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Abstrakt:

Cilem této diplomové prace bylo zjistit vliv polymorfnich variant lokusu
mlééného proteinu betakaseinu (CSN2) na znaky produkce a technologickou jakost

mléka u plemen Cesky strakaty skot a holStynsky skot.

DNA byla izolovana z mléka. Pro zjisténi genotypu byly pouzity metody PCR
a RFLP. Stanoveni genotypi A1Al, A1A2 a A2A2 bylo uskutecnéno u 702 dojnic.
Ve zkoumané populaci u vSech vzorkt byl genotyp A1Al zastoupen 11,40 %, A1A2
38,46 % a genotyp A2A2 50,14 %. Vybranymi parametry mlécné uzitkovosti byly:
dojivost (kg), procento bilkovin a procento tuku. Pro statistické vyhodnoceni byl

pouzit program STATISTICA 12.

Ve vysledcich nebyl zjistén statisticky prikazny vliv genotypu CSN2 na zvolené
znaky mlécné uZzitkovosti. Tento vysledek mohl byt zplisoben malym poctem jedinch
zahrnutych do analyzy, vyzkum bude déale vramci grantu QJ1510339
a GAJU028/2019/Z pokracovat.

Kli¢ova slova: mlééna uzitkovost, mléko, geneticky polymorfismus, skot,

betakasein, CSN2



Abstract:

The aim of this diploma thesis was to investigate the influence of milk betacasein
locus (CSN2) polymorfic variants on production characteristics and milk technological

qualities in Czech Simmental cattle and Holstein cattle.

DNA extracted from milk of 702 cows was genotyped using PCR and RFLP
methods. The genotypes A1A1, A1A2, and A2A2 had the following distribution within
the population studied: A1Al in 11,40 %, A1A2 in 8,46 %, and A2A2 in 50,14 % cows.
The studied milk parameters were the milk yield (kg), protein and fat percentage and
protein and fat yield (kg). The statistical evaluation was made STATISTICA
12 program.

We found no statisticaly significant influence of CSN2 genotype on the selected
milk yields. The results might be biased by the relatively low amount of individuals
studied. Research will continue within the QJ1510339 and GAJU028/2019/ Z grant.

Keywords: milk yields, milk, genetic polymorphism, cattle, betacasein, CSN2
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1 UVOD

Kravské mléko ma dlouhou tradici v lidské vyzivé. Vyznam mléka se odrazi
uz v severské mytologii, kde se v Niflheimu podle legendy z tajiciho ledu vyvinula
prakrava jménem Audhumla. Ze struku se ji finulo mléko, jako Ctyfi feky a bylo
dalezité pro prvni existujici stvofeni obra Ymera. V soucasnosti je mléko nezbytnou
soucasti lidské vyzivy pro dulezity obsah zivin. Zpracovava se na ruzné mlééné
vyrobky jako jsou smetana, maslo, jogurt, syr, syrovatka a dalsi. Je proto potfebné znat

jeho sloZeni a ucinky na lidské zdravi.

Celkovy vyzkum CSN2 probiha v oblasti asociace tohoto genotypu
s uzitkovymi vlastnostmi krav, jako je mnozstvi mléka a obsah jeho slozek. Dale se
vyzkum soustiedi na pozitivni vliv na lidské zdravi beta kaseinu alely A2 a skodlivy
vliv genotypu A1A1l, ktery ptedstavuje rizikovy faktor pfi nékterych onemocnénich,
jako je napt.: kolisani hladiny cholesterolu, diabetes, skler6za, autismus, ischemicka
choroba srdce a chronicky zapal artérii. Existuji vSak i nazory, které pozitivni vliv alely
A2 zpochybiuji. Vysledky vyzkumt z riiznych publikaci jsou nejednotné, a proto je

nutné dalsi zkoumani v této oblasti.

Kdyby se potvrdily vysledky publikovanych studii posuzujici pozitivni vliv
alely A2 na lidské zdravi, znamenalo by to pro chovatele uréitou vyhodu selektovat
zvitata s genotypem A2A2 a zaujmout tim fady konzumentd. Skodlivy genotyp A1A1

by po potvrzeni vysledkti mohl byt Gipln€ vyselektovan.
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2 CiL PRACE

Cile diplomové prace:

. Provést genotypizaci kandidatniho lokusu s moznym vlivem na

technologické vlastnosti a jakost mléka.

. Provést asociatni analyzu vztahu genotypti k technologickym

vlastnostem mléka.
. Vyhodnotit zjisténa data statistickymi programy.

o Vhodn¢ interpretovat dosazené vysledky.

Diplomovd priace byla zpracovana s podporou projektd QJ1510339
a GAJU028/2019/Z.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Struktura bovinniho genu a genomu

Specificky wulozend jednotka dédicné informace se nazyva gen.
Nese genetickou informaci z jedné generace do dal$i. Gen ma specifické poradi
nukleotidi. Koduje primarni strukturu bud’ funkéni molekuly translacniho produktu
(polypeptid, protein) nebo funkéni molekuly produktu transkripce (tRNA, rRNA).
Do jeho struktury patii i regulacni sekvence, jako je promotor nebo terminator, které
jsou rozeznany polymerazami a umozni tak spravné zpracovani dédi¢né informace

nesené konkrétnim genem (Sipek, 2010; Urban, 2012).

Rozeznavame n¢kolik funkénich €asti savéiho genu (Obr. €. 1). Prvni ¢ast,
nazyvana promotor, je lokalizovana na 5°-konci, kde se nachazi tzv. TATA-box
se nachazi kodon kodujici metionin a oznacuje zacatek translace. Na 3’-konci
Vv poslednim exonu se nachazi stop kodon (Ferak a Srsefi, 1990; Snustad a kol., 2017).
Geny, které jsou sekvencné a funkéné podobné a maji spole¢ného predka, ozna¢ujeme
jako genovou rodinu. Savci maji mnoho genti v genovych rodinach (Friedman
a Hughes, 2001). Soucasti genu jsou i nefunkéni kopie gent tzv. pseudogeny
(Hirotsune a kol., 2003).

5°- konec 3’- konec

Sinat transkriptovana oblast genu \
promotor ———— m——
e

-- [ -- [ B o B - R < [ s |

kodujici sekvence
/) — o=
mRNA mRNA
5"UTR 3"UTR
zacatek transkripce iniciaénikodén pro syntézu terminaénikodén pro signal pro poly(A)
proteinu ukonceni syntézy proteinu

(UGA, UAA UAG

Obr. ¢&. 1: Struktura genu (pievzato z: https://slideplayer.cz/slide/2315983/)
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Genom je definovan jako celkovy geneticky material neboli kompletni sada
DNA sekvence organizmu. U eukaryotnich organismli je oznacen jako veskera
geneticka informace, pfitomna v jedné uplné haploidni sadé chromozomu (Urban,

2005).

L4

Zimin a kol. (2009) uvadi, ze genom skotu je mnohem podobng&;jsi lidskému nez
tieba mySimu. Genom skotu obsahuje 22000 gend kodujicich proteiny. Skot ve
srovnani s clovékem ma zvysSenou expresi 71 genil. Jsou to geny, které se podili na

regulaci reprodukce, metabolismu tukt a laktace (Petr, 2010).

Za pomoci odbornych technik bylo pfecteno 35 milionid sekvenci, které vytvari
2,86 miliard parti bazi. Sestava genomu skotu (Graf 1) obsahuje 2 857 605 192 part
bazi umisténych na jednom z 30 chromosomii (29 autozomui a 1 pohlavni chromosom).

(Zimin a kol., 2009).

Graf 1: Pocet pari bazi na 30 chromozomech (ptevzato z Zimin a kol., 2009)

180,000,000
160,000,000
140,000,000
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100,000,000
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Genom skotu byl popsén dvéma riznymi tymy. Tym na lékaiské fakulté Baylor
College sestavil z prectenych Gsekit genom oznac¢ovany jako BCM4. Tym z Univerzity
Vv Marylandu sestavil ze stejnych dat jako druhy tym genom s kédovym oznacenim
UMD?2. Sestava genomu UMD?2 je o 6 % vétsi nez BCM4. Jednim z nejvyraznéjsich

rozdili mezi sestavami UMD2 a BCM4 je sestaveni na chromosomu X. UMD2 ma
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sekvenci na X chromozomu 136 milionti pard bazi, zatimco sestava BCM4 ma pouze

83 miliond parh bazi (Zimin a kol., 2009).

Genom BCM4 je posledni verze piedeslych kompletaci genomu skotu
s oznacenim BCM1, BCM2 a BCM3.1. Nejnovéjsi genom je oproti jeho predchiidctim
pfesnéjsi v tzv. repetitivnich sekvencich, kde se urcité tiseky mnohokrat opakuji.
Pii kompletace genomu BCM4 byly zahrnuty vysledky sekvence DNA byka a jeho
dcery. Lze predpokladat snizenou pfesnost ¢teni sekvenci chromosomu Y, ktery byl
Vv daném souboru obsazen jen v jednom ,vytisku“ (u byka). Chromozom X se
vyskytoval vicekrat, a to dva u dcery s konstelaci pohlavnich chromosomt XX a jeden
u jejiho otce s pohlavnimi chromosomy XY. Genom BCM4 ma u 90 % vSech sekvenci
zjisténo, na kterém chromosomu se nachéazeji. Celkem je v genomu zkompletovéna
DNA obsahujici 2,54 miliardy bazi s pokryvem 95 % vSech gent. Zjistilo se presné
17482 SNP s ptesnosti 99, 2 % (Petr, 2010; Zimin a kol., 2009). Sestaveni genomu
UMD2 na Univerzit¢ v Marylandu bylo provadéno s odliSnymi postupy. Celkem je
v genomu UMD?2 zkompletovana DNA obsahujici 2,86 miliard bazi a z nich 91 % ma
uréeno misto na chromosomu. V genomu UMD2 byly navic identifikovany i nékteré
sekvence z chromosomu Y a chromozomu X. Genom UMD2 je v porovnani
s genomem BCM4 vice piesny. Genom BCM4 pokryl v chromosomu X jen 83 milionti
bazi, zatimco v genomu UMD2 byla na chromosomu X pokryta poloha 136 milionil
bazi. Celkovy odhad je, Ze genom BCM4 ma tiikrat vice chyb nez genom UMD?2 (Petr,
2010).

3.1.1 Geneticky polymorfismus

Geneticky polymorfismus je definovan jako pfitomnost dvou a vice
genetickych variant, vedoucich k vyskytu n¢kolika forem znaku v jedné populaci ¢i
druhu (Bull, 2013; Heck a kol., 2008). Geneticky polymorfismus se vyskytuje jak
Vv intronech, tak i v exonech genomu (Karki a kol., 2015). Na vysledné struktuie
mlécného proteinu se podili kromé G€inkli polymorfismu v kodujici ¢asti genu také
polymorfismus v nekoédujici oblasti tim, ze ovliviiuje transkripci proteinu (Hallén
a kol., 2008). Od mutace se polymorfismus odlisuje frekvenci v populaci, ktera je pro

polymorfismus vyssi nez 1 %. Polymorfismus mtiZze byt spojovan s nemoci, ale na
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rozdil od mutace neni pro jedince smrtelny (Karki a kol., 2015). Bonfatti a kol. (2011)
uvadi, ze polymorfismus mléénych proteinti ma vliv na slozeni mléénych bilkovin,
koagula¢ni vlastnosti mléka a na zmény v relativni koncentraci frakci mlécnych

proteint.

3.1.2 Mitochondrialni DNA

Mitochondrialni genom je tvofen veSkerou DNA nachazejici se
v mitochondriich. Mitochondrialni DNA kéduje 37 genti z toho: 22 gent pro tRNA,
2 geny pro rRNA, 13 riznych gent, které koduji proteiny zapojené do respirace
a DNA replikace, transkripce a translace. Pouze malé oblast cirkularniho genomu je

nekodujici (Vangk, 2015; Luo a kol., 2011).

Geny vymezené mitochondridlni DNA koéduji predev§im enzymy Krebsova
cyklu. Mitochondridlni DNA, oznacovéana jako maternalni typ dédi¢nosti, je dédéna
pouze od matky prostfednictvim cytoplasmy vaji¢ka. Jejich distribuce do gamet je
nahodna. Mitochondridlni dédicnost neni fizena Mendelovymi zakony (Frynta, 2004;
Otové a Mihalova, 2012).

Velikost genomu je mezi druhy velmi variabilni a mnozstvi mitochondridlni
DNA (mtDNA) je zavislé na tom, z jaké bunky je mtDNA izolovédna. Variabilni je
I pocet molekul mtDNA v mitochondriich, miiZze se pohybovat v rozmezi od méné nez
1 000 molekul (somaticka buiika) az po 108 molekul mtDNA (oocyt obratlovci)
(Snustad a kol., 2017).

Mitochondrialni DNA je vhodngjsi pro druhovou identifikaci pomoci DNA
barcodingu, nez jaderna DNA, protoze mitochondrialni geny maji vyssi rychlost
evoluce, jsou méné vystaveny rekombinaci, nachdzi se v buitkdch v mnoha kopiich
a neobsahuji témét zadné introny. Pro rutinni amplifikaci fragmenti pomoci PCR jsou

tyto znaky mitochondridlni DNA dulezité (Luo a kol., 2011).

Prvni sekvence lidské mtDNA byla provedena v roce 1981, nebyla vSak zcela

pfesna, protoze vzorek byl kontaminovan kravskou mtDNA (Andrews a kol., 1999).
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3.1.3 Transkripce a translace

Transkripce je enzymaticky proces, kde se piepisuje geneticka informace
Z DNA do RNA a jako enzym se vyuziva DNA dependentni RNA-polymeraza, ktera
hledd v DNA startovni sekvenci nukleotidd, tzv. promotor. Transkripéni faktory jsou
dilezité ke spravnému navazani polymerazy, vytvaii spolu trojrozmérny komplex,
ktery zajisti spravné nasednuti polymerdzy na sekvenci, od které ma byt zahdjena

transkripce (Urban, 2012; Sipek, 2010).

Translace je sekundarni proces syntézy bilkovin. Pfenasi geneticky kod mRNA
do potadi aminokyselin v polypeptidovém vlaknu. Ukoncuje drdhu DNA-RNA-
protein. Translace probiha mimo jadro, v cytoplazmé na ribozomech. Geneticka
informace ulozena v sekvenci nukleotidi mRNA se pteklada podle pravidel
genetického kodu do sekvence aminokyselin v polypeptidovém genovém produktu se
zapojenim mnoha makromolekul. Translaci mizeme rozdé€lit do Ctyt fazi: aktivace
aminokyselin, iniciace translace, elongace polypeptidového fetézce a terminace
translace. (Snustad a kol., 2017; Urban, 2012; Sipek, 2010). Inicia¢ni faze translace
zaCina tim, Ze se molekula mRNA vaze na misto na ribozomu a na svou sekvenci
obsahujici inicia¢ni kodon AUG se dale navaze tRNA nesouci aminokyselinu
metionin, ktery se stane N koncem rostouciho polypeptidu. U elongace se karboxylova
skupina aminokyseliny na jedné tRNA v mist¢ P ribozomu spoji s dalsi
aminokyselinou a vznika peptidickd vazba na druhé tRNA v misté A. Ribozom se tak
posune o 3 nukleotidy smérem k 3’konci mRNA. Tento pohyb vystavi dalsi kodon
a dovoli ptfidani dalsi aminokyseliny. U terminace dochdzi k narazeni ribozomu na
nesmyslny (stop) kodon a ukoncuje se tak translace uvolnénim mRNA a odpojenim

kompletniho polypeptidu od posledni tRNA. (Urban, 2012).

3.1.4 Regulace genové exprese

V buiice jsou sluCovany stovky proteinii riznych funkci, které zabezpeci jeji
zivot, rist a vyvoj. VSechny proteosyntézy jsou fizeny geny. Regulace exprese
genetické informace je systém spravného zapinani a vypinani exprese riznych gent

ve vyvojovém stupni buiiky. Syntéza nukleovych kyselin a proteinl se reguluje na
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vSech stupnich exprese: transkripce, posttranskripéni Upravy, translace

a posttransla¢ni tpravy (Urban a Vyhnanek, 2012).

Exprese genti se U strukturniho genu vyjadiuje jako geneticka informace
Vv primarni struktufe a funkci polypeptidu (proteinu). Dale exprese genu vyjadiuje
u genu pro funkéni RNA (tRNA a rRNA) jeho genetickou informaci v primarni
struktufe a funkci RNA neurcené k translaci (Urban a Vyhnanek, 2012).

Prostfedi mtize ovlivnit expresi strukturnich genli na vSech stupnich procesu
prenosu genetické informace (Obr. 2). Geneticka informace ve strukturnich genech se
tim vSak neméni. Vlivy prostfedi maji vliv na zastaveni, zpomaleni nebo urychleni

exprese genu (Urban a Vyhnanek, 2012).

strukturni gen
DNA /4 QNG

l transkripca - ——

hnRNA
“ws., posttranskripEni -

i‘t L Y PROSTREDI
mRMA —_—— 4

.-"‘ i!. |
l translacs 44— [

m II'I '.... w ..r"". [}

rd

‘--‘\\ 1
“ 1
|

4 modifikace (sestfih) y
'y

sekundarni T bunééné struktury
kvarterni strukdura

nadmolekulimi

enzymova funkce stavebni funkce
Obr. 2: Schéma exprese genu (pievzato z Urban a Vyhnanek, 2012)

3.1.5 Genetické markery

Geneticky marker je gen, nebo usek chromosomu, kde je znamé jeho umisténi

na chromosomu a pouZziva se jako orientacni bod (Rosypal, 2001). Diky genetickému
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markeru 1ze identifikovat pozici neznamého genu a mapovat kvantitativni znakova

mista u hospodaiskych zvifat (Gomez-Raya a kol., 2002).

Molekularné-genetické markery jsou pocetné a snadno identifikovatelné. Maji
vysokou informativnost, jelikoZ mohou byt zjiStény i z malého mnozstvi tkané
Vv jakémkoliv veéku jedince (vetné embryi a mrtvého jedince). K analyze DNA se lze
opakovang vracet i po n¢kolika letech, jelikoz miize byt DNA dlouhodob¢ archivovana

(Knoll a Vykoukalova, 2002).

DNA markery se rozd€luji dle charakteru svého polymorfismu na:
polymorfismus délky restrikénich fragmentti (RFLP — restriction fragment length
polymorphism), polymorfismus v délce sekvence (SSLP — simple sequence length
polymorphism). Tam se zahrnuji mikrosatelity a minisatelity. Poslednim typem
genetického markeru je polymorfismus jednotlivych nukleotidd (SNP — single

nukleotide polymophism). Jedna se o bodové mutace (Knoll a Vykoukalova, 2002).

Dale se genetické markery rozdé€luji dle vyuziti pfi mapovani genomu (Knoll

a Vykoukalova, 2002):

Prvni typem jsou kodujici exprimované geny, které mohou byt kandidatnimi
geny pro QTL. Pro jejich nizkou hladinu polymorfismu jsou malo pouzitelné pro
studie diverzity rodin a populaci. Vyuzivaji se ale vyznamné ve srovnavacim

mapovani.

Druhym typem je vysoce variabilni sekvence DNA. VyuZzivaji se pfedev§im
mikrosatelity a minisatelity. Mikrosatelity jsou diky vysokému stupni polymorfismu
vysoce informativni v populacnich studiich, pfi ur¢ovani rodiCovstvi a jsou nezbytnym
zakladem pro vazbové mapovani genil.

Ttetim typem jsou jednonukleotidové polymorfismy (SNP), které lezi bud

uvnitt kodujicich genti, nebo castéji v nekodujicich intronech nebo intergenovych

oblastech. Jsou vyuzitelné pro popula¢ni a rodinné studie.

3.1.6 Kandidatni lokusy

Kandidétni geny jsou obecné geny se znamou biologickou funkci, pfimo nebo
nepiimo regulujici vyvojové procesy zkoumanych znaka. Hraly svou roli pfi vyzkumu
genovych chorob a studii genetickych asociaci (Zhu a Zhao, 2007). Identifikace
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polymorfnich mist a néasledné vyhodnoceni rozdilti alel kandidatnich genii mezi
zvitaty raznych fenotypovych hodnot poskytuje potencionalni moznost identifikace
markerového genu asociovaného s fenotypovou hodnotou (Urban, 2008). Analyza
kandidatnich genti je obvykle nepostradatelny proces pro nasledné pozi¢ni klonovani

QTL ovladajicich hlavni genetickou variabilitu (Zhu a Zhao, 2007).

Urban (2008) uvadi jako ptiklad genetického markeru identifikovaného u skotu

v 1. laktaci:

kandidatni geny

= rustovy hormon a zvySeni produkce mléka: somatotropni osa v regulaci

laktace

= GHRH (somatocrinin, growth hormone releasing hormone;
(chr. 13) a GHRHR (receptor; chr. 4) — reguluji GH

= GH (rtistovy hormon; chr. 19) a GHR (receptor; chr. 20)

* bunééné specificky transkripéni faktor pro aktivaci prolaktinu (PRL)

a GH geni v adenohypofyze

= Pit-1 (Pituitary-Specific Transcription Factor) (chr. 1)

= IGF-1 (Insuline growth factor 1; chr. 5) a IGF-1 receptor
(chr. 21)

3.1.7 Lokusy kvantitativnich znaka (QTL, Quantitative Trait Loci)

QTL jsou lokusy (neboli tseky DNA), které méné nebo vice ovliviuji
kvantitativni znaky (pfedevSim uzitkové). QTL, které ovliviluji ekonomicky
vyznamné znaky jsou oznaCovany jako lokusy ekonomicky vyznamnych vlastnosti
(ETL, Economic Trait Loci). Ristem znalosti o QTL se rozsifuji i tivahy o jejich
vyuziti v chovu a §lechténi hospodarskych zvifat, jako moznosti vylepSeni ¢i nahrazeni

metod zalozenych pouze na kvantitativni genetice (Urban, 2008).
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Urban (2008) uvadi, ze u hospodaiskych zvifat bylo zmapovano velké mnozstvi
QTL, které se muze tat silnym nastrojem k tvorbé idedlniho genotypu pro dana

prostiedi.

3.1.8 Genetické mapy a mapovani

Genetickou mapou se rozumi znazornéni distribuce uréitého poctu gent

Vv genomu. Mapovani ma rizné metodické postupy a podle toho se d€li mapy na

(Urban, 2008):

Cytogenetické (chromozomové) mapy — jsou zalozeny na fyzické podobé
chromozomt (karyotyp). Pti identifikaci je mozné uréitym zplisobem upravené
a obarvené chromozomy pruhovat a porovndvat se standardnimi ideogramy. Na
cytogenetické mape je poloha genu oznaCena CcCislem chromozomu, pismenem
oznacujicim raménko a ¢isly jednotlivych oblasti dle pruhd. U druht s dobie
definovanym karyotypem (napif. prase), se k sestavovani cytogenetickych map
pouziva hybridizace in situ. Umisténi genu je provadéno pomoci hybridizace ur¢itého
znaceného Useku DNA (sonda) s denaturovanou DNA chromozomu. Znaceni je
provadéno radioaktivné nebo fluorescenéné. Metoda slucuje buitky dvou biologickych
druhil (napft. skot a kiecek), tim se vytvotri bunécna linie, u které¢ dochézi ke ztraté
chromozom a v kone¢né fazi je linie upevnéna s jednim nebo né€kolika chromozomy
vysetfovaného druhu (skot) a kompletni chromozomovou sadou druhého druhu

(ktecek). Podobné metody jsou pouZzity i pi1t mapovani QTL.

Vazbové (rekombinacni) mapy — informuji nas o vzdélenosti a pofadi genti na
chromozomu. Vazba je detekovana na zakladé poctu crossing-overl. Analyza vazby

je hlavnim ptedpokladem pii mapovani QTL.

Fyzické mapy — jsou zaloZeny na pfimé analyze DNA. Vzdalenost mezi lokusy
se urcuji poctem parh bazi.

Komparativni (srovnavaci) mapy —jsou zde vyznaceny homologni useky

s geny u riiznych druht. Lze takto nalézt kandidatni geny pro QTL.
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3.1.9. Vyznam a mapovani QTL u hospodarskych zvirat

Plemenné hodnoty se v souCasné dobé odhaduji provadénou analyzou
fenotypu nebo fenotypové uzitkovosti zvifat. Fenotyp vSak nemlze byt vzdy
rozpoznatelny z fyziologickych divodt (napt. kravy rodi telata az po dvou letech
zivota). Nékteré vlastnosti nelze zjistit u zivych zvitat (napf. ukazatele jatecniho téla,
kvalita masa), nebo je zaznamenavani fenotypu neptfesné (snadnost teleni) (Urban,

2008).

Urban (2008) uvadi, ze v poslednich desetiletich se zkouma, jestli
je variabilita v DNA (polymorfizmus) uréitych zvifat vazana k diferencim
Vv produkénich nebo jinych ekonomickych vlastnosti. V mapovani genomu
se zkoumaji lokusy QTL, které by mohly byt vyuzity pti §lechténi, vedoucimu ke
zlepsSeni ekonomiky produkce. Jestlize je polymorfni lokus asociovan s uzitkovou
vlastnosti, jedna se o disledek vazby s QTL, a proto mapovani QTL vyzaduje
populaci zvifat, ve které je geneticka proménlivost ve zkoumanych vlastnostech
a genotypovani téchto populaci zastoupena v urcité hustoté. Vyhodou QTL ve
Slechtitelskych programech je zvySeni pfesnosti v selekci pomoci doplitkovych

informaci pfimo vztaZzenych ke genotypu jedince.

3.2 Mlé¢na zlaza

Mlécna zlaza (Mamma glandula lactifera) je charakteristickym znakem tiidy
savet (Mammalia). Piedstavuje nejvétsi zlazu s vnéjsi sekreci. Funkéné patii mezi
sekundarni pohlavni znaky a ma vztah k pohlavnimu cyklu, kde dochazi k vyznamnym
strukturnim zménam. M1é¢nd Z1aza je sloZena ze zlaznaté (sekrecni), pojivové a tukové

tkané, kde podil sekre¢ni tkdn€ v obdobi laktace dosahuje az 80 % (Strapak, 2013).

Z anatomického hlediska vytvaii mlécna Z14za jednotny organ nazyvany vemeno
(Strapak, 2013). Vemeno se u skotu déli na Ctyfi struky, které tvoii jeden celek, ale
nejsou navzajem spojené. Prava a leva strana vemene jsou oddélené podélnou brazdou.
Malé alveoly, které tvoii aktivni ¢ast mlééné zlazy maji v praméru 0,1 — 0,3 mm a jsou
vnitin€ vystlané jednovrstvym epitelem z mlékotvornych sekrecnich bunck. Zde

probiha selekce a pfestavba zivin krmiva pfinaSené krvi na slozky mléka. V sekre¢nich

21



bunkach epitelu vznikd mléény tuk a téméef vSechny bilkoviny a probihd zde
| pfestavba mineralnich latek. Potiebna energie pro syntézu slozek mléka je ziskavana

katabolickym biochemickym procesem (Urban, 1997; Pijanowski, 1977).

Produktem mlécné zlazy je v prvnich péti dnech po narozeni telete mlezivo, poté

je produkovano mléko, ob¢ varianty slouzi pro vyzivu novorozenych mlad’at (Strapak,
2013).

Mlezivo je zluté az hnédocerven¢ zbarveny sekret, hotkoslané chuté a lepkavé
konzistence. Zluté zbarveni je zplsobeno vy$§im obsahem provitaminu A,
hnédocervena barva signalizuje piimés krve, ktera vSak neni pro tele Skodliva
(Dolezal, 2001). Mlezivo se lisi od zralého mléka az pétkrat vyssim obsahem tuku,
bilkovin a mineréalnich latek. Pro novorozené tele je mlezivo velmi dilezité, jelikoz je

to jediny zdroj zivin a potiebnych imunoglobulinti (Strapak, 2013; Haug a kol., 2007).

3.2.1 Mléko, jeho vlastnosti a sloZeni

Cinnosti jednovrstvého epitelu Zlaznaté tkané v alveolach mléené zlazy je
tvofeno mléko. Vznika ze specifickych latek, které jsou krvi transportovany z travici
soustavy dojnice. Na vytvoreni 1 litru mléka protece vemenem az 500 litri krve
(Frelich, 2011). Bovinni mléko je tekuty sekret, ktery obsahuje ziviny (Tab. 1)
pottebné pro rlst a vyvoj tele a je zdrojem lipidil, proteint, aminokyselin, vitaminl
a minerald. Obsahuje imunoglobuliny, hormony, rlstové faktory, cytokiny,
nukleotidy, peptidy, polyaminy, enzymy a dal$i bioaktivni peptidy. Lipidy v mléce
jsou emulgovany v globulich potaZzenych membranami. Proteiny jsou v koloidnich
disperzich jako micely. Kaseinové micely se vyskytuji jako koloidni komplexy

proteint a soli, pfedevs§im vapniku (Haug a kol., 2007; Javaid a kol., 2009).

Obsah kyseliny olejové, kyseliny linolové, mastnych kyselin, vitaminti, mineralt
a bioaktivnich latek mize podporovat pozitivni €inky na zdravi. Bylo prokazéano, Ze
plnotu¢né mléko zvySuje dobu vyprazdnovani zaludku ve srovnani s polotu¢nym
mlékem, ¢imZ zvySuje dobu prichodu gastrointestinalnim traktem. Nizké pH muliZe ve

fermentovaném mléce oddalit vyprazdiiovani zaludku (Haug a kol., 2007).
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Tab. 1: SloZzeni mléka, koncentrace v 1 litru plnotu¢ného mléka a jejich Géinky na
zdravi (pievzato z Haug a kol., 2007)

Slozky mléka Koncentracev1|  U&inky na zdravi
plnotu¢ného
mléka

Tuk 33 g/l Bohaty na energii

Nasycené mastné 19 g/l Zvysuje HDL, LDH a celkovy

kyseliny cholesterol. Inhibice bakterii a vira.

Kyselina olejova 8/l Prevence srde¢nich onemocnéni,
posileni membran

Kyselina laurova 0,8 ¢/l Antivirové a antibakterialni ac¢inky

Kyselina 34/l Zvysuje LDL a HDL

myristova

Kyselina 8 g/l Zvysuje LDL a HDL

palmitova

Kyselina linolova 1,2 g/l Omega-6 FA

a-linolenova 0,75 g/l Omega-3 FA

Bilkoviny 329/l Esencialni aminokyseliny, bioaktivni
proteiny, zvySend biologicka
dostupnost

Laktoza 53 g/l Umoznuje vstiebani vapniku a fosforu

Vapnik 1,19/ Posiluje kosti, zuby, zlepSuje krevni
tlak, reguluje metabolismus tuku

Hofr¢ik 100 mg/l Prevence srde¢nich onemocnéni,
1é¢ba astmatu

Zinek 4 mg/l Imunitni funkce, genova exprese

Selen 37 ng/l Prevence rakoviny, alergiim,
srde¢nich onemocnéni

Vitamin E 0,6 mg/l Antioxidant

Vitamin A 280 ng/l Posiluje zrak, podporuje déleni bun¢k

Kyselina listova 50 pg/l Podpora syntézy DNA, déleni bunek
a metabolismus aminokyselin

Riboflavin 1,83 mg/l Zabranuje ariboflavinoze

Vitamin B12 4,4 ng/l Klicova role v metabolismu folatt

Produkce mléka je dilezita hospodatska vlastnost v chovu skotu. Pfijaté Ziviny
skotem z krmiva se vraci v mléce 20-30 % energetické hodnoty, coz pii srovnani
u vykrmu skotu v mase se vraci jen 8-12 % energetickych hodnot (Frelich, 2011).
Produkce mléka ma nizkou hodnotu koeficientu dédivosti a ovliviuji ji pfedev§im
vlivy z prostfedi. Vyznamny vliv na produkci mléka ma plemenna piislusnost, vék pii
prvnim oteleni, v€k dojnice, vyziva, poradi laktace, bfezost, obdobi stdni na sucho,

zdravotni stav, welfare a technologie ustajeni (Frelich, 2011).

Barva je diky obsahu tuku, kaseinu a ¢aste¢né nerozpustného fosfore¢nanu

vapenatého bilo krémova a neprihlednd. Karotenoidy a vitamin B2 zpuasobuji lehky
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nadech Zlutého odstinu. Viné neni nijak vyraznda, vétSinou souvisi se stupném
zneCisténi z prostfedi. Nasladlou chut’ zptsobuje laktéza. Chut’ mléka se vaze na
laktozu a tuk a mohou ji ovlivnit i nékteré latky z krmiva. Tekuta konzistence je dana

vysokym obsahem vody v mléku a to 875 g. I'* (Grieger a kol., 1990).

Mérna hmotnost zavisi na obsahu latek v mléce. Zvyseny obsah tuku v mléku
jeho hmotnost snizuje, naopak zvySeni hmotnosti ma za nasledek obsah bilkovin,
laktozy a mineralnich latek. Hmotnost mléka se pohybuje v rozpéti 1,0290-1,0330 g.
cm3. Bod mrznuti mléka je velmi konstantni, pohybuje se od -0,54 do -0,57 °C
a souvisi se stalosti osmotického tlaku mléka. Prakticky se vyuziva na kryoskopické
méfeni teploty mrznuti mléka pfi vySetiovani zvodnéni mléka. Pfidanim vody do
mléka se bod mrznuti zvySuje a zvySovanim kyselosti snizuje. Mléko ma nizsi
povrchové napéti nez voda v disledku obsahu bilkovin. Pii teploté 20 °C je povrchové
napéti mléka 45-48.10° N. m™. ZvySovanim teploty mléka klesa hodnota povrchového
napéti. Cim vétsi obsah tuku se vyskytuje v mléku, tim je jeho povrchové napéti vyssi.
Zvysujici se kyselost mléka ma za nasledek zvySovani elektrické vodivosti. Pénéni
mléka je vE&tsi nez pé€néni vody. Je to dano obsahem bilkovin. Souvisi s nizkym
povrchovym napétim. Péna je Spatnym vodi¢em tepla a mize ztizit spravny prib¢h

pasterizace. Silnou pénu tvoii odstiedéné mléko (Grieger a kol., 1990).

Kyselost mléka a mlénych vyrobkll je ddna mnoZstvim organickych kyselin,
bilkovin a mineralnich latek. Dé€li se na celkovou (titracni) a na aktivni kyselost.
Titraéni kyselost je udavana spotiebou roztoku hydroxidu sodného s koncentraci
0,25 mol. It pii titraci 100 cm® vySetfovaného mléka podle Soxhlet-Henkelovo
metody. Titracni kyselost ¢erstvého mléka je 6,2 — 8 mol. I, Aktivni kyselost naopak
udava koncentraci vodikovych iontd. Hodnota pH cerstvého mléka se pohybuje
V rozpéti 6,4-6. SraZeni mléka souvisi s pfechodem ze stavu koloidniho roztoku do
stavu srazeniny. SrdZeni muze probihat pomoci kyseliny, kde vznikd srazenina
vylou¢enim cistého kaseinu v disledku odstépeni vapniku. Toho se vyuziva pii vyrobé
tvarohovych syrt. Dalsi zpisob sraZeni je pomoci syfidla. Vzhled sraZeniny je stejny
jako pfi srazeni mléka kyselinou, rozdil je vsak v pH, kde se u syfidla se neméni.
Charakter syfeniny je ovlivnén vyzivou a plemenem dojnice. KdyZ je krmna davka

nevyvazena, mléko ma Spatnou syfitelnost (Grieger a kol., 1990).
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3.3 Bilkoviny

Bilkoviny (proteiny) jsou polymery aminokyselin, vzniklé procesem
proteosyntézy. V jedné molekule obsahuji vice nez 100 aminokyselin vzajemné
vazanych peptidovou vazbou do nerozvétvenych fetézct (Velisek a Hajslova, 2009).
Nachazeji se v kazdém zivém organismu jako velké biomolekuly (McMurry, 2007).
Jsou nezbytnou soucasti potravy, jelikoz jsou hlavnim zdrojem dusiku a esencidlnich
aminokyselin (Drbohlav a Vodi¢kova, 2001). Existuje mnoho rtznych typta bilkovin
s odli$nou biologickou funkci (McMurry, 2007).

Bilkoviny katalyzuji chemické reakce v zivych organismech, reguluji pribeh
déji v organismu, ucastni se transportu latek (naptiklad kovovych iontl, kysliku
a glukosy). Dale bilkoviny zprostiedkovavaji pohyb ve formé svalovych vlaken,
snimaji smyslové informace (rhodopsin v sitnici oka), jsou soucasti imunitniho
systtmu ve form¢ imunoglobulini anebo plni podplirnou funkci piitomnosti

v kolagenu (Klouda, 2005).

Bilkovina je polypeptidovy fetézec vytvoreny z aminokyselinovych zbytkl

spojenych dohromady v ur¢ité sekvenci (Snustad a kol., 2017).

Kelley a Sternberg (2009) uvadéji, ze stanoveni struktury proteinu je zakladnim
kamenem mnoha aspektdi moderni biologie. Béhem poslednich desetileti bylo

vyvinuto mnozstvi vypocetnich nastrojii pro urceni struktury.

Molekuly bilkovin jsou tak velké, Ze je zde nutnost chdpat mnohem S$ite, nez je

obvyklé u jednodussich organickych slou¢enin (McMurry, 2007).

Podle Kloudy (2005) existuji Ctyfi urovné struktury: primarni, sekundérni,

tercialni a kvartérni.

Primarni struktura bilkovin se sklada z polypeptidového fetézce zabaleného vice
nebo méné¢ rovnomérné kolem vnéjSiho povrchu jediného hydrofobniho jadra
a oznacuje se zde poradi aminokyselinovych zbytkti (McMurry, 2007). Klouda (2005)
uvadi, Zze sekundarni struktura je prostorové uspotfddani v urcitém misté¢ hlavniho
polypeptidového fetézce bez ohledu na postranni fetézce. Tercidrni struktura bilkovin

je popsana jako zpisob, kde je celd molekula bilkoviny orientovand do trojrozmérného
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utvaru (McMurry, 2007). Prostorové uspotfadani u kvartetni struktury je dano dvéma

nebo vice polypeptidy spojenymi do velkych agregati (McMurry, 2007).

Bilkoviny se déli podle slozeni d€li na jednoduché a na slozené neboli
konjugované (McMurry 2007). Nebilkovinny podil se vaze na polypeptidovy fetézec.
D¢éli se na nukleoproteiny, lipoproteiny, glykoproteiny, fosfoproteiny, chromoproteiny
a metaloproteiny (Velisek a Hajslova, 2009). Dale se rozdéluji na strukturni,
katalytické, transportni, pohybové, obranné, zéasobni, senzorické, regulacni
avyzivové. Mlécné bilkoviny patii mezi proteiny vyzivové. (VeliSek a Hajslova,

2009; Koolman a Rohm, 2012).

3.4 Mlécné bilkoviny

Mlécné bilkoviny jsou syntetizovany v buiikach zlaznatého epitelu z volnych
aminokyselin, které se nachazi v krvi (Frelich, 2011). D¢li se do dvou velkych skupin.
Prvni skupina je oznacovana jako celkovy kasein, slozeny ze ¢tyt riznych fraket, které
se od sebe lisi primarni strukturou. Druhou skupinou jsou syrovatkové bilkoviny, které
jsou tvofeny nékolika frakcemi, kde dilezitou frakei je B—laktalbumin, o—laktalbumin,

které se vyznacuji vysokym obsahem lysinu (Drbohlav a Vodi¢kova, 2001).

3.4.1 Celkovy kasein

Kaseiny jsou rodinou fosforylovanych proteind, které jsou v mléku v agregované
formé znadmé jako kaseinové micely, pfedstavujici velké koloidni Ccastice
suspendované v mlécném séru (Horne, 2002; Fox a Brodkorb, 2008). Kaseinové
micely jsou sférické a na vné&jSi vrstv€ maji molekularni fetézce vycnivajici do
mlécného séra. Tyto kaseinové micely také dopravuji velkou ¢ast minerala (vapniku
a fosfatu), které jsou pro novorozence dulezité pro rist kosti. Funkce kaseinovych
micel neni jen nutricni, ale zabraiiuje také patologické kalcifikaci mlécné Zlazy

(Horne, 2002).

Kaseinové micely se 1i$i od polymert jednotlivych kaseinti v tom, ze obsahuji
anorganicky fosforeCnan vapenaty jako malé mikrokrystalické inkluze, nazyvané

nanoklustery. Zaclenéni fosfatovych aniontli do smési asl kaseinu a vapniku meéni
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precipitacni drahu, pficemz fosfat piebira aktivni tilohu a vytvéii spole¢né vysrazené
druhy. Nanoklustery se vazou na shluky fosfoserinovych zbytkli kaseinti. Tato
interakce je kontrolnim faktorem pii omezovani patologickych precipitaci
fosforeCnanu véapenatého, které by se jinak vyskytovaly pfi téchto koncentracich

v mineralech (Horne, 2002).

Kasein, jez je vazan na vapnik, je produktem syntézy mlécné zlazy, je tvoien
z glykoproteinovych frakci globulint, castecné =z doplnujicich aminokyselin
a kyseliny fosforecné (Grieger a kol., 1990). Celkovy kasein se sklada ze ¢tyf riznych

frakei, které se od sebe 1i8i primarni strukturou (Medrano a Cordova, 1990).

Kasein je slozen z uhliku, kysliku, dusiku, vodiku, fosforu, siry a nachazi se
vV ném 21 druhti aminokyselin, které jsou v potravé pro lidské télo dalezité (Santoso
a Estiasih, 2014). Predstavuje 76-86 % z celkového obsahu bilkovin (Swaisgood,
2003).

Kasein je vysoce povrchové aktivni. Kaseinat sodny pfipraveny srazenim
kaseinovych micel snizenim pH mléka na 4,6 se v potravinaiském primyslu Siroce
pouziva jako emulzni stabilizator. Jednotlivé kaseiny vykazuji silné tendence
sdruzovat se (Horne, 2002). Pii nizkém pH se kasein srazi, protoze mé nizkou
rozpustnost v kyselém prostiedi. Neni odolny pfi vysokych teplotach a denaturuje se
pti teploté 100 °C (Santoso a Estiasih, 2014). Kasein se v praxi srazi syfidlem nebo
kyselinou, ¢ehoz se vyuziva pii vyrobé syri. Pii srazeni kyselinou se kasein odstépi
z rozpustnych vapenatych soli, vyvlockuje se a tim vytvofi srazeninu. Pii pouziti
syfidla se molekula kaseinu pfeméni v molekulu parakaseinu a syrovatkovou prote6zu

(Griger a kol., 1990; Santoso a Estiasih, 2014).

Celkovy kasein se sklada z n¢kolika frakci, as1 —kasein, as2— kasein, p — kasein,
K — kasein, nachazejicich se velmi blizko sebe (Obr. 3) na BTA 6931 (Anggraeni,
2012). Jsou piitomny v genomové skupiné na 250 kb fragmentu (Rijnkels, 2002;
Martin a kol., 2002).

BTA6

4 250kb ——»

O —

Obr. 3: uspoiadani kaseinovych genii na BTA6 (prevzato z Martin a kol., 2002)
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U specifické exprese, probihajici v dobé¢ laktace v epitelidlnich buitkach mlécné
zlazy, je nutné aktivovat geny mléénych proteinti. Aktivace gent vyzaduje TATA
a CAAT boxy signalizujici zacatek transkripce RNA polymerazy II, rozpoznavaci
mista pro tkanové efektory a indukci a modulaci exprese. Aktivaci gent kontroluje
komplex multihormondlniho procesu, ktery zahrnuje prolaktin, glukokortikoidy,
inzulin a rGstovy hormon. Interakce mezi epitelidlnimi buiikkami mlécné zlazy

a extracelularnim matrixem hraje dilezitou roli v expresi genti mlécnych proteint

(Martin a kol., 2002).

3.4.2 asl kasein (CSN1S1)

Gen asl kasein se vyskytuje v genetickych variantach A, B, C, D, E, F, G, H.
Obsah mlé&nych bilkovin je 290-460 g . It (Koczan a kol., 1991; Grieger a kol., 1990).
asl kasein predstavuje 36-40 % z celkového obsahu kaseinu v kravském mléce

(Rodrigues a kol., 2015).

Struktura aS1-kaseinu (Obr. 4) je budto Cervovita, kde je polymer s fetézcem
podobny ¢erviim, nebo kvétinova, ktera se vyskytuje pouze pti vhodnych podminkéach

pH, iontové sily nebo v pritomnosti nizkych hladin iontového vapniku (Horne, 2002).

Struktura asl kaseinu

>
~L @

gervovitd struktura kvétinova struktura

Obr. 4: Struktura as1 kaseinu (Horne, 2002)

3.4.3 as2 kasein (CSN1S2)

Gen as2 kasein se vyskytuje v genetickych variantach A, C, D, F, H, K. Obsah
mléenych bilkovin je 80-110 g . It (Stewart a kol., 1987; Griger a kol., 1990).
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3.4.4 B-kasein (CSN2)

Gen bovinniho beta kaseinu (CSN2) tvoii az 45 % mlécného kaseinu a sklada se
z 209 aminokyselin (Miluchova a kol., 2014). Pti uskladnéni mléka v chladnicce se
uvoliuje az 50 % beta kaseinu z micel, pii otepleni dochazi k regeneraci a beta kasein
se vraci zpét do micel. Obsah mléénych bilkovin je 250-350 g. It (Grieger a kol.,
1990). Exony maji rozméry od 24 do 498 bp (Obr. 5). Introny jsou v§ak mnohem vétsi
a tvori 85 % genu (Keating a kol., 2006).

T B
R | - 8,5 kb
il im —

a8 63 2727 24 a2 A 42 122

Obr. 5: Strukturni organizace Beta kaseinu (pfevzato z Martin a kol., 2002)

Pozn: Volné prouzky predstavuji introny, velké cerné prouzky predstavuji exony
(5’a 3'netranslatované regiony), bilé prouzky oznacuji ¢ast exonu kodujici signalni peptid

a Sedé prouzky zndzornuji exony a ¢ast exont kddujici protein.

Beta kasein ma 12 genetickych variant: Al, A2, A3, B, C,D, E, F, G, H1, H2, I.
Genetické varianty Al, A2, A3 a B se vyskytuji u vSech plemen Bos taurus a u plemen
dobytka Bos indicus. Varianta A2 beta kaseinu je bézn¢ detekovana v mléce plemene
Guernseyského a Jerseyského skotu (Darwish a kol., 2018).

Kaminski a kol. (2007), uvadi, ze existuje 13. geneticka varianta s ozna¢enim

A4, vyskytujici se u korejského skotu, neni vSak zatim vice prozkoumana.

U vétsiny plemen chovanych v Evropé je nejvétsi vyskyt alely Al. U plemene
Cesky strakaty skot a ¢esky holstynsky skot se vyskytuje alela Al a A2 ve zhruba stejné
frekvenci (Manga, 2007). Rozdily v aminokyselinach jednotlivych variant jsou

uvedeny v tabulce 2.
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Tab. 2: Polymorfismus aminokyselin beta kaseinu (ptevzato z Kamitiski a kol., 2007)

Pozice aminokyseliny v proteinu

Varianta - - - -
18 25 35 36 3 6 2 88 93 106 117 122 137 138
A2 Ser-P Arg Ser-P  Glu Glu Pro Glu Leu Gin His Gin Ser Leu Pro
Al His
Al Gin
B His Arg

C Ser Lys His

D Lys

E Lys

F His Leu
G His Leu

H1 Cys lle

H2 Glu Leu Gilu

1 Leu

Varianty beta kaseinu A1, B, F a G se lisi od varianty A2 v poloze 67, kde histidin
nahrazuje prolin. Navic se varianta B 1i§i od varianty Al v substituci argininu za serin
v pozici 122 (Darwish a kol., 2018).

Rozdil mezi variantami Al a A2 je v DNA, kde se na alele Al nachazi triplet
CAT, zatimco u alely A2 se vyskytuje CCT triplet. Dalsi rozdil je u téchto variant na
67. poloze, kde Al obsahuje histidin a varianta A2 prolin. Tato substituce zapficini
rozdily v produktech vznikajicim proteolytickym §tépenim v travicim traktu ¢lovéka
(Obr. 6) Enzym elastaza, vyskytujici se pouze u varianty Al, $§tépi konec mezi
66.a 67. pozici aminokyselin a hraje klicovou roli pfi uvolilovani tzv.
B-kasomorfinu 7 (BCM-7), ktery predstavuje rizikovy faktor pii nékterych
onemocnénich napf. kolisdni hladiny cholesterolu, diabetes, skler6za, autismus,
ischemicka choroba srdce a chronicky zéapal artérii. Varianta A2 naopak ptiznivé
redukuje sérovy cholesterol a napomaha pii normalni funkci srdce a cév. Jelikoz
varianta Al obsahuje $kodlivou latku, uvazuje se do budoucna o selekci této alely

a moznostech perspektivnéjsiho Slechténi (Manga, 2007).
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Pepsin
Pankreaticka elastaza
Leucin aminopeptidiza Elastaza

| !

Val — Tyr — Pro — Phe — Pro— Gly— Pro—Ile - X

X: His v beta kaseinu A7
Pro v beta kaseinu 42

Beta kasein 42 Beta kasein 41
Val — Tyr - Pro — Phe — Pro — Gly — Pro - Ile - Pro Val \:.l;_‘T Pro — Phe — Pro — Gly - Pro I]‘c} His

'
Betakasomorfin 7

Obr. 6: Schéma Stépeni A1 a A2 variant beta kaseinu (prevzato z Kamiiiski a kol., 2007)

Existuji publikace, které kritizuji hypotézu vlivu alel Al a A2 na lidské zdravi.
Vyzkum McLachlana (2001) byl zpochybnén jako neptesny, jelikoz v analyze
nezahrnuje konzumaci syra. Syr je vyroben ze stejného mléka, takze varianty Al a A2
se vyskytuji v syru ve stejném rozsahu jako v mléce nebo jogurtu. Zistava vSak otazka,
jestli je syr zdroj BCM-7. Existuje nékolik studii (Muehlenkamp a Warthensen 1996;
Jarmotowska a kol. 1999; Norris a kol. 2003), které potvrzuji tuto hypotézu. BCM-7
zde byl ale pfitomen jen v malém mnozstvi, coz vyvolava dalsi kritiku. Kritici
naznacuji, ze nezadouci vliv mize pochazet jak z kravského mléka, tak z mléka

matefského (Kaminski a kol., 2007).

3.4.5 k-kasein (CSN3)

k-kasein je mléény fosfoglykoprotein, ktery hraje dilezitou roli pfi
elektrostatické stabilizaci suspenzi kaseinovych micel (Hidalgo a kol., 2010).
Piedstavuje az 12 % celkového kaseinu v mléce skotu. Obsah mléénych bilkovin je
80-150 g. I' (Grieger a kol., 1990; Hasinah a Handiwirawan, 2014). Tento protein je
koédovan lokusem znakii na chromozomu 6 a obsahuje sekvenci 162 aminokyselin.
Dve¢ hlavni varianty k-kaseinu A a B se 1isi v aminokyselinach v pozicich 136 (Thr pro
lle) a 148 (Asp pro Ala) (Botaro a kol., 2009). Molekuly k-kaseinu na micelarnim
povrchu jsou rozlozeny nerovnomérné a maji mezi sebou mezery, které mohou dovolit
prichod jinych molekul (Dalgleish, 1998). k-kasein ma hydrofobni N-koncovy peptid,
ale nema ve své sekvenci shluk fosfoserinovych zbytkt, neni tudiz schopen pokracovat

v ristu polymeru a fetézec zde konc¢i. VSechny rastové fetézce konci timto zptisobem,
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takze kaseinova micelka se stabilizujicim povlakem k-kaseinu stabilizuje, protoze
omezuje rast micel a tim umoznuje obsah k-kaseinu regulovat velikost micel (Horne,
2002). Vlastnosti k-CN, jako je jeho aminokyselinova kompozice a jeji vysoka teplota
denaturalizace, Cini tento protein vynikajici zivinou. Enzymatickd destabilizace
K-kaseinu je zakladem vyroby syra a jogurtu (Hidalgo a kol., 2010). k-kasein jako
jediny kasein obsahuje sacharid glykomakropeptid, ktery se pii rozpusténi sytidlem

odstépi z polypeptidového fetézce (Grieger a kol., 1990).

3.4.6 Ostatni mlé¢né bilkoviny

Mezi ostatni mlécné bilkoviny se fadi naptiklad proteazové peptony a laktoferin.
Proteazové peptony vznikaji $tépenim f-kaseinu (Borkova a Snaselova, 2005). Jejich
pritomnost negativné ovliviiuje pénéni mléka (Corradini a Innocente 1994). Vyssi
koncentrace proteazovych peptont je u starSich krav (Muir a kol., 1978). Laktoferin je
kulaty glykoprotein fadici se do skupiny transferinii (Srubafova a Dvoiak, 2010).
Molekularni hmotnost proteinu je 80 kDa (Marfiyanti a kol., 2013). Laktoferin je
slozen z jediného polypeptidového fetézce obsahujiciho 703 aminokyselin (Adlerova
a kol., 2008). Protein je schopen vazat a pienaset ionty Zeleza (Rachman, 2010). D¢li
se na tfi formy. Laktoferin-o je forma vdazajici Zelezo bez ribonukledzové
aktivity. Dalsi formy laktoferin-p a laktoferin-y vykazuji ribo-nukleazovou aktivitu,
ale nejsou schopné vazat zelezo (Adlerova a kol., 2008). Protein hraje dtlezitou roli
v obranném mechanismu mléénych Zlaz. (Srubafova a Dvoiak, 2010). Laktoferin je
antimikrobidlni, je schopen vazat ionty Zeleza z mikrobl, coz brani riistu téchto
mikroorganisma (Anggraeni, 2012). Kromé mléka se protein vyskytuje napt. ve
slinach, slzach, zluci, moci, nosnich a pruduskovych sekretech a pankreatické st'ave

(Adlerova a kol., 2008).

3.5 Syrovatkové bilkoviny

Syrovatkové bilkoviny jsou tvofeny ne€kolika frakcemi, kde dulezitou frakci je

B-laktalbumin a o — laktalbumin, které se vyznacuji vysokym obsahem lysinu.
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(Drbohlav a Vodickova 2001). Z celkového obsahu bilkovin tvofi syrovatkové
bilkoviny 12-18 % (Anggraeni, 2012).

Alfa laktalbumin s molarni hmotnosti 17000 tvoii 25 % syrovatkovych bilkovin
alezi na chromozomu 5. Vytvaii se stejn¢ jako beta laktoglobulin v mlécné Zlaze.
Obsahuje nejvyssi mnozstvi tryptofanu ze vSech ptirodnich bilkovin. Ma genetické
varianty A a B (Martin a kol., 2002; Grieger a kol., 1990). Alfa laktaloumin je
nezbytny pro biosyntézu laktozy v mlééné zlaze. ZvySuje afinitu substratu
b-1,4-galaktosyltansferazou, ktera katalyzuje tvorbu laktéozy z glukézy a UDP
galaktdzy (Martin a kol., 2002).

Beta laktalbumin s molarni hmotnosti 35000 ma globulinovy charakter. Tvofi
asi 53 % syrovatkovych bilkovin. Ma 12 genetickych variant, nejvice se vyskytuji
genetické varianty A a B, nachazejicich se na chromozomu 11. Lisi se od sebe tepelnou
odolnosti, vazbou jinych latek, nebo aminokyselinovou skladbou (Grieger akol.,
1990; Martin a kol., 2002). Vyznacuje se vysokym obsahem sirnych aminokyselin,
zvlasté cystinu (Drbohlav a Vodic¢kova, 2001). Vyskytuje se v mléce zejména
prezvykavci. Jeho pfitomnost chybi v mléce lidi, hlodavci, kralika a velbloudt. Jeho

ulohu zde nahrazuje jiny syrovatkovy protein (Martin a kol., 2002).

Imunoglobuliny patfi mezi vysokomolekularni glykoproteiny, které maji
ucinnost protilatek (Drbohlav a Vodickova, 2001). Vyskytuje se ve formé IgG, ktera
je zastoupena 85-90 %. Dalsi formy jsou IgA, ktera se vyskytuje 3,6 % a IgM, ktera
je zastoupena v 7-10 % (Grieger a kol., 1990).

Serumalbumin je bohatym proteinem v krevni plazmé a slouzi jako transportni
protein pro fadu endogennich latek s vysokou afinitou k proteinu (Kragh-Hansen,
1981). Tvoii asi 6 % obsahu syrovatkovych bilkovin a jeho molekulova hmotnost

je 69000 (Grieger a kol., 1990).

Minoritni bilkoviny se vyskytuji v syrovatkovych bilkovinach v nepatrném
mnozstvi. Jejich vyznam souvisi se stabilitou a senzorickymi vlastnostmi mléka

(Grieger a kol., 1990).
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3.6 Tuk a dalSi latky v mléce

Radi se sem albumozy a peptony, které se tvoii rozkladem bilkovin, déle
kyselina mocova, moc¢ovina, kreatin, xantin a dalsi. Syntézou mastnych kyselin vznika
tuk. Hlavnim zdrojem je kyselina octova, ktera vznika spolu s Kyselinou maselnou
a propionovou enzymatickou c¢innosti mikrofléry bachoru z pfijatych sacharidi
z krmné davky. Tuk v mléce je ve formé tukovych kuli¢ek velikosti 1-10 mikronii
(Frelich, 2011; Pijanowski, 1977). Slozeni mlé¢ného tuku ovliviiuje napiiklad krmeni

skotu, zpuisob ustajeni, bfezost a pribéh laktace (Gajdusek a kol., 1996).

Ze sacharidii obsahuje mléko piedev§im laktézu, ktera je syntetizovana
z glukozy krve, ktera vznika v jatrech glukogenezi (Frelich, 2011). Primérny obsah
laktozy v mléce je 4,8 %. Hlavni vyznam laktozy z hlediska fyziologie vyZivy je
VvV tom, ze kyselina mlé¢nd, ktera vznika v intestindlnim ustroji mikrobialni ¢innosti,

zvysuje absorpci vapniku (Grieger a kol., 1990).

V mléce bylo doposud objeveno vice nez 30 enzymu. Kromé bakterialni lipazy
a proteindzy jsou vSechny enzymy v mléce citlivé na teplo. Inaktivace enzymi teplem
se vyuziva k prikazu tepelného osetfeni mléka a mléénych vyrobka (Grieger a kol.,

1990).

Vitaminy rozpustné v tucich jsou vitamin A (retinol), ktery se podili na zlutém
zbarveni mlééného tuku, Vitamin D (kalciferol), ktery se ni¢i pii teplote¢ 150 °C,
Vitamin E (tokoferol), plisobici antioxida¢né a ma ptiznivy vliv na trvanlivost mléka
a vitamin K (fylochinon), ktery je odolny vii¢i vysokému zahtivani. Mléko obsahuje
I dalsi vitaminy, které jsou rozpustné ve vod¢ jako napiiklad vitamin B1, B2, B5, PP,

B12, C a dalsi (Grieger a kol., 1990).

Mineralni latky jsou ptivadény z krve (Frelich, 2011). Vyskytuji se v podobé
rozpustné, kde jsou rozpustény v mlécném séru, nebo koloidn€ vazané soucastmi
nékterych organickych latek v mléce, jako je fosfor v esterech kyseliny fosforecné
a sira v aminokyselinach (Grieger a kol., 1990). V porovnani mléka a krevni plazmy
vyplyva, ze mléko obsahuje 10krat vice drasliku a fosforu a 15krat vice véapniku
(Grieger a kol., 1990). Z celkového obsahu vapniku v mléce se 65 % vyskytuje

Vv kaseinovych micelach (Swaisgood, 2003).
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3.7 Pouzita plemena

3.7.1 Cesky strakaty skot

Cesky strakaty skot (Obr. 7) patfi do skupiny simenskych plemen, ktera jsou
rozsifena na tizemi Ceské republiky a jsou i celosvétové rozsifena pro svoje vynikajici
vlastnosti a Siroké vyuziti. Chovny cil tohoto plemene je zaméten na vysokou produkci
kvalitniho mléka a masa. Cilovy pozadavek je 6000 az 7500 kg mléka s obsahem
bilkovin nad 3,5 % a obsahem tuku 4-4,1 %. U masné uzitkovosti je v intenzivnim
vykrmu bykd primérny denni pfirtistek nad 1300 g a jate¢na vytéznost nad 58 % (Svaz
chovatelt ¢eského strakatého skotu, 2008; Jezkova, 2018) Plemeno vzniklo ve 30.
letech. Po druhé svétové valce se plemeno pouzivalo jen na produkci masa a mléka,
produkce tazné prace ztratila vyznam. Od roku 1971 se v Ceské republice provadélo
zuslechtovaci kiizeni Ceského strakatého skotu s Cervenou varietou holStynského

skotu, které pfineslo mirné zvysSeni mlécné uzitkovosti (Skladanka, 2014).

Obr. 7: Cesky strakaty SKot (prevzato z<http://www.cestr.cz/files/prerov_05/0000005 jpg>)

3.7.2 Holstynsky skot

Cernostrakaty skot (Obr. 8) pochazi ze severozapadni Evropy a postupné se
rozsifil do celého svéta. Plemeno se vyznacuje Cernostrakatym zbarvenim a Cernou
hlavou, kterd ma bilou hvézdu nebo lysinu. N&ktera zvitata jsou nositeli alel pro
cervenostrakaté zbarveni. Plemeno se v Evropé€ vyslechtilo na exteriérové vyvazeny
typ sttedniho rdmce s dobrym osvalenim a velmi dobrou mlécnou produkeci.

Cernostrakaty skot dovezeny z Evropy na izemi Severni Ameriky se vyvijel odlisnym
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smérem (Kolektiv autortit Svazu chovatelt holStynského skotu, 2015). Vedle vysoké
uzitkovosti ma holstynsky skot vysokou pfizptsobivost klimatickym podminkdm

(Urban, 1997).

Zvitata byla vySlechténa ptedev§im na produkci mléka a pozdéji se pro né vzilo
pojmenovani holstynsky skot. Plemeno je vyuzivano k zuslechtovani fady plemen.
Prvni zminky o chovu &ernostrakatého skotu na dne$nim tizemi Ceské republiky se
datuji od roku 1830. V pribchu druhé svétové valky a tésné po jejim skonceni bylo
plemeno témét zlikvidovano (Kolektiv autori Svazu chovatel holstynského skotu,
2015). V 60. letech byly proto realizovany rozsahlejsi dovozy ze zahraniéi do CSR
(Urban, 1997).

Obr. 8: Holstynsky skot (prevzato z <http:/Aww.holstein.cz/images/igallery/resized/2301-
2400/tn_DSC_0004-2390-900-800-80.jpg>)
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4 MATERIAL A LABORATORNI METODY

4.1 Material

Vyzkumna ¢ast této diplomové prace byla provedena Vv genetické laboratofi na
JihocCeské univerzité. K analyze bylo pouzito 702 vzorki mléka dojnic pochazejicich
z péti farem v blizkosti Ceskych Bud&jovic. Na farmé Chysna bylo odebrano 239
vzorkl holstynského skotu, 220 vzorki mléka Ceského strakatého skotu z farmy
Sedlec, 128 vzorki mléka z plemene holStynsky skot i ¢esky strakaty skot z farmy
Munice, 92 vzorkd mléka ¢eského strakatého skotu z farmy Tynice a 79 vzorka mléka
ceského strakatého skotu z farmy Prazédk. Po odebrani byly vSechny vzorky mléka

zmrazeny Vv -20 °C a uskladnény azZ do izolace.

4.2 Laboratorni metody

4.2.1 1zolace DNA

Izolace DNA byla provedena na automatickém izolatoru pomoci komeréné
prodavané soupravy kitu (od firmy MagCore®) uréen¢ho pro izolaci DNA z krve.

Nasledné byla provedena spektrofotometricka kontrola mnozstvi a kvality ziskané

DNA.

Vyhodou automatického izolatoru je jeho efektivni izolace Cist¢ DNA, zaloZena
na patentovanych paramagnetickych ¢asticich. Izolace je rychla, pohodlna
a ekonomicka. Kapacita izolatoru je maximalné 16 vzorkid. Kity jsou specialné
rozfazeny na konkrétni typ a mnozstvi vzorku. Izola¢ni kity obsahuji potiebné slozky
pro 1zolaci DNA a filtracni kolonku s vrstvou silikagelu, na kterou se navaze DNA
a ostatni neZadouci kontaminanty kolonkou prote€ou. Proces promyvani kolonkou se
nékolikrat opakuje a na zavér je pouzit puft, ktery uvolni zachycené molekuly DNA

Z nosice.

4.2.2 Metoda PCR

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction) je velmi pouzivana

metoda v molekularni biologii. Umoziuje in vitro amplifikaci pozadovaného useku
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DNA v termocykleru. Metoda PCR probiha ve tiech krocich — denaturace, annealing

a elongace. Pfimo navazuje na izolaci DNA, kde je tfeba cilovou DNA namnozit.

Prvnim krokem byla piiprava reakéni smési (Tab. 3) skladajici se ze slozek
Mastermix Go Taq (slozen z PCR pufru, MgCI2, dNTP’s), forward primer, reverse
primer, DNA a H20. Bylo analyzovano vzdy 10 vzorkti s objemem pro 11 vzorki

(kviali mozné neptesnosti pipety).

Tab. 3: SloZeni reakéni smési

Reagencie Objem pro 1 vzorek (ul) | Objem pro 11 vzorki (ul)
Mastermix Go Taq 12,5 137,5

Forward primer 0,5 55

Reverse primer 0,5 55

DNA 15 X

Tag DNA polymeraza 10 U 1,0 X

H.0 10,0 110

Celkem 26,0 258,5

Ptipravend reakéni smés byla pipetovana do oznacenych mikrozkumavek na
chladici desti¢ce a do kazdé z nich byl pfidan ptislusny vzorek DNA a Taqg DNA
polymeraza. Mikrozkumavky byly nésledné vlozeny do termocykleru a spustén

program PCR pro BCN.

Prvni faze byla Gvodni denaturace pii 95 °C po dobu 5 minut, kde doslo
K rozruSeni a rozvolnéni vodikovych mustki ve dvouietézcové molekule DNA.
V nasledujici fazi bylo v celé PCR reakci opakovano 30 cykld skladajicich se
Z denaturace pii 95 °C po dobu 40 sekund. Dal§im krokem je annealing, kde dochazi
k nasednuti primerti na 3 ’konce vlakna za snizené teploty 58 °C po dobu 60 sekund.

Sekvence primert jsou uvedeny v tabulce 4.
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Tab 4: Sekvence primeri pouZitych pro PCR

Gen Primer Sekvence primeri (57-3")
Foward-BCNAL 5’- CCTTCTTTCCAGGATGAACTCCAGG -3°
CSN2
Reverse-BCNA2 5'-GAGTAAGAGGAGGGATGTTTTGTGGGAGGCTCT -3°

Nésledna elongace vytvoii nové vldkno pomoci termostabilni DNA polymerazy
(Taqg polymeraza), ktera piipoji volné nukleotidy od 5" k 3" konci komplementarné
k matri¢nimu fetézci. V této fazi byla teplota 72 °C na 90 sekund. Kone¢na elongace

poté trva pfi stejné teploté 10 minut.

Vznikly produkt je dlouhy 121 bp. Vizualizace ptfitomnosti PCR byla ovéfena
elektroforeticky na 2 % agarozovém gelu s ethidiumbromidem pomoci elektroforézy

na 60 min pii 90 V napéti. Vysledek je ukdzan na obrazku 9.

Obr. 9: Vizualizace pi¥itomnosti PCR Pozn. L — ladder 50 bp, velikost od 1000 po 50 bp.

4.2.3 Metoda RFLP

Polymorfismus délky restrikénich fragmentli (Restriction fragment length

polymorphism) je metoda navazujici na polymerazovou fetézovou reakci.
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Principem je S§tépeni DNA pomoci restrikénich endonukledz za vzniku
specificky dlouhych fragmentti, které jsou detekovatelné elektroforeticky na
agarozovém gelu. Usek DNA, ktery bude endonukledzou rozpoznan a $tdpen, je
dlouhy zpravidla jen né€kolik part bazi. Diky tomu miize vytvofit smycku, kterou
enzym sndze najde aodstfihne. Pokud jedna alela ur¢itého genu obsahuje
rozpoznavaci sekvenci, zatimco jina nikoliv, bude DNA prvni alely rozsStépena,
zatimco DNA druhé alely zlstane vcelku. Pfi elektroforéze fragmenti pak pro
rozstépenou sekvenci lze nalézt dva kratsi tiseky, kdezto nerozstépena DNA vytvofti v

gelu jen jeden prouzek odpovidajici delsi sekvenci o ptivodni délce.

V nasem ptipad¢€ bylo k 15 pl PCR produktu pfidano 2 pl pufru, 10 U restrikéni
endonukleasy HpyF3l (Ddel) z 1 ul a 13 pl H20. S restrikéni endonukleazou se
manipulovalo pouze na chladicim stojanku. Takto pfipraveny vzorek byl nechan ptes
noc v inkubatoru pii 37 °C. PCR produkt, dlouhy 121 bp, byl §tépen na alely Al a A2.
Stépné misto je piitomno pouze v alele A2, kterd méa po rozitépeni dva fragmenty
0 délce 86 bp a 35 bp, kdezto alela Al ziistane neStépena v délce 121 bp. Nasledna
vizualizace naStipanych fragmentd byla provadéna na 2 % agarozovém gelu
s ethidiumbromidem pomoci elektroforézy na 60 min pii 90 V napéti. Vysledek je

ukazan na obrazku 10.

—
&
emo
m—
o -
- - - - " 86 bp
35bp
e e e
L A2A2 A1A2 A1A1

Obr. 10: Vysledek vizualizace RFLP na agarozovém gelu Pozn. L — ladder 50 bp,
velikost od 1000 po 50 bp.
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4.2.4 Gelova elektroforéza

Metoda vyuziva schopnosti nabitych Castic pohybovat se v elektrickém poli,
pticemz rychlost pohybu ¢astic v agardézovém ¢i polyakrylamidovém gelu je zavisla
na velikosti celkového povrchového ndboje, velikosti a tvaru molekuly a jeji
koncentraci v roztoku. Mensi molekuly se pohybuji gelem rychleji nez vétsi molekuly.
Pro vizualizaci polohy molekul se vzorek obarvi barvivem (ethydiumbromid, SYBR).
V pfistroji zvaném transiluminator pod UV svétlem lze pozorovat jasné viditelné
prouzky. Transilumindtor emituje svétlo o vinové délce 302 nm a porovnavame
prouzky vzorkli s markerem, u kterého zname piesnou velikost jednotlivych fragmentt

a ddvame ho do prvni jamky na gelu.

Vizualizace $tépnych produktt byla provedena na 2 % agar6ézovém gelu, ktery
byl pripraven z 100 ml TBE pufru + 2 g agarozy + 4 pl ethidium bromidu. TBE pufr
se namichal ze 180 g TRIS, 55 g kyseliny borité, 800 ml destilované vody a 40 ml
EDTA. Odméfené slozky byly smichany a doplnény destilovanou vodou do objemu
11

Elektroforéza byla provadéna v horizontdlni elektroforézni vané pii 90 V po
dobu 60 min. Jako elektrolyt do elektroforetické vany byl vzdy pouzit TBE puft.
Do kazdé jamky bylo napipetovano 10 pul vzorku. K odecteni vysledki byl pouzit DNA
ladder 50 bp.

4.3 Statistické vyhodnoceni vysledkii

Ze ziskanych laboratornich vysledki genotypli byly vypocitany alelické
a genotypove frekvence. Dale byly zévéry vyzkumu zpracovany do potiebnych
tabulek v programu Microsoft Office Excel 2010 a vyhodnocovany ve statistickém
programu STATISTICA 12. Zkoumany byly vlivy riznych genotypt B-kaseinu na
vybrané parametry mléka za prvni laktaci. Byly analyzovany rozdily mezi genotypy
v produkci mléka v kg za laktaci, produkce tuku a bilkovin v % z celkového slozeni
mléka a produkce tuku a bilkovin v kg za laktaci. K témto analyzam byla pouzita
statistika nezavislych proménnych a jednofaktorova analyza rozptylu tzv. ANOVA.

Ke kone¢nému porovnani pomoci post-hoc testu byl pouzit Fisheriiv LSD test.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Genotypizace byla provedena u celkem 702 vzorkti mléka. Genotypy p-kaseinu
AlAl, A1A2 a A2A2 byly stanoveny metodou PCR-RFLP.

5.1 Genotypové a alelické frekvence

V tabulce 5 jsou uvedeny vysledky frekvence genotypu AL1ALl, A1A2 a A2A2
aalel A1 a A2 u krav plemene cesky strakaty skot, kde bylo 388 vzorki DNA
a plemene holstynsky skot, které zahrnuji 314 vzorkti DNA.

Ve zkoumané populaci u vSech vzorki byl genotyp A1A1 zastoupen u 11,40 %
jedinct, A1A2 38,46 % a genotyp A2A2 50,14 %. Relativni frekvence u plemene ¢esky
strakaty skot ¢inily pro genotyp A1A1 (0,1057), pro genotyp A1A2 (0,3531) a pro A2A2
(0,5413). U alely Al byla relativni frekvence (0,2822) a u alely A2 (0,7178).
U plemene holstynsky skot byly genotyp A1Al (0,1242), pro heterozygoty A1A2 byla
frekvence (0,4236) a pro A2A2 (0,4522). U alely Al se vyskytovala relativni frekvence
(0,3359) a u alely A2 (0,6640.)

Tab. 5: Frekvence genotypii a alel u krav plemen esky strakaty skot a hol§tynsky skot
CESTR H

Relativni Pocdet Relativni Pocet

frekvence  jedinci = frekvence  jedinci

A1A1 0,1057 41 0,1242 39
frekvence
A1A2 0,3531 137 0,4236 133
genotypu
A2A2 0,5413 210 0,4522 142
Celkem 1 388 1 314
frekvence Al 0,2822 219 0,3359 211
alel A2 0,7178 557 0,6640 417

Zjisténé vysledky frekvenci nejsou v rozporu se studiemi v jinych publikacich.
Manga (2007) uvadi, Ze plemena Cesky strakaty skot a holStynsky skot se vyznacuji
zhruba podobnou frekvenci alel Al a A2 genu CSN2, pfipadné dominanci alely A2.
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Manga a Dvorak (2010) analyzovali frekvence genotypti u 120 vzorki DNA
holstynského skotu. Frekvence pro genotypy byly nasledujici: A1A1 (0.20), A1A2
(0.51) a A2A2 (0.29). Frekvence alel byla pro Al (0.45) A2 (0.55).

Kucerova a kol. (2006) ve své publikaci uvadi, Ze u jimi 428 testovanych jedinct
plemene Cesky strakaty skot bylo zastoupeni genotypu A1Al (2,8 %), A1A2 (29,7 %)
a u genotypu A2A2 (64,7 %). Zbyvajicich 2,8 % pfipada na ostatni pozorované
genotypy. Nejfrekventovangjsi alelou byla A2 (80,9 %) dale alela Al (17,7 %)

a ostatni alely byly minimalné zastoupeny (0,14 %).

Gazdova a kol. (2007) analyzovali frekvence genotypd u 244 vzorki DNA
holstynského skotu a u 402 vzorkit DNA ceského strakatého skotu. Vysledky pro
frekvence genotypu Ceského strakatého skotu byly nasledujici: ALALl (0,10) A1A2
(0,46) a A2A2 (0,44). Frekvence alel byla pro A1 0,33 a pro A2 0,67. Vysledky pro
frekvence genotypt holstynského skotu byly A1A1 (0,15) A1A2 (0,52) a A2A2 (0,33).
Frekvence alel byla pro Al (0,41) a pro A2 (0,59).

Kaminski a kol. (2006) analyzovali frekvence alel u 143 polskych holstynskych
byk, kteti maji uplatnéni v inseminaci. Frekvence pro alelu A1 byla 0,402 a 0,598 pro
alelu A2.

5.2 Testovani Hardy-Weinbergovy rovnovahy - y 2 test

V ramci statistické analyzy bylo stanoveno, zda se vybrané populace nelisi od

Hardy-Weinbergovy rovnovahy

(0-E)?
E

X np-1)=E=

kde: O — pozorované pocty
E — o¢ekavané pocty
df — stupné volnosti (df = p-n-1)
Stupné volnosti pro gen se tiemi genotypy a dvéma alelami: df=1.
U testovani Hardy-Weinbergovy rovnovahy byla stanovena nulovd hypotéza

Ho— mezi pozorovanymi a o¢ekavanymi ¢etnostmi neni rozdil.
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Tab. 6: Genotypovy vypodet 2 testu pro plemeno esky strakaty skot

AlAl AlA2 A2A2 Celkem
Pozorované pocty 41 137 210 388
Ocekavané frekvence 0,0796 0,4051 0,5152 1
Ocekavané polty 30,9027 157,1946 199,9027 388
d=(0-E) -10,0973 20,1946 -10,0973
¥ 2 test 6,4036

(Pozn.: d — diference, O — pozorované poéty, E — oéekavané pocty)

Po srovnani vysledku (6,4036) a tabulkové hodnoty (6,64) na hladiné¢ vyznamnosti
P <0,01 je populace krav ceského strakatého skotu pro dany lokus v genetické

rovnovaze (Tab. 6).

Tab. 7: Genotypovy vypodet 2 testu pro plemeno holstynsky skot

AlAl AlA2 A2A2 Celkem
Pozorované pocty 39 133 142 314
Ocekavané frekvence 0,1129 0,4462 0,4409 1
Ocekavané pocty 35,4467 140,1067 138,4467 314
d=(0-E) -3,5533 7,1067 -3,5533
¥ ? test 0,8079

Pozn.: d — diference, O — pozorované pocty, E — ocekavané pocty)

Po srovnani vysledku (0,8079) a tabulkové hodnoty (6,64) na hladiné vyznamnosti
P <0,01 je populace krav holstynského skotu pro dany lokus v genetické rovnovaze
(Tab. 7).
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5.3 Vliv genotypt p-kaseinu na produkci a sloZeni mléka

Pti analyze vlivu CSN2 na mlécnou uzitkovost byly hodnoceny tyto ukazatele:
-mléko v kg za laktaci

-tuk v % z celkového slozeni mléka

-tuk v kg za laktaci

-bilkoviny v % z celkového slozeni mléka

-bilkoviny v kg za laktaci

Pii statistickém vyhodnoceni bylo pouzito 701 dojnic z farem Chys$na, Sedlec,
Munice, Tynice a Prazak. Vzorky obsahuji DNA dvou plemen: Cesky strakaty skot
a holstynsky skot. Jeden vzorek byl v nasledujicich analyzach z ptivodniho poctu 702

vzorku vyfazen, pro neprobéhnutou prvni laktaci.

V tabulce 8 je uveden prumér, rozptyl, smérodatna odchylka, minimum
a maximum pro uvedené ukazatele (délka prvni laktace, mléko kg, tuk %, tuk kg,
bilkovina %, bilkovina kg) u plemene Cesky strakaty skot. V tabulce 9 se nachazi

obdobna data u hols$tynského skotu.

Tab. 8: Popisna statistika pro Cesky strakaty skot

Proménna Celkovy Prameér Rozptyl SE Minimum = Maximum
soucet
Délka 1 lakt 111973 288,5902 999,2417 31,6108 48 305
Mléko kg 2568429 6619,6624 1925151,765 1387,4983 912 10172
Tuk % 1603,18 4,1319 0,1088 0,3298 2,5 5,28
Tuk kg 105902 272,9433 3337,0741 57,7674 30 426
Bilkovina %  1392,53 3,5890 0,0324 0,1801 3,01 4,14
Bilkovina kg 91978 237,0567 2384,9968 48,8364 30 347

Pfi porovnani s publikaci Plemenna rocenka (2018) miizeme zjistit, Ze procento

tuku u Ceského strakatého skotu je u naSich vysledkt v priméru o néco malo vyssi
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(4,13 %) nez v plemenné rocence (4,08 %). Praimér procenta bilkovin bylo v naSich

vysledcich (3,59 %) a v plemenné ro¢ence v porovnani o néco vyssi (3,62 %).

Tab. 9: Popisna statistika pro holstynsky skot

Proménna Celkovy Priamér Rozptyl Stand. Minimum  Maximum
soucet Odchylka
Délka 1 lakt 93920 300,0639 593,8426 24,3689 58 305
Miéko kg 3002509 9592,6805 3348378,537 1829,8575 566 13285
Tuk % 1281,39 4,0939 0,1116 0,3339 2,65 511
Tuk kg 122465 391,2619 5207,6758 72,1642 15 573
Bilkovina % 1032,38 3,2983 0,0305 0,1746 2,76 3,87
Bilkovina kg 98670 315,2396 3217,8819 56,7264 19 436

Pfi porovnani s publikaci Plemenna rocenka (2018) miizeme zjistit, Ze procento
tuku u holsStynského skotu je u naSich vysledkd v priméru vyssi (4,09 %) nez
V plemenné rocence (3,85 %). Primér procenta bilkovin bylo v naSich vysledcich

(3,30 %) a v plemenné ro¢ence v porovnani o néco vyssi (3,41 %).

V tabulce 10 a tabulce 11 jsou uvedeny priméry a smérodatné odchylky
parametri mlé¢né uzitkovosti od obou plemen Cesky strakaty skot a holStynsky skot
pro genotypy AlAl, A1A2 a A2A2 genu CSN2. Mezi genotypy nebyl prokazan

statisticky vyznamny rozdil.

Tab. 10: Mlé¢na uzitkovost v zavislosti na genotypu CSN2 u plemene ¢esky strakaty skot

Genotypy* Viechny vzorky AlAl AlA2 A2A2
n 388 41 137 210

Priamér SE Priamér SE Pramér SE Priamér SE
Mléko kg  6619,6624 1387,4983 6950,5854 1255,4671 6614,2847 1390,6983 6558,5619 1400,8385
Tuk % 4,1319 0,3298 4,1654 0,3133 4,1334 0,3358 4,1244 0,3286
Tuk kg 272,9433 57,7674 289,4878 55,1928 272,5985 57,5869 269,9381 57,8349
Bilk.% 3,5889 0,1801 3,6280 0,1685 3,5988 0,1814 3,575 0,1799

Bilk. kg 237,0567 48,8364  251,7560 44,8296 = 237,2919 = 47,9927  234,0333 = 49,6004
! rozdily mezi genotypy nebyly statisticky vyznamné
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Tab. 11: Mlé¢na uzitkovost v zavislosti na genotypu CSN2 u plemene hol§tynsky skot

Genotypy* VSechny vzorky AlAl AlA2 A2A2
n 313 39 133 141

Priamér SE Primér SE Primér SE Prumér SE
Miléko kg  9592,6805 1829,8575 8590,5897 2311,2062 9577,3609 1690,5460 9884,3049 1701,9483
Tuk % 4,0938 0,3339 4,1387 0,4141 4,0959 0,3201 4,0796 0,32055
Tuk kg 391,2619 72,1642 356,4871 92,1595 390,8872 68,3427 401,2340 66,1157
Bilk.% 3,2983 0,1746 3,3113 0,1709 3,2960 0,1683 3,2969 0,1812

Bilk. kg 315,2396 56,7264 283,2564 73,3385 315,1129 54,7457 324,2057 49,6504
! rozdily mezi genotypy nebyly statisticky vyznamné

Kucerova (2006) ve své publikaci uvadi, ze genotyp ALAl u plemene Cesky
strakaty skot je spojen s nejvysSi reprodukci mléka v kg. V porovnani s naSimi
vysledky toto tvrzeni mizeme potvrdit pouze u ¢eského strakatého skotu, kde prumér
mléka v kg u genotypu A1Al byl 6950,59, u A1A2 6614,28 a u genotypu A2A2
6,558,56.

V nasledujicich tabulkach 12 az 16 jsou uvedeny priméry a smérodatné
odchylky parametrti mlécné uzitkovosti pro genotypy A1Al, A1A2 a A2A2 genu CSN2
z péti farem, pro kazdou zvlast: Chysna, Munice, Prazak, Sedlec a Tynice. Mezi

genotypy z zadné farmy nebyl prokazan efekt genotypu na produkci a slozeni mléka.

Tab. 12: Mlé¢na uZitkovost v zavislosti na genotypu CSN2 z farmy Chy$na

Genotypy? VSechny vzorky AlAl AlA2 A2A2
n 205 15 90 100

Primér SE Primér SE Primér SE Priumér SE
Miléko kg  10246,6470 1542,0042 9859,8  1823,5632 10087,1333 1596,0507 10450,2727 1411,6475
Tuk % 41132 0,3524 4,238 0,4289 4,1084 0,3480 4,0988 0,3398
Tuk kg 418,9559 57,7364 | 412,6667 61,2282 412,2333 62,3310 426,0202 51,6919
Bilk.% 3,2890 0,1650 3,2867 0,2042 3,3097 0,1582 3,2706 0,1623

Bilk. kg 336,0147 46,7551 322,2 52,9354 333,1556 50,7326 340,7070 41,0100
! rozdily mezi genotypy nebyly statisticky vyznamné

Z farmy Chys$né bylo analyzovano 205 vzorkl plemene holstynsky skot, kde
z genotypu A1Al bylo 15 jedinct, A1A2 90 jedinct a A2A2 100 jedinc.
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Tab. 13: Mlé¢na uzitkovost v zavislosti na genotypu CSN2 z farmy Munice

Genotypy? VSechny vzorky AlAl AlA2 A2A2
n 126 29 50 47

Priumér SE Priumér SE Prumér SE Prumér SE
Miléko kg  8179,7857 1715,2666 7827,8965 2115,5337 8288,48 1433,0283 8281,2765 1685,8375
Tuk % 4,0738 0,2878 4,1207 0,3749 4,0698 0,2489 4,0491 0,2597
Tuk kg 332,8412 68,1309 325,3103 86,2115 337 60,1678 333,0638 62,8762
Bilk.% 3,3508 0,2084 3,3837 0,1939 3,3012 0,2064 3,3831 0,2087

Bilk. kg 272,5158 52,5449 | 264,2759 @ 70,3782 272,2 42,1046  277,9361 48,8695
1rozdily mezi genotypy nebyly statisticky vyznamné

Z farmy Munice bylo analyzovano 126 vzorkti plemene Cesky strakaty
a holstynsky skot, kde z genotypu A1A1 bylo 29 jedincti, A1A2 50 jedinct a A2A2 47
jedincti.

Tab. 14: Mlééna uzitkovost v zavislosti na genotypu CSN2 z farmy Prazak

Genotypy? Viechny vzorky AlAl AlA2 A2A2
n 66 11 20 35

Prumér SE Prumér SE Prumér SE Prumér SE
Miléko kg | 6878,2121 1209,1211 7106,7272 692,8477 6816,4 1216,4510 6841,7142 1319,2783
Tuk % 4,3711 0,3621 4,3772 0,3330 4,429 0,3981 4,336 0,3445
Tuk kg 299,0303 51,3163 310,2727 33,4720 @ 300,15 49,5219 294,8571 56,1641
Bilk.% 3,6455 0,1637 3,6736 0,1571 3,6685 0,1777 3,6234 0,1539

Bilk. kg 250,5455 42,7275  260,3636 20,5747  249,1 40,4040  248,2857 @ 48,3750
1rozdily mezi genotypy nebyly statisticky vyznamné

Z farmy Prazék bylo analyzovéano 66 vzorki plemene cesky strakaty skot, kde
z genotypu A1Al bylo 11 jedinct, A1A2 20 jedinct a A2A2 35 jedinct.

Tab. 15: Mlé¢na uzitkovost v zavislosti na genotypu CSN2 z farmy Sedlec

Genotypy* Viechny vzorky AlAl AlA2 A2A2
n 218 20 89 109

Prumér SE Prumér SE Prumér SE Prumér SE
Miéko kg  6641,2155 1510,1835 6677,05 1395,0150 6630,1461 1497,9642 6643,6789 1540,0383
Tuk % 4,0659 0,2898 4,0405 0,2348 4,069 0,2895 4,0677 0,2987
Tuk kg 269,7339 61,2786 269,9 57,3993 269,3146 61,7278 270,0459 61,5968
Bilk.% 3,6165 0,1540 3,6485 0,1278 3,6110 0,1587 3,6152 0,1537

Bilk. kg 239,5366 52,7649 243,5 51,9321  238,6853 51,8857  239,5046 53,5890
! rozdily mezi genotypy nebyly statisticky vyznamné
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Z farmy Sedlec bylo analyzovano 218 vzorkil plemene Cesky strakaty skot, kde
z genotypu A1A1 bylo 20 jedinct, ALA2 89 jedinci a A2A2 109 jedinct.

Tab. 16: Mlé¢na uzitkovost v zavislosti na genotypu CSN2 z farmy Tynice

Genotypy? Vsechny vzorky AlAl AlA2 A2A2
n 87 5 21 61

Prumér SE Prumér SE Prumér SE Pramér SE
Miléko kg | 6301,4022 1116,6302 6677,2 @ 715,6855 6250,9047 1031,0058 6287,9836 1165,2269
Tuk % 4,1071 0,3312 4,032 0,3315 4,1452 0,3277 4,1001 0,3309
Tuk kg 257,7471 45,5790 267,4 17,5454  257,6667 @ 40,6194  256,9836 48,5948
Bilk.% 3,4798 0,2057 3,416 0,1845 3,5109 0,2163 3,4743 0,2018

Bilk. kg 218,4942 37,9169 2276 22,4286 219,0476 = 37,2436 2175574 39,0378
Lrozdily mezi genotypy nebyly statisticky vyznamné

Z farmy Tynice bylo analyzovéano 87 vzorktl plemene Cesky strakaty skot, kde
z genotypu A1A1 bylo 5 jedinct, A1A2 21 jedinct a A2A2 61 jedinct.

U vysledki mizeme porovnat nékteré aspekty méfeni mezi farmami. Nejvyssi

prumér pro vSechny vzorky v kategorii ,,mléko kg“ meéla farma Chysna.

vwr
v
Cv v

cv v

Cvwr

V kazdé farmée.
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6 ZAVER

Cilem mé diplomové prace bylo analyzovat vybranou populaci dojnic
holstynského a Ceského strakatého skotu pro polymorfismy genu CSN2 metodou
PCR-RFLP. Byly posuzovany mozné vlily genotypi A1Al, A1A2 a A2A2 genu CSN2
na vybrané parametry mlééné produkce za prvni laktace. V literarnim piehledu byl
zpracovan zakladni ptfehled o problematice. Pfi jeho zpracovani byly nalezené

rozporuplné informace o vlivu na mlé¢nou uzitkovost ¢i vlivu na zdravi.

Pro zjisténi polymorfismu CSN2 byly pouzity metody PCR a RFLP.

Ke statistické analyze byl pouzit program Statistica 12.

Pro vSechny analyzy byly posuzovany dojnice z farem ChyS$néa, Sedlec,
Munice, Tynice a Prazdk vzdy nejprve dohromady a poté pro kazdé plemeno,
holstynsky a cesky strakaty skot, oddélen¢. Po vyhodnoceni asociace genotypi A1A1,
A1A2 a A2A2 pro gen CSN2 pro produkeci a slozeni mléka nebyly zjistény statisticky
vyznamné rozdily mezi jednotlivymi genotypy. Tyto vysledky mohly byt zpisobeny
malym po¢tem zkoumanych jedinct a silné nerovnovaze vyskytu genotypu v populaci,
vyzkum bude dale vramci granti QJ1510339 a GAJU028/2019/Z pokraovat.
Genotyp A1A1 byl zastoupen jen 11,40 %, A1A2 38,46 % a genotyp A2A2 50,14 %.
Relativni frekvence u plemene ¢esky strakaty skot ¢inily pro genotyp A1A1 0,1057,
pro genotyp A1A2 0,3531 a pro A2A2 0,5413. U alely Al byla relativni frekvence
0,2822 a u alely A2 0,7178. U plemene holstynsky skot byly genotyp A1A1 0,1242,
pro heterozygoty A1A2 byla frekvence 0,4236 a pro A2A2 0,4522. U alely Al se
vyskytovala relativni frekvence 0,3359 a u alely A2 0,6640.

Porovnavaci studie byly u vysledki frekvenci podobné, ale i pfesto musime
brat zietel na rozdilné Cetnosti zkoumanych dojnic, geneticky vliv otce nebo jiné

selek¢éni metody.
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7 SEZNAM ZKRATEK

Al, A2 alela A1/ alela A2

Ala— Alanin

Asp — kyselina asparagova

BCM7 — betacasomorphin 7

bp — pary bazi (base pairs)

BTAG — bovinni chromozom 6

CSN1S1 — asl kasein

CSN1S2 — as2 kasein

CSN2 — beta kasein

CSN3 — k-kasein

CESTR - ¢esky strakaty skot

DNA — deoxyribonukleové kyselina (deoxyribonucleid acid)

ETL — lokusy ekonomicky vyznamnych vlastnosti (economic trait loci)

H — holstynsky skot

Ile — Isoleucin

Kb — tisice part bazi

MRNA — mediatorova RNA (messenger RNA)

PCR — polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

QTL — lokusy kvantitativnich znak (quantitive traits locus)

RFLP — polymorfismus délky restrikénich fragmenti (restriction fragment
length polymorphism)

RNA — ribonukleova kyselina (ribonucleid acid)

rRNA — ribozomalni RNA (ribosomal RNA)

SE — smérodatna odchylka (standard error)

SNP — jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotide polymorphysm)

Thr — Threonin

tRNA — transferovd RNA (transfer RNA)
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