Alela A méla frekvenci 35 % a alela B 65 %.

Caroli et al. (2004) detekovali podobnou frekvenci alel u plemene brown swiss jako
v této studii. U 392 dojnic z Italie uvadéji cetnost alely A 34,7 % a alely B 65 %. Objevila se
také alela C s Cetnosti pouhych 0,3 %. Chrenek et al. (2003) sledovali polymorfismus u 105
dojnic plemene brown swiss dovezenych na Slovensko. Oproti mym vysledkiim pozorovali
veétsi vyskyt genotypu AA s Cetnosti 21 %. Genotyp AB mél Cetnost 49 % a BB 30 %. Alela A
méla frekvenci 46 % a alela B 54 %. Ozdemir a Dogru (2005) uvadéji velice podobné vysledky
jako predesla studie provedena na Slovensku. Ze sta jedincti plemene brown swiss chovanych
v Turecku mélo genotyp AA 22,78 %, AB 43,04 % a BB 34,18 %. Alela A méla cetnost 43 %
a alela B 57 %. Jina studie provedena také v Turecku uvadi zna¢n¢ rozdilné vysledky. Akyiiz
a Cinar (2014) genotypizovali 108 jedincti plemene brown swiss. Rozlozeni genotypti bylo AA
44,4 %, BB 7,4 % a AB 48,2 %. Alela A se vyskytovala s ¢etnosti 68,5 % a alela B s ¢etnosti
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31,5 %. Kim et al. (1998) sledovali také prevahu alely A genu CSN3 u dojnic stejného plemene.

Zkoumany soubor ¢inil 1033 krav z Kanady. Frekvence genotypu byly AA 48,04 %, AB

44,11 %, AC 0,58 % a BB 7,27 %.

U ceského strakatého skotu a holStynského skotu prevazuje ve vétSin€ piipadi alela A

nad alelou B. Manga et al. (2008) testovali 111 krav ¢eského strakatého skotu v 1. laktaci.
Vysledné genotypy byly: AA 26 %, AB 58 % a BB 15 %. Cetnost alely A byla 55 % a alely B
46 %. Dale testovali 67 krav holstynského skotu. Vysledné genotypy byly: AA 60 %, AB 30 %

a BB 10 %. Frekvence alel je pot¢ A 75 % a B 25 %.

5.4.2 Test genetické rovnovahy populace dle Hardy-Weinbergova zakona

Vypocéty stanoveni genetické rovnovahy jsou uvedeny v tabulkach 16 a 17. Tabulky 18

a 19 zobrazuji porovnani vypoéitané hodnoty y? s tabulkovou hodnotou.

Tabulka 16: Vypocet y? testu pro plemeno brown swiss.

AA AB BB )
Pa 6 31 38 75
Or 0,0822 0,4090 0,5088 1
Oa 6,165 30,675 38,160 75
a 0,0044 0,0034 0,0067 0,0146

Tabulka 17: Vypocet y? testu pro plemeno jersey.

AA AB BB z
Pa 3 43 116 162
Or 0,0228 0,2567 0,7205 1
Oa 3,694 41,585 116,721 162
a 0,1302 0,0481 0,0045 0,1828

Kde plati, Ze:

Pa  pozorované absolutni frekvence genotypt
Or  ocekavané relativni frekvence genotypti
Oa  ocekavané absolutni frekvence genotypt

¥?  chi kvadrat
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Tabulka 18: Porovnani hodnot y? testu s tabulkovymi hodnotami u plemene brown swiss.

Tabulkova hodnota pro

. , . 2

Hladina vyznamnosti stupeii volnosti 1 Hodnota y
0,05 3,841 0,0146
0,01 6,635 0,0146

Tabulka 19: Porovnani hodnot y? testu s tabulkovymi hodnotami u plemene jersey.

Tabulkova hodnota pro

. , : 2

Hladina vyznamnosti stupefi volnosti 1 Hodnota y
0,05 3,841 0,1828
0,01 6,635 0,1828

Stupeil volnosti pro gen se tfemi genotypy a dvéma alelami je:
df=n-p-1

df=3-1-1=1

Kde plati, ze:
df  stupen volnosti
n pocet znakl

p pocet kategorii

Pro dané populace byl uréen stupeii volnosti 1. Vypoéitané hodnoty ¥? testu jsou nizsi
nez dané tabulkové hodnoty. Proto muzeme potvrdit, Ze dané populace jsou v Hardy-

Weinbergové genetické rovnovaze.

5.4.3 Asociacni analyza

Soubor testovanych krav €inil 126 jedincii. K asociacni analyze byla pouzita data mlécné
uzitkovosti za 1. laktaci. Data uzitkovosti jednotlivych krav byla zjisténa z databaze plemenic
PLEMDAT (PLEMDAT s.r.0. 2017). Ke statistickym vypoctim byla pouzita asociacni analyza
- procedura GLM (zobecnény linearni model) se dvéma pevnymi faktory - gen a plemeno
v programu SAS verze 9.4 (SAS Institute Inc. 2016).
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V tabulce 20 jsou uvedeny primérné hodnoty, stfedni odchylky, minimalni a maximalni
hodnoty analyzovanych znakd. Tabulka 21 uvadi odhad nejmensich stfednich ¢tvercovych

hodnot u zvolenych parametrit mlécné uzitkovosti podle genotyptt CSN3.

Tabulka 20: Popisna analyza hodnocenych parametru uzitkovosti.

Genotyp Dojivost (kg) Tuky (%) Tuky (kg) Bilkoviny (%) Bilkoviny (kg)
pramér 5776 4,37 2544 3,65 2124
AA stfed. odchyl. 813 0,46 55,2 0,32 43,9
min 4897 3,56 182,0 3,28 166,0
max 7014 5,03 334,0 4,08 286,0
prumér 5274 4,95 253,8 3,75 197,7
AB stfed. odchyl. 1645 0,75 64,8 0,37 61,8
min 2080 3,78 42,0 3,02 25,0
max 8235 7,12 366,0 4,51 311,0
pramér 5272 4,98 256,4 3,85 202,3
BB stfed. odchyl. 1478 0,71 63,2 0,32 57,1
min 1741 3,84 92,0 3,14 65,0
max 9204 6,85 434,0 4,44 318,0

Tabulka 21: Odhad LSM u parametr mlééné uzitkovosti.

Genotyp Dojivost (kg) Tuky (%) Tuky (kg) Bilkoviny (%) Bilkoviny (kg)
CSN3 n LSM SE LSM SE LSM SE LSM SE LSM SE
AA 7 5502 491 447 0,21 2455 212 3,67 0,10 203,6 19,7
AB 46 5468 193 4,87 0,08 2595 83 373 004 2036 7.8
BB 73 5420 160 4,78 0,07 2533 69 375 0,03 2030 6,5
Pozn.: n = pocet jedincli; LSM = nejmensi ¢tvercova stiedni hodnota (Least Square Mean);

SE = stfedni chyba priméru (Standard Error)
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V tabulce 22 jsou uvedeny odhady Géinku polymorfismu genu CSN3 na jednotlivé znaky

mlécné uzitkovosti u testovanych jedinci.

Tabulka 22: Vliv genotypu genu CSN3 na mléénou uzitkovost.

Dojivost (kg) Tuky (%) Tuky (kg)  Bilkoviny (%) Bilkoviny (kg)

CN3 HO Pr HO Pr HO Pr HO Pr HO Pr

AA AB 0949 N 00781 N* 05425 N 0558 N 09970 N
AA BB 08757 N 01630 N 0,7297 N 04541 N 0978 N
AB BB 08481 N 03892 N 05625 N 07573 N 09486 N

Pozn.: HO = odhad rozdilu; Pr = priikaznost; N = neprikazny rozdil; * blizi se prikaznosti

V této studii nebyly zjistény prikazné asociace genotypi genu CSN3 K parametrim
mlécné uzitkovosti. Jedinci s genotypem AA méli nejvyssi primérnou dojivost (5776 kg)
a nejmensi pramérny obsah tukt (4,37 %) a bilkovin (3,65 %) v mléce. Jedinci s genotypy AB
a BB m¢li srovnatelné pramérné hodnoty parametri mlééné uzitkovosti (genotyp AB: dojivost
= 5274 kg; tuky = 4,95 %; bilkoviny = 3,75 %; genotyp BB: dojivost = 5272 kg; tuky = 4,98 %;
bilkoviny = 3,85 %). Spojitost téchto vysledku s danymi genotypy je ovSem statisticky
neprikazna. Jediny znak, ktery se blizil prikaznosti, ale prukazny nebyl, je obsah tukl
u genotypu AA — AB (HO = 0,0781).

Felenczak et al. (2008) zkoumali vliv k-kaseinu na mlé¢nou uzitkovost u simentalského
skotu. Rozdily v dojivosti mezi jedinci s riznym genotypem byly minimalni. Dle ziskanych
hodnot LSM zvitata s genotypem BB produkovala mléko s nejvyssim obsahem tuku a bilkovin.
Heterozygot AB mél mléko s podobnym sloZenim jako homozygot BB. Homozygot AA m¢l
statisticky prukazny nizsi obsah bilkovin a tukl v mléce viici jedinciim s genotypem AB a BB.
Rachagani a Gupta (2008) zkoumali asociaci genu CSN3 s mlé¢nou uzitkovosti u sahiwalského
skotu v Indii. Dosli k podobnému zavéru jako piedesla studie. Dle uvedenych hodnot LSM
kravy s genotypem BB mély vyssi obsah bilkovin v mléce. Sitkowska et al. (2008) sledovali
nejvyssi dojivost U homozygotti AA. Homozygoti AA méli také nejvyssi obsah tuki a bilkovin
v mléce. Dle uvedenych prumért méli jedinci s genotypy AB a BB podobné mnozstvi tuka
a bilkovin v mléce, ale heterozygoti AB méli vyrazné nizsi dojivost oproti homozygotim BB.
Kucerova et al. (2006) provedla asociacni analyzu u ¢eského strakatého skotu. Rozdily mezi
genotypy pro obsah bilkovin byly signifikantni. Genotyp BB byl asociovan se zvySenym
obsahem bilkovin v mléce. Genotyp BE byl asociovan s niz§im obsahem bilkovin v mléce.

To mize znamenat, ze alela E v kombinaci s alelou B mé podobny vliv, jako genotyp AA.
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Genotyp AA mél ze vSech genotyptll nejnizsi obsah bilkovin. Trakovicka et al. (2012) provedly
asocia¢ni analyzu u kiizenct simentalského a holstynského skotu. Dle uvedenych hodnot LSM
méli homozygoti AA nejvyssi dojivost i mnozstvi tukti a bilkovin vyprodukovaného
Vysledky vztahu mezi genotypy CSN3 a mlé¢nou uzitkovosti byly stejné jako v této praci
neprikazné. Deb et al. (2014) zkoumali vliv genotypu AA a AB genu CSN3 na mléénou
produkcei u 200 kitizenct holstynského a sahiwalského skotu. Zvirata s genotypem AB méla
vyrazné vyssi dojivost oproti homozygotim AA. Hodnota P byla mensi nez 0,05, coz znaci

prikazny rozdil. Rozdily v obsahu tuki a bilkovin v mléce nebyly signifikantni.

Tabulky 23, 24 a 25 zobrazuji odhad vlivu plemene na mlé¢nou uzitkovost u testovanych
jedincti. Hodnoty HO < 0,05 znamenaji pritkazny rozdil. Hodnoty HO < 0,01 znamenaji vysoce

prikazny rozdil.

Tabulka 23: Vliv plemene na obsah tuku v mléce.

Tuky (%) Tuky (kg)
Plemeno LSM  SE HO LSM  SE HO
BSW 422 0,10 251,8 9,9
<
J 519 0,09 0001 2536 9,1 08656

Pozn.: LSM = nejmensi ¢tvercova stfedni hodnota (Least Square Mean); SE = stfedni chyba

praméru (Standard Error); HO = odhad rozdilu

Tabulka 24: Vliv plemene na obsah bilkovin v mléce.

Bilkoviny (%) Bilkoviny (kg)
Plemeno LSM SE HO LSM SE HO
BSW 349 0,05 2106 9,2
<
J 394 0,04 0001 196,2 8,5 01465

Pozn.: LSM = nejmensi ctvercova stfedni hodnota (Least Square Mean); SE = stfedni chyba

priméru (Standard Error); HO = odhad rozdilu

Tabulka 25: VIiv plemene na dojivost.

Dojivost (kg)
Plemeno LSM SE HO
BSW 5957  229,3
J 4969 2112
Pozn.: LSM = nejmensi ¢tvercova stiedni hodnota (Least Square Mean); SE = stiedni chyba

<,0001

priméru (Standard Error); HO = odhad rozdilu
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Vliv plemene na mlé¢nou uzitkovost byl potvrzen jak u dojivosti, tak u obsahu tuki
a bilkovin v mléce. Plemeno brown swiss mé¢lo vyssi pramérnou dojivost (5853 kg), ale nizsi
prumérny obsah tukd (4,32 %) a bilkovin (3,50 %) v mléce. Plemeno jersey mélo nizsi
prumérnou dojivost (4994 kg), ale vyssi primérny obsah tuki (5,27 %) a bilkovin (3,96 %)

V mléce.

Podobné vysledky udavaji kontroly uzitkovosti plemene brown swiss a jersey v CR
provedené v roce 2012 — 2013 (viz tabulka 4 a 5). Plemeno brown swiss mélo v 1. laktaci
primérnou dojivost 5164 kg, obsah tuku 4,39 % a obsah bilkovin 3,6 % (Klub chovatelti Brown
swiss 2014). Plemeno jersey mélo v 1. laktaci primérnou dojivost 4499 kg, obsah tuku 5,16 %
a obsah bilkovin 3,84 %. Jerseysky skot ma nejvyssi obsah tukii a bilkovin ze v§ech dojnych

plemen (Cesky svaz chovatelii jerseyského skotu 2014).
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6 ZAVER

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjistit pfipadnou asociaci polymorfismu genu
CSN3 s mlécnou uzitkovosti. V literarnim piehledu byl zpracovan zékladni piehled dané

problematiky. Rada studii uvadi pozitivni vliv alely B genu CSN3 na syraiské vlastnosti mléka.

Celkovy soubor testovanych jedinct ¢inil 240 krav. U 237 jedinct byl pomoci metody
PCR-RFLP zjistén genotyp. Nejcastéji se vyskytovali homozygoti BB s Cetnosti 65 %.
Heterozygoti AB méli ¢etnost 31 % a homozygoti AA pouhé 4 %. Také se potvrdilo, Ze dle

Hardy-Weinbergova zakona jsou ob¢& populace v rovnovaze.

Dal8im krokem bylo posouzeni vlivu polymorfismu genu CSN3 na parametry mlécné
uzitkovosti. Ke statistickym vypoctim byla pouzita asocia¢ni analyza GLM programu SAS
verze 9.4 (SAS Institute Inc. 2016). Testovany soubor ¢inil 126 jedinct s dostupnymi Gdaji
0 mlécné uzitkovosti za 1. laktaci. Ostatni jedinci nemohli byt zatazeni do statistickych vypocta
kvuli jejich nizkému véku a absenci udaji o mlééné uzitkovosti. Jedinci s genotypy AB a BB
meli vyssi praimérny obsah tuki a bilkovin v mléce oproti jedinciim s genotypem AA, coz by
ukazovalo na pozitivni vliv alely B. Spojitost vlivu genotypit AB a BB na obsah tukt a bilkovin
v mléce se ovSem ukazala jako statisticky neprtikazna. Tento vysledek mohl byt zapti¢inén

mensim poctem sledovanych jedinci. Na mlécnou uzitkovost ma vliv fada faktord (napft.

krmivo, stanovi$té, nemoci), které mohly v malé populaci zastinit vliv genotypu.

Obé¢ plemena se vyznacuji vysokym obsahem tuki a bilkovin v mléce. Jerseysky skot ma
dokonce nejvyssi obsah tukii a bilkovin v mléce ze vSech dojnych plemen. Srovnanim
uzitkovosti obou plemen se potvrdilo, Ze jerseysky skot ma vyssi obsah tukt a bilkovin v mléce

a dojnice plemene brown swiss maji vyssi dojivost, coz je zptisobeno vys$§im télesnym ramcem.
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