' Zemédélska Jihoceska univerzita
‘ . fakulta v Ceskych Budé&jovicich

Faculty University of South Bohemia

‘. of Agriculture  in Ceské Budégjovice

JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH
ZEMEDELSKA FAKULTA

Katedra potravinatskych biotechnologii a kvality zemédélskych produkt

Diplomova prace

Vliv polymorfismu vybranych enzymi na zastoupeni mastnych

kyselin mlé¢ného tuku skotu

Autorka prace: Bc. Martina Svobodova
Vedouci prace: doc. Ing. Eva Samkova, Ph.D.

Konzultant prace:  prof. Ing. Jindfich Citek, CSc.

Ceské Budgjovice
2021



Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem autorkou této kvalifikacni prace a ze jsem ji vypracovala pouze

S pouzitim prament a literatury uvedenych v seznamu pouzitych zdroji.

V Ceskych Bud&jovicich dne .ococecvvccccceeee e eeesee e,



Abstrakt

Cilem diplomové prace bylo stanovit genotypy polymorfnich variant nékterych
kandidatnich lokust v genech AGPATG6 a LEP a vyhodnotit vliv téchto polymorfnich
variant na mlé¢nou uzitkovost a na zastoupeni mastnych kyselin mlééného tuku.
Genotypové a alelové frekvence AGPAT6 a LEP byly zjistovany u dojnic (n=400)
plemene Cesky strakaty skot a jeho kiizenek. Byla pouzita metoda genotypizace
pomoci PCR/RFLP. Vysledky ukazaly, ze v populaci ptevazoval genotyp CT
(AGPAT6) a MM (LEP). Vliv polymorfismit AGPAT6 a LEP na ukazatele mlé¢né
uzitkovosti za 1. a 2. laktaci se nepodafilo prokazat. Byl prokazan vliv genotypu
AGPAT®6 na zastoupeni nékterych mastnych kyselin s kratkym uhlikovym fetézcem.
Vliv genotypu LEP na zastoupeni mastnych kyselin nebyl prokazan. Vysledky této

v

prace umoziuji ziskat piiznivéjsi sloZzeni mlééného tuku vzhledem k lidskému zdravi.

Kli¢ova slova: skot, mlé¢ny tuk, mastné kyseliny, polymorfismus, kandidatni lokusy,

AGPAT6, LEP

Abstract

The aim of the diploma thesis was to determine the genotypes of polymorphic variants
of some candidate loci in the AGPAT6 and LEP genes and to evaluate the influence of
these polymorphic variants on milk yield and milk fatty acid proportions. Genotypic
and allele frequencies of AGPAT6 and LEP were determined in dairy cows (n = 400)
of the Czech Fleckvieh breed and its crossbreeds. The PCR / RFLP genotyping method
was used. The results showed that the CT (AGPAT6) and MM (LEP) genotypes
predominated in the population. The influence of AGPAT6 and LEP polymorphisms
on milk yield indicators for the 1st and 2nd lactation could not be demonstrated. The
influence of the AGPAT6 genotype on the representation of some short-chain fatty
acids has been demonstrated. The effect of the LEP genotype on fatty acid proportions
has not been demonstrated. The results of this work make it possible to obtain a more
favorable composition of milk fat with respect to human health.

Keywords: cattle, milk fat, fatty acids, polymorphism, candidate loci, AGPAT6, LEP
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Uvod
Mlécény tuk je dulezitou slozkou mléka, skladajici se predevsim z triacylglycerold,
tj. esterd glycerolu a mastnych kyselin. Zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin
i jejich vzajemny pomér do zna¢né miry ovliviiuji nutri¢ni a technologické vlastnosti
mlécného tuku. Mlécny tuk je z vEétsi ¢asti tvofen nasycenymi mastnymi kyselinami
(palmitovou, myristovou a laurovou), které zvysuji hladinu LDL cholesterolu v krevni
plazmé a jsou rizikovym faktorem kardiovaskularnich onemocnéni. Tento nepiiznivy
vliv na zdravi Cloveéka je pfipisovan také trans nenasycenym mastnym kyselinam.
Z vyse uvedenych diivodi je zapotiebi snizit v mlécném tuku zastoupeni nasycenych
mastnych kyselin a zvys$it pomér nenasycenych mastnych kyselin v cis konfiguraci.
Zastoupeni mastnych kyselin v mléce je ovlivnéno mnoha faktory, z nichz
K nejvyznamnéj$im patii vyziva. Ve vyctu faktori vSak nelze opomenut ani genetické
vlivy. Polymorfismus kandidatnich geni mtize mit velmi vyznamny vliv na vlastnosti
mlééného tuku. Mén€ zndmymi kandidatnimi geny, které ovlivituji slozeni mlécného
tuku skotu, jsou AGPAT6 a LEP. Tyto geny kéduji enzymy 1-acylglycerol-3-fosfat O-
acyltransferazu 6 a leptin. Enzym 1-acylglycerol-3-fosfat O-acyltransferaza 6 zvysuje
obsah triacylglycerolu v mléce. Leptin ma za kol regulovat obsah tuku v organismu.
Cilem diplomové prace byla genotypizace polymorfnich variant kandidatnich
lokust v genech AGPAT6 a LEP a vyhodnoceni vlivu téchto polymorfnich variant na

mlécnou uZzitkovost a na zastoupeni mastnych kyselin mlééného tuku skotu.




1 Literarni prehled

MIéko je z nutricniho hlediska jednou z nejlépe vyvazenych potravin. Energeticka
hodnota mléka zavisi na mnozstvi uvolnéné energie pii spalovani hlavnich zivin, tedy
bilkovin, tukl a sacharidii. NejvyznamnéjSim zdrojem vyuzitelné energie jsou prave
lipidy. Ty maji az dvojnasobnou energetickou hodnotu oproti bilkovindm
a sacharidim (Dewettick et al., 2008; El-Loly, 2011).

Na mléko je kladena celd fada pozadavkd. Mezi vyznamné jakostni ukazatele,
vztahujici se k mléku, patii CPM (celkovy pocet mikroorganismt), PSB (pocet
somatickych bun¢k), RIL (rezidua inhibicnich latek). Nejvyznamnéjsi jakostni
charakteristikou je chemické slozeni mléka. Soucésti suSiny jsou dusikaté latky,
sacharidy a lipidy. Tyto zakladni Ziviny jsou nezbytné pro vSechny Zivocichy. V mensi
mife jsou v susiné mléka obsazené také mineralni latky a biokatalyzatory, tj. vitaminy,
hormony a enzymy. Na obsahu téchto latek je zavisla biologickd hodnota mléka.
Z ruznych uhlt pohledu je velmi dulezitou slozkou mléka mléény tuk (Lindmark
Mansson, 2008; Samkova et al., 2012).

1.1 Miléény tuk

Lipidy jsou nizkomolekularni ptirodni latky, které jsou nerozpustné ve vod¢, ale dobie
rozpustné v nepolarnich organickych rozpoustédlech. Lipidy se podle chemického
hlediska dé€li na homolipidy, heterolipidy a komplexni lipidy. Homolipidy se skladaji
z mastnych kyselin (MK) a alkoholu. V heterolipidech jsou navic kovalentné vazané
rizné slouceniny, napf. kyselina fosfore¢na, kyselina sirova, cukry atd. Komplexni
lipidy jsou sloZeny jak z homolipidi, tak heterolipidii, ale navic se na n€¢ vaZou dalsi
¢asti jinymi fyzikalnimi vazbami, napt. vodikovymi mustky. Lipidy ovliviuji chut’
a texturu potravin (VeliSek a Hajslova, 2009).

Hlavni soucasti zivocisného tuku jsou triacylglyceroly (TAG), které jsou
zasobarnou energie. Z ndzvu je patrné, ze se sloucenina sklada z glycerolu a tii zbytki
MK. Glycerol je trojsytny alkohol. Podle druhu a mista navazani tii zbytkii MK se
TAG déli na jednoduché a slozené (smisené). V jednoduchém TAG jsou na glycerol
navazany tfi stejné MK a nesou i po pfislusné MK nazev, napt. tristearylglycerol.
Soucasti slozenych (smiSenych) TAG jsou dvé nebo tii rizné MK (Pec a Pecova, 2001;
Lindmark Mansson, 2008). Pozici MK v molekule TAG ajejich vzajemném

zastoupeni l1ze ovlivnit technologické, senzorické a nutri¢ni vlastnosti mlééného tuku




(Samkova et al., 2008b). Funk¢ni vlastnosti mléka jsou ovlivnény nejen slozenim MK,
ale také umisténim MK v glycerolovém fetézci a koncentraci jednotlivych druhti TAG.
Tyto vlastnosti se méni mezi roénimi obdobimi a rezimy krmeni a jsou do zna¢né miry
regulovany dostupnosti MK a enzymu v organismu (Tzompa-Sosa et al., 2016).

Mlécny tuk ma velmi dobrou stravitelnost na rozdil od jinych zivocisnych ¢i
rostlinnych tukd, a to diky navazanym MK (v TAG), které maji kratky (SCFA, short-
chain fatty acids) az stfedné dlouhy uhlikaty fetézec (MCFA, medium-chain fatty
acids). Tyto MK se 1épe resorbuji v porovnani s MK s dlouhym uhlikatym fetézcem
(LCFA, long-chain fatty acids). Dalsim divodem dobré stravitelnosti je §tépeni MK
lipazou v TAG nejdiive v poloze 1 a 3, kde jsou pravé MK s kratkym uhlikatym
fetézcem (Drbohlav a Vodickova, 2002).

Mlécny tuk obsahuje esencidlni MK — linolovou a linolenovou, lipofilni vitaminy
(rozpustné v tucich), hormony, cholesterol a aromatické latky (Dhiman et al., 2005;
Samkova et al., 2012). Jeho bod tani je 28-38 °C a bod tuhnuti 15-25 °C (Velisek
a Hajslova, 2009).

Mlécny tuk se v mléce vyskytuje v podobé tukovych kulicek. Jejich velikost se
pohybuje v rozmezi 0,1-15 um, avsak 90 % z nich ma velikost 2—4 pm. V jadru tukové
kulicky jsou nepolarni TAG. Tvoii 99 % mlécného tuku. Do tohoto jadra jsou
zakotvené povrchové aktivni latky, hlavné fosfolipidy a membranové lipoproteiny.
Membranové proteiny maji negativni naboj. To je divodem, pro¢ tukové kapénky
v mlécné plazmé ,,plavou” a nedojde tak Kk jejich spojeni (Dewettick et al., 2008; El-
Loly, 2011).

1.2 MKV mléce

MK jsou vlastné karboxylové kyseliny s alifatickym uhlovodikovym fetézcem. MK se
déli podle nasycenosti (tj. obsahu dvojnych vazeb) na nasycené a nenasycené a také
podle skupenstvi, ve kterém se vyskytuji. Oznacuji se bud'to systematickymi nazvy
— odvozenymi od uhlovodiki se stejnym poctem atomi uhlikii (napi. butanova) nebo
trivialnimi ndzvy (napft. kyselina maselna), které v béZné praxi prevladaji (Samkova et
al., 2008a). Vyznamné MK mlécného tuku jsou vypsany v tabulce 1.1. Nasycené MK
(SFA, saturated fatty acids) se skladaji z 4—60 atomu uhlikd. Pocet atomu uhliki je
obvykle sudy a fetézec je rovny, nerozvétveny (Lindmark Ménsson, 2008; Samkova

et al., 2008a). Dale se MK dé¢li podle poctu uhlikt ve slouceniné, na MK s kratkym




uhlikatym fetézcem (C4-C6), se stiedné¢ dlouhym fetézcem (C8-C12), s dlouhym
fetézcem (C14-C18), velmi dlouhym (C20-C26) a ultra dlouhym fetézcem (C28-38)
(Velisek a Hajslova, 2009).

V mlécném tuku piezvykavcl je vyssi obsah MK s kratkym fetézcem. 60 %
z celkového obsahu MK tvoii pravé nasycené MK. Kyseliny myristova (C14:0),
palmitova (C16:0) a stearova (C18:0) se nejvice vyskytuji v mlééném tuku (Samkova
et al., 2008b; Conte et al.,, 2010). Rozdily mezi jednotlivymi nenasycenymi
monoenovymi MK (MUFA, monounsaturated fatty acids) jsou v po¢tu atomu uhliki,
V poloze jediné dvojné vazby a v prostorové konfiguraci. V mlé¢ném tuku je nejvice
zastoupena monoenova MK kyselina olejova (C18:1n-9). Soucasti nenasycenych
polyenovych MK (PUFA, polyunsaturated fatty acids) jsou dvé a vice dvojnych vazeb.
Podle polohy dvojnych vazeb a jejich konformaci se dale déli na polyenové MK tady
n-3 a n-6. Zde jde o polohu prvni dvojné vazby od koncové methylové skupiny
(Lindmark Mansson, 2008; Samkova et al., 2008a). Z celkového obsahu MK tvofi

méné nez 1 % MK s lichym poc¢tem atomt uhlikli (Samkova et al., 2008b).
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Tabulka 1.1: Vyznamné mastné kyseliny mlééného tuku (Samkova et al., 2012)

Uhliky a Trivialni nazev Systematicky nazev
umisténi
vazby

Nasycené (SFA)
C4:0 maselna butanova
C6:0 kapronova hexanova
C8:0 kaprylova oktanova
C10:0 kaprinova dekanova
C12:0 laurova dodekanova
C14:0 myristova tetradekanova
C16:0 palmitova hexadekanova
C18:0 stearova oktadekanova
C20:0 arachova eikosanova
C22:0 behenova dokosanova

Monoenové nenasycené (MUFA)

C14:1n-5 myristolejova 9 cis-tetradecenova
C16:1n-7 palmitolejova 9 cis-hexadecenova
C18:1n-9 olejova 9 cis-oktadecenova
C18:1n-9 elaidova 9 trans-oktadecenova
C18:1n-7 vakcenova (TVA) 11 trans-oktadecenova
C22:1n-9 erukova 13 cis-dokosenova
C20:1n-11 gadolejova 9 cis-eikosenova

Polyenové nenasycené (PUFA)

C18:2n-7 rumenova (RA) 9,11 cis-, trans-oktadekadienova

Rada n-6 polyenové nenasycené MK (w-6)

C18:2n-6 linolova 9,12 cis-, cis-oktadekadienova
C18:3n-6 y-linolenova 6,9,12 all-cis-oktadekatrienova
C20:4n-6 arachidonova (ARA) 5,8,11,14 all-cis-eikosatetraenova

Rada n-3 polyenové nenasycené MK (w-3)

C18:3n-3 a-linolenova (ALA) 9,12,15 all-cis-oktadekatrienova
C20:5n-3 timnodova (EPA) 5,8,11,14,17 all-cis-eikosapentacnova
C22:6n-3 cervonova (DHA) 4,7,10,13,16,19 all-cis-dokosahexaenova
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1.2.1 Vyznam MK

Na vyznam MK lze pohlizet z technologického hlediska. Na texturu ¢i konzistenci
mlééného tuku ma vliv pomér mezi nasycenymi a nenasycenymi MK (Haug et al.,
2007; Bartowska et al., 2011). K oxidaci dochazi pti zvySeni mnoZstvi nenasycenych
MK (a tedy i vétsiho mnozstvi dvojnych vazeb) a pfi snizeni mnozstvi nasycenych
MK v mlééném tuku. Této optimalizace pomérti nasycenych a nenasycenych MK
v mlé¢ném tuku Ize docilit vhodnymi dopliky do krmné davky (El-Loly, 2011).

Senzorické vlastnosti mléka jsou ovliviiovany chutovymi slozkami — aldehydy,
methylketony, estery, laktony, sirnymi slouc¢eninami a niz§imi MK C4 az C10.
Typickou chut mlécného tuku zplsobuji také volné MK. Chutové slozky se
v mlééném tuku vyskytuji ve formé prekurzori. Tyto prekurzory nejsou stabilni
a enzymatickou reakei, fermenta¢nimi pochody nebo zvySenim teploty se z TAG
uvolnuji (Haug et al., 2007; Samkova et al., 2008a). Pfi michani a mechanickém
namahani mléka dochazi k roztrhnuti, TAG se rozpoji a vznikaji volné¢ MK, které
zpisobuji vySe zminéné vady (Zluknuti). Také teplota ma vliv na technologické
vlastnosti MK (El-Loly, 2011). Delsi nenasycené MK tvofi s vapnikem nerozpustné
soli, a tak se vapnik mlze absorbovat jen ¢astecné (Dostalova a Kadlec, 2014).

Polarni lipidy jsou amfifilni molekuly. Obsahuji v sob& ¢ast hydrofilni (tzv.
,hydrofilni hlavi¢ku*) a hydrofobni (dva hydrofobni konce MK). Tato technologicka
vlastnost ptispiva k emulgacni schopnosti membrany mlécného tuku (Dewettick et al.,
2008; Lindmark Mansson, 2008).

Disperzni stav mlécného tuku ma vliv na opticke, reologické a technologicke
parametry mléka, jako je jeho barva, viskozita, vodivost, stabilita emulze a vhodnost
pro vyrobu syri a masla. Navic mé tento stav mlééného tuku zna¢ny dopad na
technologické procesy ve vyrobé mléka. Mlécny tuk ovliviiuje strukturu, senzorické
a fyzikalné-chemické vlastnosti mléka (Bartowska et al., 2011; Cecchinato
etal., 2019).

MK maji také vyznam nutri¢ni ¢i vyzivovy. Mlécny tuk je z vétsi ¢asti tvofen
nasycenymi MK (né€které z nich zvysuji hladinu LDL — nizkodenzitni, low density
lipoprotein, v krevni plazmé) a z lipoproteint s vysokym zastoupenim TAG (Haug et
al., 2007; German et al., 2009). Tuk se ukladda do stén cév a vznikaji aterosklerotické
platy. Ty jsou pfiznakem ateroskler6zy. Mezi zdravotné nepiiznivé MK patii kyselina
palmitova, myristova a laurova. V mlééném tuku je z 22-35 % zastoupena prave

kyselina palmitova. Trans nenasycené MK (TFA, trans fatty acids) zvySuji hladinu
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cholesterolu vkrvi a tato vysoka hladina cholesterolu je rizikovym faktorem
kardiovaskularnich onemocnéni (CVD). Nejvyznamngjsi trans nenasycenou MK je
kyselina elaidova (Haug et al., 2007; German et al., 2009).

Mezi nutriéné vyznamné polyenové esencialni MK patii kyselina linolova a a-
linolenova v cis konfiguraci. Musi byt pfijimany potravou, a navic se v lidském téle
z téchto kyselin syntetizuji dalsi vyznamné MK (Dhiman et al., 2005). Organismus
vyuziva jako prekurzory biologicky aktivnich latek MK arachidonovou a EPA
— eikosapentaenovou (highly unsaturated fatty acids, HUFA). Jde o MK s vice jak
dvaceti uhliky a vice jak tfemi dvojnymi vazbami. Odvozeniny z téchto MK se
nazyvaji eikosanoidy a fadi se mezi n¢ prostaglandiny, prostacykliny, leukotrieny,
thromboxany a lipoxiny (Dhiman et al., 2005; Velisek a Hajslova, 2009). Nékteré
eikosanoidy tvofené z MK fady n-6 a produkované v nadmérné mitfe zplsobuji
zdravotni komplikace. Proto by mél byt pomér mezi n-3 a n-6 maximaln¢ 1:5. Strava
moderniho Evropana vsak dosahuje poméru 1:10-14. Pridani EPA a DHA (kyseliny
dokosahexaenové) do mlécného tuku by pro konzumenta znamenalo zdravotni

prospéch (Haug et al., 2007; Samkova et al., 2008a; Bartowska et al., 2011).

1.2.2 Syntéza MK mlééného tuku

Slozky mléka v podobé prekurzorti putuji krvi do sekrecnich buné€k mlécné zlazy.
V t&chto buiikach se tvoti mléko dvojim zptisobem. Ziviny (mineralni latky) mohou
piechazet pfimo z mléka aktivnim transportem nebo difuizi do mléka. Druhy zpisob je
biosyntéza. Pfi tomto procesu vznikaji v sekrecnich bunikdch mlé¢né Zlazy kasein,
lakt6za a MK s kratkym fetézcem. Podminkou pro to, jak moc se bude v mlééné zlaze
tvofit mléko, je jeji zasobeni krvi a také obsah vSech Zivin v krvi (Samkova et al.,
2008a; Navratilova et al., 2012; Cecchinato et al., 2019).

Syntéza TAG je zadkladni metabolickd cesta dualezita pro skladovani a vyuziti
energie, absorpci zivin, laktaci a metabolismus fosfolipida (Cao et al., 2006; Vyas et
al., 2013). TAG mlééného tuku je syntetizovan cestou glycerol-3-fosfatu. Jeho reakce
jsou katalyzovany ctyfmi enzymy, konkrétné glycerol-fosfat-acyltransferazou
(GPAT), acylglycerol-fosfat-acyltransferazou (AGPAT), fosfohydrolazou kyseliny
fosfatidové (PAP) a diacylglycerol-acyltransferazou (DGAT) (Tzompa-Sosa et al.,
2016). TAG se syntetizuji hlavné z diacylglycerolti v mlééné zlaze. Enzym
katalyzujici tento krok je diglycerid O-acyltransferaza (DGAT) (Lu et al., 2015).
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MIlécny tuk je syntetizovan v mlééné zlaze z prekurzori a MK z krmiva, z jater
nebo z tukové tkang. Pro syntézu MK je zapotiebi, aby krmivo obsahovalo uhlik. MK
ho ziskavaji ze dvou zdroji — z kyseliny octové a z kyseliny B-hydroxymaselné.
V bachoru vznikd mlécny tuk, jehoz mnozZstvi a slozeni je zavislé na stupni
fermentace. Pfi tomto procesu jsou produkovany i tékavé MK. Te¢kavé MK jsou
tvofeny pii bachorovych kvasnych procesech ze sacharidti z krmiv a pti B-oxidaci MK
(z tukové tkan¢). Nejvyznamnéjsi té¢kavou MK je kyselina octova, kterd se
transformuje pies acetyl-CoA, malonyl-CoA a butyryl-CoA a uklada se do mlé¢ného
tuku. Jakmile vznikne vice kyseliny octové, zvysi se i mnozstvi tuku v mléce
(Samkova et el., 2008a; Navratilova et al., 2012). Bakteriemi je v bachoru také
produkovana kyselina méselna, ktera se transformuje na kyselinu 3-hydroxymaéselnou.
Acetyl-CoA je zakladnim prekurzorem pro syntézu MK, ktery vznikne z Kyseliny
octové nebo oxidaci z kyseliny B-hydroxymaselné. Pro syntézu MK je vedle
zakladnich substrati zapotiebi také vétsi mnozstvi vodiku. Ten se ziskava pfi syntéze
MK z NADPH + H*. Reakci urychluji dva enzymy: acetyl-CoA karboxylaza a syntaza
MK (Navratilova et al., 2012). MK s kratkym fetézcem se vazou do 1. a 3. pozice
TAG, =zatimco MK sdlouhym fetézcem zaujimaji 2. pozici (Drbohlav
a Vodickova, 2002).

1.2.3 Faktory ovliviiujici zastoupeni MK

Na slozeni MK ma nejvétsi vliv vyziva, tedy mnozstvi a slozeni krmné davky. SloZeni
MK je dale ovlivnéno doplikovymi tuky a oleji, poddvanymi v krmné davce nebo
infuzi rovnou do traviciho traktu. Nedostatek vldkniny, ¢i jeji nedostate¢na
strukturovanost maji vliv na snizovani obsahu tuku v mléce. V neposledni tadé je
podstatny vliv jedince — dojnice, plemeno nebo stadium laktace. Jakmile se zvysi
dojivost dojnice, snizi se obsah tuku v mléce. To samé plati pro prvni pilku laktace.
Na konci laktace naopak obsah tuku v mléce roste (Dolezal, 2000; Lindmark Mansson,
2008; Samkova et al., 2008b).

Mezi dalsi faktory ovliviiujici slozeni MK v mlééném tuku patii napiiklad proces
syntézy mlécného tuku v zdvislosti na vyZivé a konkrétnim jedinci, zdravotni stav,
technika dojeni, sezona, technologie chovu, zootechnické podminky, podnebi, aj.
Chceme-li zménit slozeni mlééného tuku dojnic, musi byt upraven néktery z vyse
vyjmenovanych faktord (El-Loly, 2011; Cecchinato et al., 2019). Jakmile je zapotiebi

snizit zastoupeni nasycenych MK, zejména laurové, myristové a palmitové, bere se
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Vv tvahu vliv jedince — tedy plemeno, individualita dojnice nebo stadium laktace. Pro
zvySeni nutrién€¢ hodnotnych polyenovych nenasycenych MK je nutné piehodnotit
skladbu krmné davky (Samkova et al., 2008b). Problematikou faktorti ovliviujici
zastoupeni MK se také zabyvali Hanus et al. (2018). Také v piehledu Kesek et al.
(2014) je predstaven vyzkum tykajici se genetickych, fyziologickych a vyzivovych
faktorti ovliviiujici MK v kravském mléce.

MIlé¢ny tuk dojnic se sklada z TAG s po¢tem uhlikt (Cn) mezi 22 a 54 (Gresti et
al., 1993; Ruiz-Sala et al., 1996). Vétsina studii souhlasi s tim, ze koncentrace
jednotlivych TAG se 1i§i mezi roénimi obdobimi a rezimy krmeni (DePeters et al.,
2001). Mlécny tuk dojnic na pastvinach je bohaty na nenasycené C18 MK. Ma
sniZzenou relativni koncentraci TAG C34, C36, C42, C44 a C46 a ma zvySenou
relativni koncentraci TAG C24, C26, C40, C50, C52 a C54 ve srovnani s dojnicemi
v zimnim obdobi, bez cerstvé pice. Podobny ucinek byl zaznamenan u dojnic
s olejnatym doplitkem stravy. Celkové se studie shoduji, ze krmné dévka bohata na
nenasycené¢ C18 MK (jako je doplnéni Cerstvé travy nebo fepky) zvysuje relativni
koncentrace TAG C52 a C54 a snizuje relativni koncentraci TAG C34, C42 a C44
(Tzompa-Sosa et al., 2016).

Jak jiz bylo uvedeno, vyziva dojnic miiZze zna¢n¢ zmeénit sloZzeni mlééného tuku.
Jsou-li dojnice krmeny nenasycenymi polyenovymi MK, které pochazeji
Z picnin, vede to ke snizeni de novo syntetizovanych MK a ke zvyseni MK s dlouhym
fetézcem v mlééném tuku. Vyziva tak ovliviiuje expresi lipogennich genti v mlécné
zlaze (Duchemin et al., 2013).

Vzhledem k tomu, Ze vyZiva neni soucasti této prace, dale se budu vénovat pouze

genetickym faktorim.

1.3 Genetické faktory ovliviiujici zastoupeni MK a polymorfismy
vybranych geni Vv zavislosti na zastoupeni MK

Na zastoupeni MK v mléce mé vliv nejenom vyZiva, ale 1 genetika. Je mozné genetické
zlepSeni nutriéni kvality mléka na zéklad€ profilu MK. Nejucinnéj$i moznosti pro
vybér pomoci markeru je vyuziti funkénich mutaci, které vysvétluji vyznamnou ¢ést
fenotypové variace. Syntéza MK v mléce je regulovana nékolika klicovymi enzymy.
V nékterych ptipadech bylo popsano nékolik polymorfismi spojenych se specifickymi
ucinky na slozeni MK (Li et al., 2015).
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Mezi dilezité kandidatni geny, pozorované u riznych plemen mlé¢ného skotu pro
obsah mlééného tuku, patii: gen pro acylCoA: diacylglycerol acyltransferaza 1
(DGATL); receptor rastového hormonu (GHR) a stearoyl-CoA desaturaza 1 (SCD1)
(Signorelli et al., 2009). Tyto informace jsou shrnuty ve vyzkumném pichledu od
autort Kesek et al. (2014). Vliv vybranych gent na uzitkové vlastnosti mléka je
uveden v tabulce 1.2.

1.3.1 Gen pro stearoyl-CoA desaturazu 1 (SCD1)

Enzym stearoyl-CoA desaturaza 1 se nachazi v endoplazmatickém retikulu. Tento
enzym katalyzuje reakci, pii které se v nasycené MK vytvoii dvojna vazba mezi 9.
a 10. atomem uhliku (Schennink et al., 2008; Mao et al., 2012). Pti tomto d&ji dochazi
k pfemén¢ nasycenych MK na pfislusné monoenové nenasycené¢ MK. Tento d¢j se
nazyva desaturace (Moioli et al., 2007; Inostroza et al., 2013). Tento klicovy krok pfi
tvorbé TAG a estert cholesterolu ovliviiuje slozeni mléka a mléénou uzitkovost dojnic
(Xu et al., 2018). Stadium laktace ma vyznamny vliv na u¢inek desaturazy a na
koncentraci nékolika MK v mlééném tuku skotu (Kgwatalala et al., 2009).

Gen SCD1 koduje klicovy enzym metabolismu lipida stearoyl-CoA desaturazu.
SCD1 je lokalizovan na 26. chromozomu Bos taurus autosome (BTA26) (Demeter et
al., 2009; Mao et al., 2012). Exprimuje se v rtiznych tkanich, mezi nimiz je tukova
tkan a mlécna zlaza. SCD1 je kandidatni gen spojeny se zastoupenim MK v mléce
(Signorelli et al., 2009; Li et al., 2015).

U skotu byly identifikovany dv¢ izoformy SCD: SCD1 a SCD5. SCD5 se nachazi
na chromozomu 6 (BTAG) a exprimuje se primarné v mozku (Schennink et al., 2008).

V cDNA sekvenci japonského cerného skotu bylo identifikovano v genu SCD
osm jednonukleotidovych polymorfismti (SNP, single nucleotide polymorphism).
Tyto SNP jsou umistény na pozicich 702 bp (Substituuji se zde guanin (G) na adenin
(A)) 762 bp (cytosin (C) na thymin (T)) a 878 bp (T na C) v ORF (open reading frame,
otevieny Cteci ramec). Dale v oblasti 3"UTR (untranslated region, nepiekladana
oblast) jsou SNP umistény na pozicich 1905 bp (T na C), 3143 bp (C na T), 3351 bp
(A na G), 3537 bp (A na G) a4736 bp (A az G) (Taniguchi et al., 2004).

U skotu v exonu 5 byly detekovany tfi SNP v uplné vazebné nerovnovaze, které
vedou ke dvéma haplotyptim. Tieti SNP zpuisobuje substituci valinu (alela V) na alanin
(alela A) na 293. zbytku (A293V) (Moioli et al., 2007; Signorelli et al., 2009). Alela

SCD1 A byla spojena s vy$§im obsahem monoenové nenasycenych MK a podmifiuje
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expresi alaninu. Alela V vede k expresi valinu (Moioli et al., 2007; Schennink et al.,
2008). Polymorfismus SCD1 genotypu A293V vyznamné souvisi se slozenim MK
v mlé¢ném tuku a mlé¢né zlaze (Conte et al., 2010; Mao et al., 2012). U polymorfismu
alaninu a valinu v SCD1 (A293V) bylo zjisténo, ze ovlivituje slozeni MK v mléce
(Demeter et al., 2009).

Schennink et al. (2008) sledovali u mlé¢ného skotu polymorfismus SCD1 A293V,
0 némz je znamo, ze méni slozeni MK v mléce. Alela SCD1V je spojena s niz§imi
indexy C10, C12 a C14 a s vysSimi indexy C16, C18 a CLA (konjugovana kyselina
linolova, C18:2 cis-9, trans-11) ve srovnani s alelou SCD1 A, bez rozdil v celkovém
indexu nenasyceni. Dospéli k zavéru, ze selektivni Slechténi muze piispivat k vys$§im
indexiim nenasyceni. Ke stejnému zavéru dosli i Moioli et al. (2007) a Kgwatalala et
al. (2009). Gen SCD1 je tak tazen mezi vyznamné kandidatni geny pro mlécnou
uzitkovost.

Miléko od dojnic s genotypem ¢.878C>T v genu SCD mélo vyssi obsah C14:1,
C17:1, C18:1n-9 cis, C18:1n-9 trans a celkovych monoenovych nenasycenych MK,
stejn¢ jako vysoké indexy 14:1/14 nezZ jiné genotypy SCD. Byl zjiStén vyssi obsah
CLA ve vzorcich mléka od dojnic, které mély genotyp ¢.878CC (Inostroza et al.,
2013).

Resekvenovanim celého kodujiciho regionu SCD genu skotu bylo identifikovano
celkem Sest SNP: tii umistény v exonech (g.10153G>A, g.10213T>C a g.10329C>T)
a tfi umisténé v intronech (g.6926A>G, g. 8664 G>A a g. 16158G>C). Byl zjistén
vyznamny vliv téchto SNP na obsah C14:0, C14:1, C16:1, C18:2n-6, CLA, C14 index
a C16 index (Li et al., 2016b).

1.3.2 Gen pro acyl-CoA: diacylglycerol acyltransferazu 1 (DGAT1)
Mikrosomalni enzym acyl-CoA: diacylglycerol-acyltransferaza 1 (DGAT1) ma
dilezitou funkci pfi syntéze mlééného tuku. Katalyzuje posledni krok syntézy TAG
z diacylglycerold a acyl-koenzymu A. DGAT1 je enzym endoplazmatického retikula.
Je exprimovana v tenkém stievé, jatrech, tukové tkani a mlééné zlaze (Juhlin et al.,
2012; Lu et al., 2015; Xu et al., 2018; Pacheco-Pappenheim et al., 2019).

Tento enzym je kodovan genem DGATL1. Gen DGAT1 je mapovan pobliz
centromery 14. chromozomu (Demeter et al., 2009). Velikost tohoto genu je 14117 bp
a sklada se ze 17 exonli (Mohammed et al., 2015). V genu DGAT1 bylo identifikovano

nekolik SNP. Prvni je lokalizovan na 8. exonu a je oznacovan jako K232A. Dva
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nesynonymni SNP zptsobuji substituci lysinu alaninem v 232. poloze polypeptidu
(Signorelli etal., 2009; Xu et al., 2018). K nahrazeni dochazi na 10433. a 10434. pozici
sekvence genu. Dinukleotidova sekvence GC kéduje aminokyselinu lysin
a dinukleotidova sekvence AA alanin (Grisart et al., 2004; Akytiz et al., 2015). Varianta
alaninu pfiznivé ovliviiuyje obsah tuku v mléce, ktery je v porovnani s plivodnim
lysinem vys$si (Winter et al., 2002). Polymorfismus lysinu na alanin (K232A)
MK mléka u holstynského skotu (Schennink et al., 2008; Conte et al., 2010). Alela
Kbyla spojovana s vys$§im obsahem mlééného tuku (%), s vysSimi
hladinami intramuskularniho tuku ve svalu a s niz$i dojivosti (kg) u dojného skotu. To
ma negativni vliv na lidské zdravi (Mao et al., 2012; Lu et al., 2015; Xu et al., 2018).
Z hlediska zdravi ¢lovéka je zadouci snizit frekvenci232K alely prostfednictvim
Slechtitelskych programui. Selektivnim Slechténim ve prospéch alely A vznikne mléko
s vhodng&jsim sloZzenim nasycenych MK z hlediska zdravi ¢lovéka (Juhlin et al., 2012;
Lu etal., 2015).

Polymorfismus DGAT1 ma piimy ucinek na metabolismus dojnic, a také muze
nepiimo ovlivnit vlastnosti mléka — konkrétn¢ celkovy vydej energie v mléce
a nasledn¢ i energetickou bilanci dojnic. Negativni energeticka bilance béhem rané
laktace dojnic s vysokou uzitkovosti mize vést k metabolickym a reprodukénim
poruchdm. Musi se tedy pozorovat ucinek polymorfismu DGAT1 na celkovy
energeticky vydej vmléce (Bovenhuis et al, 2015). Polymorfismus
genu DGAT1 ovliviyje funk¢ni vlastnosti enzymu DGATI, napf. vyssi aktivitu nebo
zménu specificity substratu pro rizné MK, které ovliviiyje slozeni MK mléka (Grisart
et al., 2004; Schennink et al., 2009). Alela A je spojena s niz§imi indexy C10, C12,
C14 a C16 a s vyssimi indexy C18, CLA a celkovymi indexy, tedy niZsi zastoupeni
nasycenych MK (Demeter et al., 2009; Li et al., 2015; Bovenhuis et al., 2016). Navic
K232A polymorfismus byl spojen se zménou polohy MK v TAG (Tzompa-Sosa
etal., 2016).

1.3.3 Gen pro 1-acylglycerol-3-fosfat O-acyltransferazu (AGPAT)

Mikrosomalni enzym 1-acylglycerol-3-fosfat-O-acyltransferasy (AGPAT) je zasadni
pro biosyntézu glycerolipidi i biosyntézu TAG u eukaryot v mlécné zlaze (Bionaz et
al., 2008; He et al., 2011). Tento enzym je lokalizovan vyhradné€ v endoplazmatickém

retikulu. AGPAT (GPAT, EC 2.3.1.15) katalyzuje prvni krok syntézy de novo
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kyseliny lysofosfatidové (LPA) na kyselinu fosfatidovou (PA) a tento enzym patii do
skupiny acyltransferaz-LPAAT (acyltransferaza kyseliny lysofosfatidové) (Cao et al.,
2006; He et al., 2011).

Rodina enzymi AGPAT katalyzuje mezistupenn v syntéze TAG (probiha
postupnym piidavanim mastnych acylovych skupin ke glycerol-3-fosfatu), ktery
prevadi 1-acylglycerol-3-fosfat na 1,2-diacylglycerol-3-fosfat (Littlejohn et al., 2014).
U savci existuji dvé hlavni biochemické drahy pro biosyntézu TAG: 1) cesta
monoacylglycerol, ktera hraje dulezitou roli pfi absorpci zivin v tenkém stievé a 2)
cesta glycerol-3-fosfatu (G3P), ktera je zodpovédna za vétsinu syntézy TAG de novo
(Cao et al., 2006; Vyas et al., 2013). Absence tohoto enzymu vede k nedostatecné
vyvinutému mléénému epitelu a produkci mléka, které neobsahuje diacylglyceroly
a TAG (Beigneux et al., 2006).

Gen AGPAT je lokalizovan na BTAZ27. Na zaklad¢ analyzy konzervovanych
sekvenci (motivy I — IV) z vice glycerolipidovych acyltransferaz u ¢tyt druht
organismu (¢lovek, mys, Drosophila melanogaster a Caenorhabditis elegans) byla
rodina genu AGPAT rozdélena do osmi podskupin (izoforem). VSechny AGPAT geny
maji podobnou aminokyselinovou sekvenci. Tyto izoformy lze od sebe odlisit podle
subcelularni lokalizace, citlivosti na N-ethylmaleimid (NEM) a preferenci substratu
(Beigneux et al., 2006).

AGPAT1 a AGPAT2 patii do stejné podskupiny. Bylo u nich prokazano, ze
preménuji kyselinu lysofosfatidovou na kyselinu fosfatidovou. AGPAT3, AGPAT4
a AGPATS5, o nichz se uvadi, ze maji velmi slabé aktivity AGPAT, tvoti dvé odlisné
podskupiny (Beigneux et al., 2006).

GPAT3 je ¢lenem rodiny acyltransferaz. Tento gen je exprimovan V tkanich, ve
kterych dochazi k aktivnimu metabolismu lipidd, jako je tukova tkan, tenké stevo,
ledviny a srdce. Nadmérna exprese GPAT3 v sav¢ich bunkach vede ke zvysené tvorbé
TAG, nikoli vsak fosfolipidii. GPAT3 je lokalizovan na endoplazmatickém retikulu
(Cao et al., 2006; Bionaz et al., 2008).

Dosud bylo identifikovano vice genit AGPAT, ale AGPATG6 se jevi jako nejhojnéji
exprimovand izoforma v mlécné Zlaze skotu, pti¢emz jeji exprese siln¢€ koreluje se
stadiem laktace (Littlejohn et al., 2014). AGPATG6 lze povazovat za kandidatni gen pro
regulaci syntézy glycerolipidd, produkce tuku a celkového slozeni mléka (He et al.,
2011). AGPAT6 odpovida priblizné 60 % veskeré AGPAT mRNA, nasleduji AGPAT1
a AGPAT3. Tato skupina kandidatnich kauzalnich polymorfisma je lokalizovana
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v 5'UTR exonu a intronu jednoho genu 1-acylglycerol-3-fosfat O-acyltransferaza 6
(AGPAT6). Byly genotypizovany dvé AGPAT6 varianty substituce g.36211257GA>
T. Nejpravdépodobnéj§im kauzalnim kandidatnim genem se jevi opakovana expanze
GGC .36198118GGC v exonu 1. Dosud nebylo prokazano, zda inzerce
0.36198118GGC, substituce g.36211257GA> T nebo jakakoli jina ptidruzena reakce
ma né&jaky biologicky dopad na genovou expresi AGPAT6 a na syntézu mlécného tuku
v mlécné zlaze. Nejvice byl exprimovan gen AGPAT6 s 10 az 25x vysSimi
pramérnymi fragmenty na kilobazi exonovych model na milion mapovanych hodnot
exprese. Zvysenim genové exprese genu AGPAT6 dojde k odpovidajicimu
zvySeni mnozstvi enzymu AGPAT6, coz méa za nasledek zvySeni TAG v mléce
(Littlejohn et al., 2014). Pfedpokladana velikost AGPAT6 po s§tépeni 38 aminokyselin
signalniho peptidu je 48 kDa a molekulova hmotnost AGPAT2 je 31 kDa. AGPAT6
(456 aminokyselin) je vétsi nez AGPATL (285 aminokyselin) a AGPAT2 (278
aminokyselin) (Beigneux et al., 2006).

Stejna alela, ktera byla spojena se zvySenou expresi genu AGPAT6 a celkovym
obsahem mlééného tuku, byla spojena se zvySenym podilem C16 MK (Littlejohn et
al., 2014).

Vedle genu AGPAT6 byl objeven také dal$i novy gen znaceny jako AGPATS, coz
je nejblizsi homolog AGPAT6. Jak AGPAT6, tak AGPAT8 obsahuji sekvence
v motivech | — IV, které je odliSuji od ostatnich ¢lent rodiny (Beigneux et al., 2006).

U genu kodujiciho savéi mitochondrialni rezistentni enzym GPAT1 (mtGPAT1,
GPAM) bylo prokazano, ze hraje klicovou roli pti syntéze jaternich TAG. Také bylo
prokdzano, Ze sav¢i mikrosomalni aktivita GPAT predstavuje 80-90 % celkové

aktivity GPAT ve vétsing tkani a 50-80 % celkové aktivity v jatrech (Cao et al., 2006).

1.3.4 Gen pro pro syntizu MK (FASN)

Syntaza MK (FASN) je multifunkéni polypeptidovy enzym, ktery je soucdasti
lipoproteinu v bunkach. Hraje ustiedni roli v de novo lipogenezi u savci (Roy et al.,
2006; Alim et al., 2014; Shi et al., 2019). Katalyzuje vétSinu enzymatickych kroku
syntézy MK. Syntéza MK je proces vyroby de novo MK z uhliki odvozenych od
aminokyselin (Suburu et al., 2014). Enzym FASN ma sedm aktivnich mist, ktera
pomahaji katalyzovat syntézu MK. Pfi syntéze se pouzije jeden acetyl-CoA a postupné
se pridava sedm malonyl-CoA molekul k vyrobé Sestnacti uhlikaté nasycené MK
palmitové C16:0 v ptitomnosti NADPH (Roy et al., 2005; Alim et al., 2014). Kyselina
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palmitova je primarnim produktem FASN, coz ptedstavuje asi 90 % vytézku produktu
enzymu. FASN vsak také produkuje kyselinu myristovou a kyselinu stearovou.
Exprese FASN je pozorovana v rtznych tkénich napt. v jatrech, tucich, plicich
amozku. FASN je kritickym regulatorem systémové energetické homeostazy,
aterosklerotickych 1€zi, obezity vyvolané stravou, cukrovky, zanétu a srde¢niho stresu
(Suburu et al., 2014).

Gen je pievazné exprimovan v tukové tkani a enzym se nachazi pievazné
Vv mlécné Zlaze a tukové tkani. Gen FASN je lokalizovan na chromozomu 19 BTA19
(19922) a je dlouhy 18824 bp. Obsahuje 42 exona a 41 introna (Shi et al., 2019). Bylo
objeveno nékolik lokalit kvantitativniho znaku (QTL, quantitative trait locus)
ovliviiyjicich obsah mlééného tuku. QTL je lokus, ktery souvisi s variaci
kvantitativniho znaku ve fenotypu populace organismuti. V FASN genu existuje nékolik
SNP: 1. substituce G>C v nepfekladaném exonu 1 (g. 763 G>C), 2. zména
potencialniho mista vazajiciho transkrip¢ni faktor Sp1 a 3. substituce A>G v exonu 34
(9. 16009A>G), ktera uruje nekonzervativni substituci threoninu alaninem
(Schennink et al., 2009; Alim et al., 2014; Li et al., 2016a).

Alelové specifické zesileni SNP ve FASN odhalilo vyznamné frekvencni rozdily
pro oba polymorfismy u holstynského skotu s vysokymi a nizkymi Slechtitelskymi
hodnotami obsahu mlé¢ného tuku. U intragennich haplotypli obsahujicich exon 1
(alely GaC) a exon 34 (alely Aa G) byly studovany polymorfismy a byla zjisténa
existence vazebné nerovnovahy mezi témito SNP (Dc = 0,048, P<0,001) (Roy
et al., 2006).

U skotu bylo zjisténo, ze variace genu FASN jsou spojeny s fadou mlécnych
znaki, jako napiiklad obsah mlééného tuku, celkovy obsah suSiny, maximalni
produkce mléka, index MK (C14) v mléce a celkové sloZzeni MK. Tato zjiSténi
naznacuji, ze FASN hraje dilezitou roli v metabolismu MK (Shi et al., 2019).

V genu FASN skotu s genotypem g.17924GG byl prokazan vysoky obsah C14:0,
C16:0, C18:0, C18:1n-9 trans, C18:1n-9 cis a monoenovych nenasycenych MK
(Inostroza et al., 2013).
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1.3.5 Gen pro leptin (LEP)

Leptin je protein vylucovany tukovou tkéni. Jeho ukolem je regulovat obsah tuku
v organismu. Jeho molekulova hmotnost je 16 kDa (Taniguchi et al., 2002). Podili se
na regulaci pfijmu krmiva, energetické bilance, plodnosti a imunitnich funkci
(Javanmard et al., 2010).

Gen pro LEP je umistén na chromozomu 4. Tento gen je slozen ze tii exond a dvou
intront, avSak pouze ze dvou exonti je mozny pieklad do proteinové sekvence. Jeho
velikost je pfiblizn€ 18,9 kb. Na exonu 2 a 3 je umistén kodujici usek dlouhy 501
nukleotidi (Liefers et al., 2002).

Gen kodujici LEP ma velikost 16735 bp a koduje 167 aminokyselin (Taniguchi et
al., 2002). Tomuto genu se jinak také fika gen obezity, zkracené¢ Ob gen. Gen LEP je
potencidlni kandidatni gen pro regulaci poméru tukové tkdné a libové svaloviny
u skotu. Tento kandidatni gen je tak oznacovan jako jeden z genetickych faktort
ovliviujici tzv. mramorovani, hlavni ukazatel kvality masa (Taniguchi et al., 2002).
Javanmard et al. (2010) uvadi asociaci mezi jednotlivymi péti nukleotidy
polymorfismu v genu LEP a pfijmem potravy s tukovymi vlastnostmi.

Pro leptin byl genotypizovan polymorfismus Sau3Al. Tento SNP je umistén
Vv intronu 2 mezi dvéma exony (Liefers et al., 2002). Analyza sekvence Sau3Al v genu
LEP odhalila polymorfismus v poloze 1560, ve kterém doSlo k zdméné¢ C na T
(Javanmard et al., 2010). Skot s genotypem Sau3Al-AB denné produkuje o 1,32 kg
mléka vice a zkonzumuje 0 0,73 kg krmiva vice ve srovnani s genotypem AA. Genotyp
AB je preferovan obéma kandidatnimi geny (Javanmard et al., 2010). Pouzitim
dopliikového krmiva b&hem oteleni skotu s genotypem Sau3Al doslo k lepsi
uzitkovosti stdda. Asociace genetickych markerd s lepSim reprodukénim vykonem je
velmi zajimava. Tento fakt by mohl byt pouzit pfi vybéru podporujiciho markeru ke
zlepSeni reprodukce hovéziho masa (Almeida et al., 2003). Druhy polymorfismus se
nachazi v 3. exonu genu LEP a zptsobuje zaménu aminokyselin alaninu na valin

(Liefers et al., 2002).
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1.3.6 Dalsi geny ovliviiujici zastoupeni MK
Gen pro receptor ristového hormonu (GHR)
Receptor rastového hormonu je protein o 620 aminokyselinach a patii do rodiny
cytokin-hematopoetinovych receptoru (Moody et al., 1995). Ristovy hormon (GH,
growth hormone) hraje klicovou roli pfi regulaci ristu, zahdjeni a udrzovani laktace.
GH 3tépi ziviny zvy$enim lipolyzy a glukoneogeneze béhem rané laktace. Uginky
rastového hormonu jsou zprostiedkovany jeho receptory (GHR, growth hormone
receptor). Receptory pro GH se nachazeji v mnoha tkanich. Nejvétsi koncentrace
GHR je vsak v jatrech (Kobayashi et al., 1999).

Gen pro GHR je u skotu lokalizovan na 20. chromozomu (Moody et al., 1995).
Gen GHR je povazovan za silny pozi¢ni a funkéni kandidatni gen pro svou pozici
v QTL. N¢kolik mutaci bylo lokalizovano v GHR, a to jak v 5 'UTR, tak v kodujici
oblasti (Signorelli et al., 2009). Nesynonymni SNP v exonu 8, ktery zpusobuje
substituci fenylalaninu za tyrosin (F279Y), ukazal vyznamné ucinky na dojivost
a slozeni mléka. SNP pozitivné pfispél ke sniZzeni skére poctu somatickych bunék
(PSB) a to vedlo ke zvySeni odolnosti proti mastitid€. Byla prok4zéna asociace tohoto
polymorfismu na obsah kaseinu a laktézy (Rahmatalla et al., 2011). Dale byl tento
SNP spojen s produkci masa. Polymorfismus byl popsan v promotorové oblasti, stejné
tak jako Ctyfi SNP byly nalezeny v exonu 10. Tyto SNP koduji cytoplazmatickou
doménu GHR a jsou umistény na pozicich 76 (T / C), 200 (G / A), 229 (T / C) a 257
(A /G). Napozicich 200 a 257 jsou substituovany aminokyseliny Ala/ Thr a Ser / Gly,

zatimco dal$i dvé zamény jsou tichymi mutacemi (Di Stasio et al., 2005).

Gen pro SREBP1

Sterol regulaéni prvek vazajici protein-1 (SREBP1) je klicovym faktorem
kontrolujicim expresi SCD1 a dalSich gent podilejicich se na katabolismu tuki (Xu et
al., 2018).

SREBP-1 gen je umistén na 19. chromozomu (BTA19). Kdéduje faktor transkripce
tak, ze reguluje hladinu exprese genu SCD1 a jinych genti metabolismu lipida. Podili
se na regulaci syntézy mlécnych lipida. Genotyp SREBP-1 o0 84 bp, ktery zpusobil
pfitomnost dlouhé (typ L) a kratké (typ S) alely, byl odhalen PCR amplifikaci
v intronu 5 (Conte et al., 2010).
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Tabulka 1.2: Vybrané polymorfismy s vlivem na znaky mlééné uzitkovosti

Nazev genu (proteinu) Polymorfismus Vliv na uzitkové znaky Zdroj
SCD1 (stearoyl-CoA desaturaza 1) 9.10329C>T C10:0 (}), C12:0(}), C14:0 (}), C18:1 trans-11 Moioli et al. 2007
@) Schennink et al. 2008
g.10153G>A % tuku, % proteinu (1) Kulig et al. 2009
Lietal. 2016b
c.878T>C C14:1, C17:1, C18:1n-9 trans, C18:1n-9 cis a Taniguchi et al. 2004
MUFA, vyssi obsah cis-9, trans-11 CLA (1) Inostroza et al. 2013
DGAT1 (acylCoA:diacylglycerol 10433-10434 % tuku (1), % proteinu (1), Schennink et al. 2008
acyltransferaza 1) % C18:1 (), % CLA(])
AGPAT (1-acylglycerol-3-fosfat O- g.36175805C>T % tuku (1) Littlejohn et al. 2014
acyltransferaza) g. 36155097C>T
9.36211257GA>T
g.36198118GGC
FASN (syntaza MK) g.763G>C % tuku (1) Roy et al. 2005
0.16009A>G % tuku (1) Roy et al. 2006
0.17924A>G C14:0, C16:0, C18:0, C18:1n-9 a MUFA (1) Inostroza et al. 2013
LEP (leptin) g.1560C>T Vytéznost mléka (1) Javanmard et al. 2010
GHR (receptor ristového hormonu) F279Y Dojivost, slozeni a vytéznost mléka (1) Rahmatalla et al. 2011

1 - zvySeni; | - sniZeni
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2 Cil prace
Cilem diplomové prace bylo stanovit genotypy polymorfnich variant nékterych
kandidatnich lokust vybranych enzymt a vyhodnotit vliv téchto polymorfnich variant
na zastoupeni MK mlé¢ného tuku skotu.

Diplomova prace byla vypracovana v ramci projektii:
QJ1510336
Vyzkum a podpora produkce zdravotné a spotiebitelsky benefitnich mlécnych
vyrobkii cilenou selekci a modifikaci profilu MK mléc¢ného tuku.
GAJU-028/2019/Z
Genetika, zdravi zvifat a biologicky a senzoricky aktivni latky jako zdkladni

predpoklad kvalitnich potravin a zeméd¢lskych surovin.
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3 Material a metodika

3.1 Charakteristika sledovanych farem a dojnic

Do projektu byly vybrany ¢tyfi farmy lezici v JihoCeském kraji v nadmotské vysce od

395 do 585 m n. m. (tabulka 3.1). Ve vSech farmach je stajovy zptisob chovu a dojnice

jsou dojeny 2x denné.

Tabulka 3.1: Zakladni charakteristika chovii a pocet sledovanych dojnic

Chov Nadmorska vySka Pocet dojnic Podil (%0)
Chov A 420 17 4
Chov B 395 77 19
Chov C 396 219 55
Chov D 585 87 22

Analyza zahrnovala celkem 400 dojnic, ve které bylo 259 dojnic ¢eského strakatého

skotu (C100) a 141 kiizenek s minimalné 50% podilem ceského strakatého skotu

(C50X) (tabulka 3.2).

Tabulka 3.2: RozloZeni ¢etnosti genotypt sledovanych dojnic ¢eského strakatého plemene

Oznaceni Pocet dojnic Podil (%)
C100 (cesky strakaty skot) 259 65
C50X (kfizenky) 141 35

Z toho: (rizny podil) 100

s plemenem Ayrshire 40 28

s plemenem Red Holstyn 65 46

S plemenem HolStyn 12 9

S jinym plemenem 24 17
Celkem 400 100
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3.2 Odbéry vzorkia mléka a jejich analyza

Vétsina dojnic (57,2 %) byla béhem odbéru na prvni laktaci. Ostatni byly na 2. az 5.
laktaci. Pro vyzkum byly od kazdé dojnice odebrany tfi vzorky mléka: 1) pro analyzu
DNA, 2) zastoupeni MK a 3) pro stanoveni kvality mléka. Pro ziskani DNA bylo
mléko odebirano ptimo z mlécné zlazy. Vzorky 2 a 3 byly dopraveny v chladicim boxu
do laboratoii Zemédélské fakulty JihoGeské univerzity v Ceskych Budgjovicich (ZF
JU) a pied vlastnim zpracovanim a analyzou byly skladovany pii —20 °C. Vzorky pro
stanoveni kvality mléka byly zaslany do laboratore Ceskomoravské spoleénosti
chovatelti (CMSCH). Udaje o mlééné uzitkovosti dojnic na prvni, resp. druhé laktaci
byly ziskany z databaze plemenic spole¢nosti Plemdat s.r.o. (tabulka 3.3). Ptehled

0 uzitkovosti celé sledované populace v den odbéru je zaznamenan v tabulce 3.4.
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Tabulka 3.3: Udaje o celé 1. a 2. laktaci ziskané z databaze plemenic

Ukazatel n X Sx Minimum Maximum Vv (%)
Délka (1. laktace) (den) 376 295 15 243 305 4,9
Dojivost (kg) 376 6856 1096 3910 10172 16,0
Tuk (%) 376 4,14 0,31 3,39 5,28 7,6
Tuk (kg) 376 283 46 153 426 16,2
Bilkoviny (%) 376 3,59 0,18 3,01 4,07 4,9
Bilkoviny (kg) 376 246 39 141 347 15,7
P2:1 375 93,24 9,65 63,00 129,00 10,4
Index stada 374 100,82 15,32 57,00 154,00 15,2
Délka (2. laktace) (den) 345 294 16 240 305 5,4
Dojivost (kg) 345 7633 1228 3681 11138 16,1
Tuk (%) 345 4,10 0,34 3,31 5,40 8,2
Tuk (kg) 345 312 50 122 446 16,1
Bilkoviny (%) 345 3,58 0,18 3,05 4,06 51
Bilkoviny (kg) 345 272 42 134 379 15,3
P2:1 344 84,76 10,71 52,00 131,00 12,6
Index stada 343 100,41 14,99 47,00 137,00 14,9

n = pocet dojnic; X = primer; Sx= smérodatna odchylka; v = variacni koeficient = (Sx/x) x 100
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Tabulka 3.4: Udaje o celodenni mlé&éné uZitkovosti v den odbéru

Ukazatel n X Sx Minimum Maximum Vv (%)
Potadi aktualni laktace 262 1,2 0,6 1,0 50 48,9
Lakta¢ni den 262 183 104 11 609 56,8
Dojivost (kg) 266 21,4 5,8 3,3 35,7 27,2
Tuk (%) 245 4,38 0,78 2,15 8,48 17,7
Bilkoviny (%) 245 3,68 0,30 2,80 4,95 8,1
Laktoza (%) 245 5,15 0,18 4,42 5,51 3,6
Tuk/Bilkoviny 245 1,19 0,20 0,56 2,25 16,6
Tuk/Laktoza 245 0,85 0,16 0,44 1,74 19,1
Pocet somatickych bung¢k (tis./ml) 207 148 199 17 1482 134,1
Mocovina (mg/100 ml) 256 20,5 5,6 9,9 38,1 27,3
Kyselina citronova (%) 253 0,21 0,02 0,15 0,28 11,8
Aceton (mmol/l) 253 0,10 0,07 0,01 0,36 66,0
Kyselina 3-hydroxymaselna (mmol/l) 253 0,03 0,03 0,01 0,20 81,6
Volné mastné kyseliny (mmol/100g tuku) 251 0,93 0,34 0,12 1,97 36,4

n = pocet dojnic; X = primer; Sx= smérodatna odchylka; v = varia¢ni koeficient = (Sx/x) x 100

Data byla ziskana na zakladé kontroly uZitkovosti z laboratofe Ceskomoravské spole¢nosti chovatelt, a.s.
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3.2.1 Genotypizace
Izolace DNA z mléka
Ze vzorki mléka byla izolovana DNA za pouziti automatického analyzatoru
a komeréniho kitu od firmy MagCore®. Pomoci spektrometru byla zméfena kvalita

a mnozstvi izolované DNA.

Polymerazova retézova reakce (Polymerase chain reaction, PCR)
Polymerazova fetézova reakce je enzymaticka metoda vyuzivajici principu replikace
nukleovych kyselin, kterd umoziluje rychlé a snadné namnozeni specifického useku
DNA in vitro za pfitomnosti alespoii jedné kopie dané¢ho useku DNA. Usek izolované
DNA, obsahujici sekvenci genu pro leptin a pro l-acylglycerol-3-fosfat O-
acyltransferazu, byl amplifikovan metodou PCR. Reak¢ni smés pro PCR je sloZena
z komponent vypsanych v tabulkéch 3.5 a 3.7.

Primery byly tvofeny témito sekvencemi:
Primer AGPATG6 F: 5'- CAA GGC GGC GTA GAC AAA-3’
Primer AGPAT62 R: 5'- AGC CCC GTC AGA GGT TCA T-37
Primer LEP F: 5'- GGG AAG GGC AGA AAG ATA G-3°
Primer LEP R: 5'- TGG CAG ACT GTT GAG GAT C-3’
Reakéni smés pro PCR byla namichéna a pipetovana po 25 ul (bez DNA a Taq
polymerazy) do ocislovanych Eppendorf zkumavek. K smési ve zkumavce byla
ptidana ptislusnd DNA (podle ¢isla vzorku). Do pfedem nastaveného termocykleru
byly vlozeny zkumavky. Byla spusténa uvodni denaturace probihajici S min. pti 95 °C.
Ke vzorku byla ptidana Taq polymeraza. Amplifikace molekul DNA je tvofena tfemi
cyklicky se opakujicimi reakcemi. Denaturace trva 60 s pii 95 °C. Annealing neboli
nasedani (navazani) primera probihéd 60 s za sniZené teploty pii 72 °C. Elongace trva
60 s pti 72 °C. Probiha za pfitomnosti enzymu Tag-polymerazy a dalSich nezbytnych
slozek reakéni smési (volnych nukleotidi dNTP, dvojmocnych iontd atd.), po
nasednuti primeril na jednofetézcové molekuly DNA. Pro molekularné biologickou
analyzu bylo zapotiebi provést 35 cyklti. Casovy program jednotlivych kroki je sepsan
Vv tabulkach 3.6 a 3.8. Vysledna DNA (produkt PCR amplifikace) byla detekovana

elektroforézou na 2,5% agar6zovém gelu.
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Tabulka 3.5: SloZeni reakéni smési pro polymorfismus alel v genu AGPAT6 (Citek et al., 2018,
Certifikovana metodika ¢. 1975)

SloZeni smési Objem (pl)
mastermix PPP 5,0
primer F 0,25
primer R 0,25
templatova DNA 1,5
H20 3,5
Celkové mnozstvi 10,5

Tabulka 3.6: Casovy program pro PCR pro polymorfismus alel v genu AGPAT6 (Citek et al.,
2018, Certifikovana metodika ¢. 1975

SloZeni smési Program T (°C) Cas
mastermix PPP 95 5 min.
primer F 95 40s
primer R 58 60 s 35X
templatova DNA 72 90s
H20 72 10 min.
4 pauza

Tabulka 3.7: SloZeni reakéni smési pro polymorfismus C-T na exonu 3 v genu LEP (Citek et al.,
2018, Certifikovana metodika ¢. 1975)

SloZeni smési Objem (pl)
PCR pufr 3,0
MgCl2 (25 mM) 2,0
dNTP’s 3,0
primer F 15
primer R 1,5
Taq polymeraza (1U) 3,0
templatova DNA 2,0
H20 14,0
Celkové mnozstvi 30,0
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Tabulka 3.8: Casovy program pro PCR pro polymorfismus C-T na exonu 3 v genu LEP (Citek
et al., 2018, Certifikovana metodika ¢. 1975)

SloZeni smési Program T (°C)  Cas

PCR pufr 95 5 min.

MgClz (25 mM) 95 455

dNTP’s 53 60s 35x
primer F 72 60 s

primer R 72 5 min.

Taq polymeraza (1U) 15 pauza

Polymorfismus délky restrikénich fragmentu

(Restriction fragment length polymorphisms, RFLP)

Metodou RFLP byly genotypizovany amplifikované vzorky DNA. K 15 pl amplifikatu
(PCR produktu) bylo ptidano 1,7 ul pufru a 1,0 ul (10U) restriktazy Hphl. Tento enzym
ma za ukol rozstépit fetézec DNA v cilové sekvenci (gen pro LEP). Vzorky byly pies noc
vlozeny do inkubatoru pfi teplot¢ 37 °C. Po inkubaci byla vysledna DNA detekovana
elektroforézou na 3% agar6zovém gelu. Pii restrikci vznikly fragmenty M — 331 bp

aW — 311 + 20 bp dlouhé (gen pro LEP).

Fragmentacni analyza ABI 3500 DX

Byl smichan velikostni standard 500-LI1Z 0,5 ul s 11 pl deionizovaného formamidu.
Tato smés byla zvortexovana. Na osmikapilarovém sekvenatoru ABI® 3500 DX
Genetic Analyser Applied Biosystems byl testovan polymorfismus genu AGPAT6 za
pomoci Dye setu G5 a polymeru POP7 s délkou kapilary 50 cm. Do sekvenacnich
desticek byly napipetovany vzorky po 11 pl. Ktémto vzorkiim byl pfidan 1 pl
nafedéné DNA (5 ng/ul). Smés s DNA byla zvortexovana. Denaturace probihala
5 minut pii1 95 °C. Nakonec byla smés 5 minut chlazena na ledu. Pomoci softwaru
GeneMapper (Applied Biosystems) byly zpracovany vysledky fragmentacni analyzy
a byly urceny genotypy genu pro AGPAT6. Vystupem fragmentacni analyzy byly
rozlisené alely lisici se délkou, tj. index polymorfismu na BTA27 g.36198118GGC.
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3.2.2 SloZzeni mléka

Pro analyzu zékladniho slozeni mléka byla zvolena metoda infracervené spektroskopie
ve stfedové oblasti s vyuzitim Fourierovych informaci. Pro tento ucel bylo vyuzito
zatizeni CombiFoss FT+ (Foss Analytical A/S, Denmark) sestavajici z kombinace
ptistrojiit MilkoScan FT+ 76150 a Fossomatic FC 79910. Kapacita tohoto zafizeni

umoziuje zpracovat 500 vzorkl za hodinu.

3.2.3 Stanoveni MK mlééného tuku

Analyza plynovou chromatografii (Gas chromatography, GC)

Plynova chromatografie je separaéni metoda, kdy se od sebe oddéluji slozky ve
vzorku. Analyzy MK referenéni metodou byly provedeny na Katedie aplikované
chemie ZF JU. Vzorky mléka pro analyzy byly nejdiive lyofilizovany a po extrakci
tuku petroletherem pfevedeny na methylestery MK.

Lyofilizace materialua

Vzorek mléka (30 ml) byl umistén do 150 ml kadinky a zmrazen pfi teploté —18 °C.
Nasledovala lyofilizace po dobu 48 hodin pfi teploté —46 °C a tlaku 0,07 mbar. Pro
lyofilizaci byl pouzit pfistroj Alpha 1-4 LD (Christ, Némecko). Lyofilizovany
materidl byl pfeveden do plastovych vzorkovnic a uchovavan pii —18 °C do vlastni

analyzy.

Extrakce tuku

Ke vzorku 0,15 g lyofilizovaného mléka ve zkumavce objemu 8 ml bylo pfidano 3 ml
petroletheru. Vialky byly umistény pti laboratorni teploté do tfepacky na tii hodiny.
Po sedimentaci byl petroletherovy extrakt pfimo pouzit k derivatizaci.

5 g lyofilizovaného krmiva bylo extrahovano 10 ml petroletheru 24 hodiny pfi
laboratorni teploté za stalého tfepani ve vialce objemu 40 ml. Extrahovand smés byla
po usazeni filtrovana ptes papirovy filtr za snizené¢ho tlaku, zbytek byl proplachnut
5 ml petroletheru a opét filtrovan, filtraty byly dale zpracovavany spole¢né. Z filtratu
byl pfi teploté 60 °C odpaten petrolether v ochranné dusikové atmosféte, ze zbylého
tuku bylo odvéazeno cca 5 mg, rozpusténo v 1 ml petroletheru a tento roztok byl pouzit

k derivatizaci.
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Derivatizace MK

MK byly prevedeny na methylestery reesterifikaci petroletherového extraktu tuku
methanolovym roztokem hydroxidu draselného. K 1 ml petroletherového extraktu
mléka bylo piidano 200 pl roztoku KOH v methanolu (2 mol/l) a smés byla zahtivana
2 min. ve vodni lazni o teploté 60 °C. Do vychlazené smési bylo pfidano 400 ul HCI1
v methanolu (1 mol/l) k neutralizaci KOH a 1 ml petroletheru. K analyze plynovou

chromatografii byl odebiran 1 pl petroletherového roztoku.

Stanoveni MK

Stanoveni MK bylo provedeno na pfistroji Varian 3800 dle piredepsanych parametrii
(viz tabulka 3.9). Kvantifikace zastoupeni MK v mlééném tuku byla ur¢ena z poméru
ploch pikil jednotlivych methylestert MK k celkové ploSe jejich pika. Korekce na
odezvu detektoru a diskriminaci pii nastiiku byla provedena pomoci kvantitativnich
standardd. Identifikace jednotlivych methylestert MK byla provedena pomoci
kvalitativnich standardii firmy Supelco (USA) a hmotnostniho detektoru 4000 MS

firmy Varian v rezimu chemické i elektronové ionizace.

Tabulka 3.9: Parametry chromatografické analyzy

Parametr Hodnota
Kolona SelectFAME (Varian), 60 m/0,25 mm
Detektor FID (plamenove ionizac¢ni)
Teplota: 55°C -5 min., 40 °C /min. —170 °C,
- kolona 2 °C /min. —196 °C, 10 °C /min. 210 °C — 8 min
- injektor 250 °C
- detektor 250 °C
Nosny plyn helium
Pratok helia 1,8 mi/min.
Nastiik 1 pl, split 10
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3.3 Statistické vyhodnoceni dat

Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit program Statistica (StatSoft CR s.r.0.) a déle

Microsoft Office Excel.

Genotypové a alelové frekvence byly vypocitany pro celkovou populaci dojnic

a poté jednotlivé podle plemene. Za pomoci chi-kvadrat testu () bylo stanoveno, zda

se celkova populace a populace sledovanych plemen nachazi v Hardy-Weinbergove

rovnovaze (HWE, Hardy-Weinberg equilibrium).
Sledovanymi zavislymi proménnymi byly:

1) Ukazatelé mlécné uzitkovosti dojnic na prvni, resp. druhé laktaci — délka laktace
ve dnech, produkce mléka (kg), produkce tuku (kg), produkce bilkovin (kg),
primérny obsah tuku (%) a primérny obsah bilkovin (%)

2) Vybrané ukazatelé kvality mléka v mlééném tuku (%) v den odbéru mléka: poradi
aktudlni laktace, lakta¢ni den, celodenni dojivost (kg), tuk (%), bilkoviny (%),
laktoza (%)

3) Zastoupeni vybranych MK a jejich skupin v mlééném tuku (%) v den odbéru
mléka: nasycené MK; monoenové nenasycené MK v cis konfiguraci; trans
izomery nenasycenych MK; polyenové nenasycené MK; MK s kratkym fetézcem;
MK se sttednim fetézcem; MK s dlouhym fetézcem; SFA = C4:0, C6:0, C8:0,
C10:0,C12:0,C14:0, C16:0, C18:0; MUFA = C16:1n-7 (cis-9), C17:1n-7 (cis-10),
C18:1n-7 (trans-11), C18:1n-9 (cis-9), C18:1n-7 (cis-11); PUFA = C18:2n-6 (cis-
9, cis-12), C18:3n-3 (all cis-9,12,15), C18:2 (cis-9, trans-11); TFA = C18:1n-7
(trans-11), C18:2 (cis-9, trans-11)

U souboru byly vyhodnoceny ptedpoklady pro uziti parametrickych metod
(normalita dat, homogenita rozptyld). Pro analyzu nezéavislé proménné
(polymorfismus pftislusného genu) byla pouzita jednofaktorova analyza rozptylu
(ANOVA), k naslednému porovnani (post-hoc testy) ve skupinach byl pouzit Fisherav
LSD test. Statistickd vyznamnost byla vyhodnocena pii obvyklych hladinach
vyznamnosti (p<0,05; 0,01; 0,001).
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4 Vysledky a diskuse

Vysledky jsou rozdéleny do tii podkapitol. V prvni kapitole jsou shrnuty cetnosti
polymorfismt gentt AGPAT6 a LEP. Druha kapitola pojedna o mlécné uzitkovosti
dojnic ¢eského strakatého plemene a jejich kiizenek na 1. a 2. laktaci v zavislosti na
polymorfismech geni AGPAT6 a LEP. Ve tieti kapitole jsou shrnuty vysledky
naméfenych vybranych ukazateld kvality mléka a zastoupeni MK u dojnic ¢eského
strakatého plemene a kiiZzenek v den odbéru Vv zavislosti na polymorfismech gent

AGPATG6 a LEP.

4.1 Cetnosti polymorfismu ve vybraném souboru dojnic &eského
strakatého plemene a jejich kiizenek

Celkem bylo genotypizovano 400 dojnic. Z celkového poctu bylo 259 dojnic ¢eského

strakatého plemene a 141 dojnic bylo kiiZzenkami ¢eského strakatého skotu s jinym

plemenem. Z vybérového souboru byl zmapovan genotyp kazdé dojnice a byla urcena

celkova frekvence v ramci sledovanych populaci. Déle byla dopocitana alelova

frekvence.

4.1.1 Cetnosti polymorfismu AGPAT6

Pfi pozorovéani genotypovych Cetnosti mezi dojnicemi ceského strakatého skotu,
ktizenek a celé populace nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily. Polymorfismus
genu AGPAT6 byl zjistén celkem u 390 dojnic Ceského strakatého skotu a jejich
ktizenek. Dojnic s genotypem CC bylo 88, s genotypem CT 289 a s genotypem TT 13.
Pro celkovou populaci byla stanovena genotypova frekvence 0,226 pro genotyp CC,
0,741 pro CT a 0,033 pro TT (tabulka 4.1). Alelova frekvence ¢inila 0,596 pro alelu C
a 0,404 pro alelu T.

Populace ¢eského strakatého skotu byla zastoupena v poétu 251 dojnic. Z tohoto
poctu byla zjisténa genotypova frekvence 0,231 pro genotyp CC, 0,737 pro CT a 0,032
pro TT. Ve studii Deniz et al. (2020) byla také pozorovana genotypova frekvence
ceského strakatého skotu. V této studii dosli autofi k odliSnému zavéru. Nejcetné;si
genotypova frekvence (0,58) byla pro genotyp CC, mnohem nizsi (0,34) pak pro CT
a 0,08 pro TT a alelova frekvence piedstavovala pomér 0,75 C a 0,25 T. K odlisnému
vysledku autofi patrné dospéli proto, ze pozorovali velmi malou skupinu dojnic

(n =50).
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V ptipad¢ kiizenek byl zjistén polymorfismus u 139 z nich. Genotypova frekvence
ptredstavovala 0,216 pro genotyp CC, 0,748 pro CT a 0,036 pro TT (graf 4.1). Dale
byla urcena alelova frekvence pro alelu C 0,590 a pro alelu T 0,410 (graf 4.2).

Pomoci chi-kvadrat testu (%) bylo stanoveno, zdali se pozorovana populace dojnic
nachdzi v HWE. HWE byla vypocitdna pro cely soubor, pro populaci ceského
strakatého skotu a pro populaci kiizenek. Hodnota chi-kvadrat testu byla vys$si nez
kriticka hodnota, coz ukazuje, ze populace nebyla v genu pro AGPAT6 v genetické
rovnovaze, a to jak celd populace, tak dojnice ¢eského strakatého skotu a kiizenky.

Pfi porovnani genotypovych Cetnosti mezi plemeny byla zjisténa vyznamnost na
hladiné p>0,05.

Ve studii He et al. (2011) genotypizovali plemena Xinong Sannen a Guanzhong
a dosli k zavéru, Ze dominantni genotypovou frekvenci byl genotyp CC. | u alelovych
frekvenci byla zjisténa pievaha alely C (0,793) nad T (0,207). Také Upadhyay et al.
(2019) urcili genotypovou a alelovou frekvenci u plemene Karan Fries (KF)
s ptevahou pro genotyp TT. Z vysledku chi-kvadrat testu ur¢ili, Ze populace KF byla
v HWE. U obou studii Slo o odliSnd plemena, a to je nejspiSe divodem, proc
pozorovali jiny dominantni genotyp.

Tabulka 4.1: Genotypové a alelové frekvence AGPAT6 v ramci jednotlivych populaci dojnic
ceského strakatého skotu

Genotypova frekvence Alelova
frekvence i
CcC CT 1T C T

*kk

Celé populace (n = 390) 0,226 0,741 0,033 0,596 0,404 29,05
Cesky  strakaty  skot 0,231 0,737 0,032 0,600 0,400 28,62
(n=251)

Kfizenky sc¢eskym 0,216 0,748 0,036 0590 0,410 29,86
strakatym skotem (n = 139)
p 0,9267
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Graf 4.1: Genotypova frekvence AGPAT6 v ramci jednotlivych populaci dojnic
¢eského strakatého skotu
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Graf 4.2: Alelova frekvence AGPAT6 v ramci jednotlivych populaci dojnic
ceského strakatého skotu

Dale byl sledovan polymorfismus AGPAT6 u jednotlivych chovi. Souhrn vSech
genotypovych a alelovych frekvenci AGPAT6 v ramci chovil je vypsan v tabulce 4.2
a graficky znazornén v grafech 4.3 a 4.4.

V chovu A byla zastoupena genotypova frekvence 0,313 pro genotyp CC, 0,688
pro genotyp CT agenotyp TT se v tomto chovu viibec nevyskytoval. Alelova frekvence

pak byla dopocitana v poméru 0,656 pro alelu C a 0,344 pro alelu T. Chov B se
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vyznacoval alelovou frekvenci 0,618 pro alelu C a 0,382 pro alelu T. Pro chov C byly
alelové frekvence 0,577 pro alelu C a 0,423 alelu T. U populace dojnic v chovu D byla
uréena alelova frekvence 0,612 pro alelu C a 0,388 pro alelu T.

Pro v8echny chovy byly stanoveny hodnoty chi-kvadrat testu. V chovech A, Ca D
nebyla populace v HWE. Rozdily v genotypech mezi jednotlivymi chovy byly na
hladin¢ vyznamnosti p<0,01. Pouze u chovu B (Prazak) byl rozdil v pozorovanych
a oc¢ekavanych genotypech vyznamny na hladin¢ vyznamnosti p<0,05.

Pfi porovnani genotypovych cetnosti mezi chovy byla zjisténa vyznamnost na

hlading p<0,05.

Tabulka 4.2: Genotypové a alelové frekvence AGPAT6 v ramci sledovanych chovii

Genotypova frekvence Alelova frekvence

CcC CT T C T h

ChovA(n=16) 0313 0688 0000 0,656 0,344 2744
ChovB(n=76) 0316 0605 0079 0618 0,382 7,98"
ChovC(n=213) 0,183 0,789 0028 0,577 0423 37,98
ChovD (n=85) 0235 0,753 0012 0,612 0388 34,23
P 0,0267"

0,789

0,753
0,688
0,605
0,313 0,316
0,235
0,183
0,079 I
0,028
0,000 ’ 0,012
[] — -
Chov A Chov B Chov C Chov D

MCC mCT mTT

Graf 4.3: Genotypova frekvence AGPAT6 v ramci sledovanych chovi
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Graf 4.4: Alelova frekvence AGPAT6 v ramci sledovanych chovi

4.1.2 Cetnosti polymorfismu LEP

Polymorfismus LEP byl zmapovan pouze u 336 dojnic. Genotyp MM mélo 251 dojnic,
genotyp MW 72 dojnic a genotyp WW 13 dojnic. Z celkové sledované populace dojnic
byla genotypova frekvence 0,747 pro genotyp MM, 0,214 pro genotyp MW a 0,039 pro
genotyp WW (tabulka 4.3). Ve vSech sledovanych skupinach dominoval genotyp MM.
Tyto udaje jsou graficky znazornény v grafu 4.5. Alelova frekvence pro alelu M ¢inila
0,854 a pro alelu W 0,146 (graf 4.6).

Pro populaci ¢eského strakatého skotu byla zjisténa genotypova frekvence 0,714
MM, 0,240 MW a 0,046 WW. Alelova frekvence pak byla 0,834 pro alelu M a 0,166
pro alelu W. Cenna je pro porovnani studie Je¢minkova et al. (2016), ve které autofi
genotypizovali polymorfismus Ceského strakatého skotu a zjistili velmi podobné
genotypové frekvence, a to 0,626 pro MM, 0,305 pro MW a 0,069 pro WW. Alelova
frekvence ve studii byla opét velmi podobna: 0,778 pro alelu M a 0,222 pro alelu W.

V populaci kiizeného skotu predstavovala genotypova frekvence pro genotyp MM
0,807, pro MW 0,168 a pro WW 0,025. Alelova frekvence vykazovala podobny trend
jako v populaci ¢eského strakatého skotu a byly zjistény hodnoty 0,891 pro alelu M
a 0,109 pro alelu W.

Hodnota chi-kvadrat testu pro celkovy soubor 336 dojnic byla 1,96, pro populaci
ceského strakatého skotu 1,80 a pro populaci kiiZzenek 1,86. Rozdily v pozorovanych

a oc¢ekéavanych genotypovych Cetnostech nejsou vyznamné, populace jsou v HWE.
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Porovnanim genotypovych cetnosti mezi plemeny byla zjisténa hladina
vyznamnosti p>0,05, tj. rozdily nebyly statisticky vyznamné.

Kala et al. (2017) také genotypizovali dojnice Ceského strakatého plemene
a dospéli ke stejnému pomeérnému zastoupeni MM 0,714 %, MW 0,241 % a WW 0,045
%. Alelova frekvence M (0,835 %) a W (0,165 %) byla rovnéz stejna. Podobné
vysledky uvadéji i dalsi autofi. Napiiklad Silva et al. (2014) u plemene Nellore, kde
genotypova frekvence byla 0,70; 0,30 a 0,00. Alelova frekvence M a W byla v této
studii zjisténa 0,85 a 0,15. Tento pomér se prakticky rovna zde zjisténému alelovému
pomeéru celé populace. Dalsim piikladem jsou Almeida et al. (2003), kteti pozorovali
100 dojnic s polymorfismem genu LEP Hphl a zjistili alelové ¢etnosti 0,85 resp. 0,15
u kiizencti Aberdeen Angus a Nelore. Také ve studii Trakovické et al. (2013) zjistili
autofi genotypové a alelové frekvence u slovenského strakatého a pinzgavského skotu
v podobnych pomérech. Javanmard et al. (2010) také pozorovali genotypovou
a alelovou frekvenci u Ctyt iranskych plemen skotu. Kulig et al. (2009) pozorovali
dojnice plemene Jersey a zjistili genotypovou frekvenci MM 0,52, MW 0,40 a WW
0,08. Frekvence alel byla M 0,72 a W 0,28. Jiny druh plemene zde hral roli a vysledky

byly od vysledkt zjisténych v této diplomové praci odlisné.

Tabulka 4.3: Genotypové a alelové frekvence LEP v ramci jednotlivych populaci dojnic ¢eského
strakatého skotu

Genotypova frekvence Alelova
frekvence a

MM MW wWw M W
Celéd populace (n=336) 0,747 0,214 0,039 0,854 0,146 1,96
Cesky strakaty skot 0,714 0,240 0,046 0,834 0,166 1,80
(n=217)
Kftizenky (n=119) 0,807 0,168 0,025 0,891 0,109 1,86
p 0,1669
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Graf 4.5: Genotypova frekvence LEP v ramci jednotlivych populaci dojnic
¢eského strakatého skotu
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Graf 4.6: Alelova frekvence LEP v ramci jednotlivych populaci dojnic
ceského strakatého skotu

Polymorfismus LEP byl také sledovan vramci jednotlivych chovl, udaje
0 genotypové a alelové frekvenci jsou shrnuty v tabulce 4.4 a grafech 4.7 a 4.8.
Genotypové frekvence genotypu WW byly ve vSech chovech zastoupeny ve velmi
nizkém poméru. Alelova frekvence pro chov A predstavovala 0,971 pro alelu M
a 0,029 pro alelu W. Pro chov B byla alelova frekvence 0,864 pro alelu M a 0,136 pro
alelu W. Alelova frekvence pro chov C byla v poméru 0,840 pro alelu M a 0,160 pro
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alelu W. Chov D se vyznacoval alelovymi frekvencemi 0,851 pro alelu M a 0,149 pro

alelu W.

Pro vSechny chovy byly stanoveny hodnoty chi-kvadrat testu. Populace v chovech

A, B a D pro dany lokus byla v HWE. Mezi pozorovanymi a o¢ekavanymi cetnostmi

genotypu v jednotlivych chovech nebyly vyznamné rozdily. Pouze u chovu C (Sedlec)

byl pozorovan rozdil v genotypech na hladin¢ vyznamnosti p<0,05. Vychyleni

z genetické rovnovahy se obvykle interpretuje jako dasledek probihajici selekce ve

prospéch urcitého genotypu, roli v§ak mohou hrat i dalsi vlivy.

Pii porovnani genotypovych cetnosti mezi chovy nebyly zjistény statisticky

vyznamné rozdily (p>0,05).

Tabulka 4.4: Genotypové a alelové frekvence LEP v ramci sledovanych chovi

2

Genotypova frekvence Alelova frekvence X
MM MW  WW M W
Chov A (n=17) 0,941 0,059 0,000 0,971 0,029 0,09
Chov B (n =70) 0,743 0,243 0,014 0,864 0,136 0,12
ChovC(n=162) 0,735 0,210 0,056 0,840 0,160 4,89
Chov D (n =87) 0,736 0,230 0,034 0,851 0,149 0,91
P 0,4042
0,941
0,743 0,735 0,736
0,243 0,210 0,230
0,059 0,056 0,034
0,000 024 . -
Chov A Chov B Chov C Chov D

aMM mMW B WW

Graf 4.7: Genotypova frekvence LEP v ramci sledovanych chovii
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Graf 4.8: Alelova frekvence LEP v ramci sledovanych chovi

4.2 Asociaéni analyza mlécné uzitkovosti dojnic ceského strakatého
plemene a jejich kiizenek na 1. a 2. laktaci

4.2.1 Analyza mlécné uzitkovosti v zavislosti na polymorfismu genu AGPAT6
Gen pro AGPATG6 lze povazovat za kandidatni gen pro regulaci produkce tuku
a celkového slozeni mléka (He et al., 2011). ZvySenim genové exprese genu AGPAT6
dojde k odpovidajicimu zvyseni mnozstvi enzymu AGPAT6, coz ma za nasledek
zvySeni TAG v mléce (Littlejohn et al., 2014). Vzhledem k vlastnostem genu pro
AGPAT6 byl pozorovan vliv polymorfismu AGPAT6 na mlécnou uZitkovost ve
sledovaném stad¢ dojnic.

V celé populaci, jak u cistokrevnych dojnic ¢eského strakatého skotu, tak
kiiZzenek, byla srovnavadna mlécna uZzitkovost dosaZend na 1. a 2. laktaci. Do této
analyzy bylo zapojeno na 1. laktaci 366 dojnic a v prub¢hu 2. laktace 335 dojnic (viz

tabulka 4.5). Primérna délka 1. a 2. laktace je graficky znazornéna v grafu 4.9.
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Graf 4.9: Délka 1. a 2. laktace (den) v zavislosti na polymorfismu pro gen AGPAT6

Béhem 1. laktace byla prokazana u dojnic genotypu TT nejvyssi dojivost, a to 7027 kg.
Dojivost genotypu CC a CT je velmi obdobna, tj. 6828 kg, resp. 6872 kg.

Dojivost béhem 2. laktace byla v porovnani s 1. laktaci (graf 4.10) o 773 kg vyssi.
Béhem 2. laktace vSak doslo k opacnému trendu mlécné uzitkovosti oproti 1. laktaci,
kdy nejvyssi nddoj byl pozorovan u genotypu CC s hodnotou 7638 kg. Rozdil mezi
genotypem CT a TT byl pouze 60 kg. Celkove by se dalo z grafu usuzovat, ze béhem
1. laktace ma vyssi mlécnou uzitkovost genotyp TT a béhem 2. laktace genotyp CC.

Mezi jednotlivymi genotypy nebyly zjistény ani béhem 1. a ani béhem 2. laktace
statisticky vyznamné rozdily. Ke stejnému zavéru, tj. ke genotypové nezavislosti,
dospéli i Upadhyay et al. (2019). Ti sice pozorovali dojnice plemene Karan Fries,
avSak ani u tohoto plemene nebyl prokazan vliv genotypu na plemennou hodnotu

produkce mléka v kg (dojivost).
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Graf 4.10: Dojivost (kg) za 1. a 2. laktaci v zavislosti na polymorfismu pro gen AGPAT6

Za celou 1. laktaci byla prokézana nejvyssi produkce mlééného tuku u genotypu TT
s mnozstvim 290 kg. Jak u heterozygotniho genotypu CT s mnozstvim 285 kg, tak
u homozygotniho genotypu s mnozstvim 282 kg mlééného tuku, nebyl pozorovan
markantni rozdil v porovnani s genotypem TT. Mezi genotypy nebyly statisticky
vyznamné rozdily (p>0,05).

Ve 2. laktaci byla, stejné jako v dojivosti, patrna vyssi produkce tuku
U homozygotniho genotypu CC. O nepatrné mnozstvi (2 kg) byla zjist€éna nizsi
byla uhomozygotnich jedinci TT (304 Kg). Stejné jako u ptedeslého ukazatele
(dojivosti) lze pozorovat nepiimou uméru v produkci tuku v pribéhu pozorovanych
laktaci (viz graf 4.11). Hladina vyznamnosti byla p>0,05, a proto je vliv genotypu na
produkeci tuku statisticky nevyznamny.

Autofi Upadhyay et al. (2019) pozorovali polymorfismus genu pro AGPATS,
avSak U plemene Karan Fries. V jejich pozorované skupiné dojnic se plemenna

hodnota produkce tuku také vyznamné nelisila s ohledem na rizné genotypy.
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Graf 4.11: Produkce tuku (kg) za 1. a 2. laktaci v zavislosti na polymorfismu pro gen AGPAT6

V obdobi 1. laktace je z grafu 4.12 vidét jednoznaéné nejvyssi produkce bilkovin pro
genotyp TT (257 kg). Genotypy CC a CT vykazovaly niz$i produkci bilkovin, oproti
genotypu TT, avSak vzajemné byly hodnoty téméf rovnocenné, s rozdilem 1 kg. Mezi
genotypy nebyl statisticky vyznamny rozdil (p>0,05).

Produkce bilkovin v obdobi 2. laktace byla velmi obdobné pro vS§echny genotypy.
Pro genotypy CT a TT bylo naméfené mnozstvi 270 kg bilkovin. O 2 kg vice byla
zjisténa produkce bilkovin pro genotyp CC. Lze tedy konstatovat, ze genotyp na

produkeci bilkovin ve druhé laktaci nemél vliv.

Produkce bilkovin (kg)

300 272
245 246

270 257 270

250
200
150
100

50
cc cT T
1. laktace 2. laktace

Graf 4.12: Produkce bilkovin (kg) za 1. a 2. laktaci v zavislosti na polymorfismu
pro gen AGPAT6
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Minimalni rozdily v uvedené celkové produkci tuku a bilkovin dokladaji i nepfilis
vysoké rozdily v procentudlnich obsazich tuku a bilkovin. Napiiklad v obsahu tuku
vykazovaly genotypy CC a CT stejné hodnoty (4,14 %) a u genotypu TT byl obsah
tuku 4,12 %.

Na 2. laktaci byly zjistény niz§i obsahy u vSech genotypu (graf 4.13). Lze
konstatovat, ze genotypy vykazovaly v obdobi 1. i 2. laktace stejny trend.

Upadhyay et al. (2019) také namé&fili u dojnic plemene Karan Fries srovnatelny
obsah tuku u genotypi CT a CC a stejn¢ tak nizS§i procento tuku u dojnic

s genotypem TT.
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Graf 4.13: Obsah tuku (%) na 1. a 2. laktaci v zavislosti na polymorfismu pro gen AGPAT6

Jednozna¢né nejvyssi obsah bilkovin v obdobi 1. laktace vykazoval genotyp TT
(3,66 %). U genotypu CT byl naméfen stejny obsah bilkovin v obou laktacich
(3,58 %). Také genotyp CC vykazoval podobny trend. AvSak v obdobi 1. laktace byl
naméfen u genotypu CC vyssi obsah bilkovin (3,59 %). Genotyp ve 2. laktaci nem¢l
az tak vyznamny vliv na obsah bilkovin (graf 4.14).

Sledované parametry mlécné uzitkovosti zjisténé pro 1. a 2. laktaci nebyly
polymorfismem pro gen AGPAT6 ovlivnény, nebot’ rozdily mezi genotypy jsou

statisticky nevyznamné.
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Graf 4.14: Obsah bilkovin (%) na 1. a 2. laktaci v zavislesti na polymorfismu pro gen AGPAT6
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Tabulka 4.5: Vliv polymorfismu genu AGPAT6 na parametry mlééné uzitkovosti béhem 1. a 2. laktace

Genotyp n Délka laktace Dojivost (kg) Tuk (%) Tuk (kg) Bilkoviny (%) Bilkoviny (kg)
AGPAT6 X Sx X Sx X Sx X Sx X Sx X Sx
1. laktace

CcC 267 295 15 6828 1104 4,14 0,31 282 44 3,59 0,17 245 39
CT 87 295 14 6872 1066 4,14 0,33 285 50 3,58 0,18 246 38
1T 12 298 13 7027 1333 4,12 0,38 290 62 3,66 0,22 257 48
Celkem 366 295 15 6845 1100 4,14 0,32 283 46 3,59 0,17 245 39
p 0,7128 0,8008 0,9643 0,7400 0,3390 0,5827

2. laktace

CcC 243 293 16 7638 1254 4,10 0,34 312 51 3,57 0,18 272 43
CT 81 293 16 7572 1179 411 0,33 310 49 3,58 0,19 270 39
T 11 300 7 7512 938 4,04 0,36 304 52 3,59 0,18 270 38
Celkem 335 294 16 7618 1225 4,10 0,34 312 50 3,58 0,18 272 42
p 0,4141 0,8775 0,8117 0,8462 0,9338 0,9256

n = pocet dojnic; X = primér; Sx = smérodatna odchylka; p = hladina vyznamnosti

50



4.2.2 Analyza mlééné uzitkovosti v zavislosti na polymorfismu genu LEP
Leptin ma v téle skotu za ukol regulovat obsah tuku. Gen kodujici LEP je potencialni
kandidatni gen pro regulaci poméru tukové tkané a libové svaloviny u skotu. Genotyp
LEP muze mit také vliv na zastoupeni monoenovych nenasycenych MK, Kyseliny
stearové, olejové a myristoolejové (Orru et al., 2011).

Byl pozorovan polymorfismus genu pro leptin a jeho zavislost na mléénou
uzitkovost. V 1. laktaci bylo z celého stada zapojeno do tohoto pozorovani 320 dojnic
a v prib¢hu 2. laktace 292 dojnic (viz tabulka 4.6).

U dojnic s genotypem MW trvala 1. laktace 293 dni a u dojnic s genotypem MM
295 dni. Nejdelsi (297 dnit) 1. laktaci mély dojnice s genotypem WW.

Dojnice s genotypem WW mély také nejdelsi 2. laktaci ze vSech genotypl
(296 dnu). Jediny genotyp WW se nachazel v obou laktacich nad celkovym primérem
295 dni (viz graf 4.15).

Autofi Kala et al. (2017) dospéli k odlisnym vysledkiim. Studovali dojnice
Ceského strakatého a holstynského plemene a kiizenky, ale délka laktace (295 dnu)
byla nejdelsi u dojnic s genotypem MM. Naopak dojnice s genotypem WW mély
laktaci nejkratsi (284 dnt). Mozna pravé odlisnost plemen Vv délce laktace zde hrala

roli.
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Graf 4.15: Délka 1. a 2. laktace (den) v zavislosti na polymorfismu pro gen LEP

Dal8im pozorovanym parametrem byla dojivost, kterd byla vyssi béhem 2. laktace pro

vSechny genotypy. V obdobi 1. laktace byla primérna dojivost pro genotyp MM
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6837 kg a MW 6864 kg, tedy velmi obdobna. Rozdil byl pouze 27 kg (relativni
s genotypem MW ¢inil rozdil 210 kg (3,06 %).

V obdobi 2. laktace (opét s nepatrnym rozdilem) byla dojivost pro genotyp MW
nejvyssi. Genotyp MM oproti genotypu MW vykazoval nizsi dojivost o 47 kg. Propad
je opét vidét u genotypu WW s nadojem 7301 kg a rozdilem 385 kg oproti genotypu
MW. Celkov¢ Ize tedy fici, Ze v obou pozorovanych laktacich byla prokazana nejvyssi
dojivost u genotypu MW (viz graf 4.16).

Kala et al. (2017) také pozorovali dojivost u dojnic ceského strakatého
a holstynského plemene a kiizenek, ale jako piiznivy zjistili genotyp MM s nejvys$Sim
nadojem 7989 kg. Opét nejnizsi dojivost byla pozorovana u genotypu WW. Naopak
Kulig et al. (2009) zjistili u dojnic plemene Jersey také nejvyssi dojivost za laktaci

u genotypu MW 4589 kg, stejné tak jako v této diplomové praci.
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Graf 4.16: Dojivost (kg) za 1. a 2. laktaci v zavislosti na polymorfismu pro gen LEP

Za obdobi 1. laktace byla produkce tuku pro genotyp MM a MW stejna (283 kg). Jak
Ize z grafu 4.17 vy¢ist, u genotypu WW byla naméiena o 12 kg (tj. 0 —4,24 %) nizsi
produkce tuku.

V obdobi 2. laktace vykazovala produkce tuku stejny trend jako pii 1. laktaci.
Témét stejné mnozstvi mlééného tuku bylo zjisténo jak pro genotyp MW, tak pro
genotyp MM, kde byl rozdil pouze 1 kg. Pro genotyp WW byla zjisténa produkce
mlééného tuku o 19 kg (tj. 0 6,07 %) nizsi oproti genotypu MW. Jak genotyp MM, tak

MW vykazovaly rovnocennou produkci mlééného tuku.
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Kulig et al. (2009) namétili u genotypt MM, MW a WW ve stejném potadi, tedy
257 kg, 262 kg a 247 kg tuku. I kdyZ pozorovali dojnice plemene Jersey, statisticky
vyznamny rozdil byl pozorovan pouze u genotypu WW, stejné jako v této diplomové
praci. Mnohem vyssi produkci tuku béhem celé laktace zjistili Kala et al. (2017)
u genotypu MM (327,9 kg), coz bylo pravdépodobné zpiisobeno sledovanou skupinou
dojnic, kde kromé ceského strakatého skotu byly i dojnice holStynského plemene
s vyS88i uzitkovosti za laktaci. Opét nejnizsi produkei tuku (311,2 kg) zjistili autofi
u dojnic s genotypem WW.
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Graf 4.17: Produkce tuku (kg) za 1. a 2. laktaci v zavislosti na polymorfismu pro gen LEP

V produkei bilkovin byly vSechny genotypy v obdobi 1. laktace viceméné rovnocenné.
Genotyp MM vykazoval nizsi hodnoty (pouze o 1 kg) oproti genotypu MW a genotyp
WW o 6 kg oproti genotypu MW.

Velmi podobnych vysledkt, avSak v priméru s vys$§imi hodnotami, bylo
dosazeno v produkci bilkovin v obdobi 2. laktace. Produkce bilkovin byla
U homozygotnich genotyptt MM a WW ve stejném poradi 271 kg a 265 kg, tj. 0 3 kg
resp. 0 9 kg méné oproti heterozygotnimu genotypu MW. Opét, stejné jako
U pozorovanych parametru dojivosti a produkce mlé¢ného tuku, byla prokazana vyssi
produkce bilkovin u genotyptt MM a MW bé&hem obou laktaci, s nepatrnou pievahou
heterozygotniho genotypu MW (viz graf 4.18).

Kulig et al. (2009) naméfili produkci bilkovin 181 kg u genotypt MM i MW

augenotypu WW 173 kg. Pozorovali dojnice plemene Jersey, proto zjistili nizsi
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hodnoty tohoto ukazatele. Hlavni informaci je, ze u genotypu WW také naméfili
nejnizsi produkei bilkovin, stejné jako v této diplomové praci. VIiv polymorfismu LEP
na obsah bilkovin pozorovali téz Kala et al. (2017). V této studii byla nejvyssi
produkce bilkovin (272,7 kg) u genotypu MM. Autofi ve své praci prokazali vliv
tohoto polymorfismu na produkci bilkovin, protoze rozdily v obsazich bilkovin mezi
genotypy byly statisticky vyznamné (p<0,05). Divody lze spatfovat, jak uz bylo

uvedeno vyse, v odlisné skladb¢ plemen.
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Graf 4.18: Produkce bilkovin (kg) za 1. a 2. laktaci v zavislosti na polymorfismu pro gen LEP

Mlécny tuk, jakoZto dalSi parametr mléc¢né uzitkovosti, byl nejvyssi u genotypu MM
(4,16 %). Genotyp MW pak vykazoval obsah tuku 4,13 % a genotyp WW 4,08 %.
Zajimavosti je celkoveé vyssi obsah mlécného tuku ve vSech genotypech v obdobi
1. laktace, ale tato skutecnost koresponduje s niz§i produkci mléka (dojivosti) za
laktaci.

Stejny trend byl pozorovan i béhem 2. laktace. Obsah tuku u dojnic s genotypem
WW byl nejnizsi, tj. 4 %. Naopak nejvyssi obsah tuku (4,1 %) vykazoval genotyp MM.
Velmi nepatrny rozdil 0,02 % byl zjistén u heterozygotniho genotypu MW. Genotyp
MM vykazoval nejvyssi obsah mlééného tuku v obou laktacich (graf 4.19).

Kulig et al. (2009) pozorovali dojnice plemene Jersey. Nejvyssi procento tuku
bylo naméfeno u genotypu MW (5,74 %). Homozygotni genotypy MM a WW
vykazovaly 5,64 % a 5,62 % tuku. Celkové vy$si namétena hodnota je piipisovana
odliSnosti plemene, ale i tito autofi (stejné jako v této diplomové praci) neprokazali

v obsahu tuku v mléce statisticky vyznamny rozdil mezi genotypy.
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Graf 4.19: Obsah tuku (%) na 1. a 2. laktaci v zavislosti na polymorfismu pro gen LEP

Obsah bilkovin byl v pribéhu 1. laktace nejvyssi (3,6 %) u dojnic s genotypem WW
a stejné tomu bylo i u 2. laktace (3,63 %). U dojnic genotypu MW, resp. MM byl zjistén
obsah bilkovin 3,58 %, resp. 3,56 %, tj. o 0,05 %, resp. o 0,07 % mén¢ oproti
homozygotnimu genotypu WW.

Zajimavy je opacny trend u genotypu MM, kde béhem 2. laktace byl naméfen nizsi

v

obsah bilkovin oproti 1. laktaci. Obsah bilkovin byl celkové nejpiiznivéjsi u genotypu
WW, a to jak v obdobi 1., tak 2. laktace (viz graf 4.20).

Hodnoty statistické vyznamnosti (p>0,05) u vSech parametri mlé¢né uzitkovosti
dokladaji, Ze ani u tohoto genu nebyly potvrzeny mezi genotypy statisticky vyznamné

rozdily.
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Graf 4.20: Obsah bilkevin (%) na 1. a 2. laktaci v zavislosti na polymorfismu pro gen LEP
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Tabulka 4.6: Vliv genotypu LEP na parametry mlééné uzitkovosti béhem 1. a 2. laktace

Genotyp n Délka laktace Dojivost (kg) Tuk (%) Tuk (kg) Bilkoviny (%) Bilkoviny (kg)
LEP X Sx X Sx X Sx X Sx X Sx X Sx
1. laktace

MM 240 295 14,81 6837  1138,57 4,16 0,31 283 47,1 3,58 0,18 244 40,23
MW 68 293 1486 6864 955,21 4,13 0,35 283 42,93 3,57 0,18 245 33,45
Ww 12 297 15,9 6654 841,14 4,08 0,15 271 32,6 3,6 0,19 239 27,39
Celkem 320 295 1486 6836  1090,27 4,15 0,31 283 45,73 3,58 0,18 244 38,4
p 0,3651 0,8270 0,6419 0,6685 0,8921 0,8785

2. laktace

MM 224 293 16,38 7639  1260,16 41 0,34 312 51 3,56 0,18 271 42,78
MW 60 295 15,19 7686 114791 4,08 0,34 313 50,98 3,58 0,19 274 40,34
Ww 8 296 15,38 7301  1444,07 4 0,34 294 69,19 3,63 0,18 265 52,89
Celkem 292 294 16,09 7639 1240,1 41 0,34 312 51,43 3,57 0,18 272 42,46
p 0,6271 0,7129 0,6191 0,6063 0,5312 0,7879

n = pocet dojnic; X = pramér; Sx = smérodatna odchylka; p = hladina vyznamnosti
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4.3 Asociacni analyza zastoupeni vybranych MK a jejich skupin u dojnic
Ceského strakatého plemene a jejich ki'iZzenek v den odbéru

Udaje o celodenni mlééné uzitkovosti v den odbéru jsou zaznamenany v tabulkach 3.4

a 4.7, kde jsou uvedeny nekteré ukazatele dle genotypt. S ohledem na cil diplomové

prace bude nadale komentovano pouze zastoupeni MK.

V zadném z chovl nebyly dojnice pasené ani piikrmované Cerstvou pici. Tomuto
faktu odpovidaji i hodnoty UFA, které jsou niz$i, nez hodnoty uvadéné autory Frelich
et al. (2009), Littlejohn et al. (2014) a Avondo et al. (2019) pro pasouci se dojnice.
V souladu s literarnimi zdroji PeSek et al. (2011) a Hanus et al. (2018) vykazovaly
SFA nizsi variabilitu nez UFA.

4.3.1 Analyza zastoupeni vybranych MK a jejich skupin v den odbéru mléka
Vv zavislosti na polymorfismu genu AGPAT6

Udaje o zastoupeni vybranych MK a jejich skupin v zavislosti na genotypech jsou

uvedeny v tabulce 4.7. Vétsina studii, ktera byla na toto téma publikovana, Se

zaméfovala na zndméj$i polymorfismy gent, nez je prave polymorfismus pro AGPAT6

(viz kapitola 1.3). Z tohoto diivodu je vétsina MK diskutovana pouze s praci Littlejohn

etal. (2014).

Kyselina maselna (C4:0) je zastoupena v genotypech CC, CT a TT v nasledujicich
hodnotach: 2,16 %, 1,89 % a 2,54 %. Mnozstvi kyseliny maselné se u jednotlivych
genotypu statisticky vyznamné 1i8i na hladiné vyznamnosti p<0,001. Déle byl potvrzen
vliv genotypu na zastoupeni kyseliny kapronové (C6:0). Zastoupeni kyseliny
kapronové se ve vsech tfech genotypech CC (1,88 %), CT (1,75 %) a TT (2,13 %)
vyznamn¢ liSilo na hladiné vyznamnosti p<0,01. Zastoupeni kyseliny kaprylové
(C8:0) se statisticky vyznamné lisilo pouze u genotypu TT na hladiné vyznamnosti
p<0,01. Rovnéz zastoupeni konjugované kyseliny linolové (rumenové) (C18:2 cis-9,
trans-11) se v genotypech CC (0,43 %), CT (0,46 %) a TT (0,37 %) vyznamné lisilo
a vliv polymorfismu genu AGPAT6 byl statisticky vyznamny (p<0,05).

Kyselina palmitova (C16:0) by méla byt z hlediska nutri¢niho ve straveé snizovana
(Haug et al., 2007). V mlééném tuku vsak je zastoupena s nejvyssim podilem, coz se
potvrdilo i v této praci. Vykazovala ve vSech genotypech CC (31,92 %): CT (32,00 %):
TT (31,89 %) velmi podobna zastoupeni. V1iv polymorfismu na zastoupeni kyseliny

palmitové byl statisticky nevyznamny. Shodné s vysledky v této diplomové praci byla
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Littlejohn et al. (2014). Ti naopak u kfizence plemen Holstynsko-frisky a Jersey zjistili
statisticky vyznamny (p<0,001) vliv polymorfismu na zastoupeni kyseliny palmitové,
ptfi¢emz nejvyssi hodnota (29,63 %) byla zjisténa u genotypu CC.

Skupina SFA byla nejvice zastoupena v mlééném tuku dojnic s genotypem TT
a hodnotou 69,67 %. Velmi podobnych vysledkii bylo dosazeno u dojnic s genotypem
CT a CC. U genotypu CT bylo zastoupeni SFA 68,50 % a u genotypu CC o0 0,09 %
nizsi, tj. 68,41 %. Vliv genotypu na zastoupeni SFA nebyl vyznamny (p>0,05).
Littlejohn et al. (2014) zjistili statisticky vyznamné (p<0,001) rozdily v obsazich SFA
(69,86 % uTT, 70,30 % u TC a 70,74 % u CC).

Pro SCFA vykazoval genotyp TT zastoupeni 15,53 %, genotyp CC pak 13,50 %
a genotyp CT pak o0 0,40 % méné&. U této skupiny MK byly v zavislosti na genotypu
prokéazany statisticky vyznamné rozdily v zastoupeni. Zastoupeni SCFA se vsak
statisticky vyznamné liSilo pouze u genotypu TT na hladiné vyznamnosti p<0,01.
Statistickd vyznamnost zjiSténd pro tuto skupinu byla ovlivnéna statisticky
vyznamnymi rozdily MK s kratkym uhlikovym fetézcem (C4-C8).

Pro MCFA byla nejvyssi hodnota (51,66 %) naméifena u genotypu TT. U dojnic
s genotypem CT byla zjisténa hodnota 51,50 % a pro genotyp CC 51,04 %. Opacény
trend byl prokazan v zastoupeni LCFA. Genotyp CC vykazoval praimérné zastoupeni
35,46 %, genotyp CT pak 35,40 % a genotyp TT 32,81 %. Polymorfismus genu
AGPAT6 nebyl v ptipadé MCFA ani LCFA prokazan. Zastoupeni SCFA, MCFA

a LCFA je rovnéz znazornéno Vv grafu 4.21.
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Graf 4.21: Zastoupeni SCFA, MCFA a LCFA (%) v den odbéru v zavislosti na polymorfismu
genu AGPATG6

Homozygotni genotyp CC vykazoval zastoupeni MUFA 23,75 %. O 0,25 % nizsi bylo
zastoupeni MUFA u genotypu CT, tj. 23,50 %. U genotypu TT bylo naméteno
22,31 %.

Pro genotyp CT byla hodnota TFA 2,34 %, pro genotyp TT 2,31 % a pro genotyp
CC 2,23 %. Vliv genotypu na zastoupeni TFA byl statisticky nevyznamny.

Zastoupeni PUFA bylo u genotypi CC, CT, TT nasledujici: 3,13 %, 3,11 %,
3,09 %. Littlejohn et al. (2014) naméfili zastoupeni PUFA 4,13 % u genotypu CC,
4,20 % u genotypu CT a 4,27 % u genotypu TT. Rozdily v obsazich byly statisticky
vyznamné (p<0,01). Ve studii byl tedy potvrzen vliv genotypu, na rozdil od vysledki
v diplomové praci, kde nebyl vliv genotypu na zastoupeni PUFA prokazan.

U dojnic s genotypem TT byla v den odbéru zjisténa hodnota UFA 28,21 %.
O 1,01 % vice byla pak hodnota pro genotyp CT (29,22 %) a nejvyssi hodnota
(29,38 %) byla namétena u dojnic sgenotypem CC. Nebyl prokazan vliv
polymorfismu genu pro AGPAT6 na zastoupeni UFA. Opacny trend pozorovali
Littlejohn et al. (2014), ktefi naméfili 30,14 % pro genotyp TT, 29,70 % pro genotyp
TC a 29,26 % pro genotyp CC. Autofi dosli k zavéru, ze genotypy maji statisticky
vyznamny vliv na zastoupeni UFA (p<0,001).
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Tabulka 4.7: Vliv polymorfismu genu AGPAT6 na ukazatele kvality mléka a zastoupeni
vybranych mastnych kyselin a jejich skupin

Proménna CcC CT TT p

X Sx X Sx X Sx
Charakteristika dojnic (n = 253)

Poradi aktualni laktace 1,2 0,4 1,2 0,6 1,4 0,5 0,6004
Laktac¢ni den 157 92 191 107 189 102 0,1122

Celodenni dojivost (kg) 22,6 5,6 20,8 59 215 5,3 0,1217
Ukazatele kvality mléka (n = 237)

Tuk (%) 438 0,77 436 080 486 053 0,2568
Bilkoviny (%) 359 037 3,71° 027 377® 0,25 0,0230
Laktoza (%) 518 017 514 019 515 0,15 0,3055
Zastoupeni MK (n = 250)

e AT R YT vy Ty
C6:0 1,88® 035 1,75* 0,30 2,13° 0,39 0,0003™
C8:0 1,36% 0,25 1,30*° 0,21 1,56° 0,26 0,0026™
C10:0 336 066 336 056 379 058 0,1186
C12:0 399 082 406 069 456 0,73 01173
C16:0 31,92 3,10 32,00 257 31,8 300 09766
C16:1n-7 142 026 138 029 154 028 0,2310
C18:0 916 161 918 152 805 161 0,1277
C18:1cis-9 19,0 3,550 1885 283 1750 2,79  0,3672
C18:1n-7 071 019 0,71 018 0,69 0,23 09456
C18:2n-6 1,87 025 182 027 19 014 0,2522
C18:3n-3 037 009 037 0,08 036 008 08921

C18:2 cis-9, trans-11 0,43% 014 046° 011 037* 0,14 0,0380"
Skupiny MK (n = 250)

SFA 68,41 4,23 6850 3,48 69,67 4,17 0,6581
MUFA 23,75 3,72 2350 3,09 2231 3,04 0,4969
TFA 223 057 234 044 231 101 0,3279
PUFA 309 039 311 038 313 035 0,9352
SCFA 13,50 2,45 13,10° 2,01 1553° 244 0,0047"
MCFA 51,04 4,02 5150 329 5166 3,31 0,6766
LCFA 3546 550 3540 4,27 3281 542 0,2881
UFA 29,38 4,17 29,22 343 2821 3,98 0,6979

*k

ab.¢ priiméry s odlisnymi indexy v fadce se statisticky vyznamné 1i§i; " vyznamné na hlading p<0,05;
vyznamné na hlading p<0,01; ™ vyznamné na hladiné p<0,001;

n = pocet dojnic; X = prumér; sx = smérodatna odchylka; p = hladina vyznamnosti,

SFA = nasycené MK; MUFA = monoenové nenasycené MK v cis konfiguraci; TFA = trans izomery
nenasycenych MK; PUFA = polyenové nenasycené MK; SCFA = MK s kratkym uhlikovym fetézcem;
MCFA = MK se stiednim uhlikovym fetézcem; LCFA = MK s dlouhym uhlikovym fetézcem
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4.3.2 Analyza zastoupeni vybranych MK a jejich skupin v zavislosti na
polymorfismu genu LEP

Vétsina studii se zaméfuje na znaméjs$i polymorfismy genu (viz kapitola 1.3). Pro

diskuzi tedy existuje jen velmi malo studii zaméfenych na vliv polymorfismu genu

LEP na zastoupeni MK, a proto byly hodnoty MK zjisténé v této diplomové praci

porovnavany nejen s hodnotami v zavislosti na polymorfismu, ale i s hodnotami MK

zastoupenymi v mlééném tuku dojnic bez ohledu na polymorfismus.

Do analyzy zastoupeni jednotlivych MK bylo zapojeno 201 dojnic v den odbéru.
Mezi genotypy nebyl prokazan statisticky vyznamny vliv na zastoupeni jednotlivych
MK. Hladina vyznamnosti je u vSech MK p>0,05.

V této diplomové praci byl zjistén pramér Kyseliny a-linolenové (C18:3n-3)
0,36 %. Rozdily v genotypech zjistény nebyly (0,37 %: 0,36 %: 0,35 %) (viz tabulka
4.8). Kyselina a-linolenova by méla byt zastoupena v mlééném tuku skotu v rozmezi
0,7-1,6 % (Collomb et al., 2004). Hodnoty zjisténé v této diplomové praci byly
vyrazné pod timto primérem. V praci Collomb et al. (2004) vsak byly pozorovany
dojnice krmené fepkovymi, Inénymi a slune¢nicovymi semeny.

Kyselina stearova by obecné méla byt v mlécném tuku skotu zastoupena v 9-14 %
(Samkova et al., 2008b), coz odpovida naméfenym prumérim v této diplomové praci.
Zastoupeni kyseliny stearové (C18:0) bylo nejnizsi (9,06 %) pro genotyp MW, nejvyssi
pro genotyp WW (10,30 %).

Zastoupeni SFA by mélo byt s ohledem na lidské zdravi ve stravé sniZovano
(Haug et al., 2007). Ve sledované praci mély dojnice s genotypem WW v den odbéru
SFA 67,16 %, o néco vice pak genotyp MM (68,75 %) a nejvyssi hodnota SFA
(69,05 %) byla namé&fena u dojnic s genotypem MW. Stejné jako v této diplomové
préci, tak 1 Pegolo et al. (2016) neprokézali statisticky vyznamny vliv genotypu
na SFA.

SCFA byly zastoupeny u genotypt MW: MM: WW v poméru 13,69 %: 13,42 %:
13,17 %. MCFA byly taktéz analyzovany S nejvyssi hodnotou 51,57 % u genotypu
MW. O 0,13 % nizs8i zastoupeni MCFA bylo naméfeno u genotypu MM. Genotyp WW
byl charakterizovan hodnotou MCFA 48,88 %. Pro genotyp WW byla tedy ve vsech
téchto skupinach MK naméfena nejnizsi hodnota. Naopak nejvyssi zastoupeni LCFA
(37,96 %) bylo zjisténo u genotypu WW. U dojnic s genotypem MM a MW byly
zjistény hodnoty 35,14 % a 34,74 %. Rozdily v zastoupeni LCFA mezi genotypy byly
nevyznamné, stejné tak jako u SCFA i MCFA. Pegolo et al. (2016) také pozorovali

61



hodnoty MK v zavislosti na polymorfismu pro LEP. Stejné jako v této diplomové praci
neprokazali statisticky vyznamné rozdily mezi genotypy v zastoupeni SCFA a LCFA.
Pomérné zastoupeni SCFA, MCFA a LCFA je znazornéno v grafu 4.22.

Zastoupeni SCFA, MCFA a LCFA (%)

100%
90%
80%
70%

60%
50%

40% 51,44 51,57 48,88
30%
20%

0%
MM MwW ww
mSCFA = MCFA mLCFA

Graf 4.22: Zastoupeni SCFA, MCFA a LCFA (%) v den odbéru v zavislosti na polymorfismu
genu LEP

Zastoupeni MUFA bylo obdobné u vSech genotyptli. Nejvyssi zastoupeni MUFA bylo
zjisténo u genotypu WW, a to 24,50 %. Genotyp MM vykazoval hodnotu 23,29 %
a genotyp MW 0 0,26 % nizs$i. MUFA tvofi v mlééném tuku 26-42 % (Samkova et al.,
2008b). Hodnoty MUFA namétené v této diplomové praci jsou pod timto primérem.

Jak jiZ bylo zminéno vySe, TFA zvySuji hladinu cholesterolu v krvi a tato vysoka
hladina cholesterolu je rizikovym faktorem kardiovaskularnich onemocnéni (CVD)
(Haug et al., 2007). Nejvyssi hladina TFA byla naméfena u genotypu WW s hodnotou
2,47 %. Pro genotyp MM byla primérna hodnota 2,31 % a pro genotyp MW ¢inila tato
hodnota 2,25 %. Vliv genotypu na zastoupeni TFA nebyl statisticky vyznamny.

Stejny trend jako u TFA vykazovalo i zastoupeni PUFA, kdy opét nejvyssi
hodnoty ptipadaly genotypu WW, a to 3,25 %. Nizsi zastoupeni bylo zjisténo pro
Vliv genotypu na zastoupeni PUFA nebyl stat1st1cky vyznamny. Ke stejnému zavéru
dosli i Pegolo et al. (2016), a to u zastoupeni MUFA i PUFA. V jejich praci vsak neni
uvedené zastoupeni MK u jednotlivych genotypi.

Posledni sledovanou skupinou MK v zavislosti polymorfismu genu pro LEP byla
skupina UFA. Opét byla u genotypu WW nameétena nejvyssi hodnota (30,50 %).
Genotypy MM a MW pak vykazovaly zastoupeni 29,02 % a 28,69 %.
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Tabulka 4.8: Vliv polymorfismu genu LEP na ukazatele kvality mléka a zastoupeni vybranych
mastnych kyselin a jejich skupin

Proménna MM MW ww p
X Sx X Sx X Sx
Charakteristika dojnic (n = 205)

Pofadlaktualmlaktace-1,2-0,6-1,3-0,6-1,6 ........ ; ,2-0,0852
Lakta¢ni den 172 92 171 86 119 114 0,2810
Celodenni dojivost (kg) 224 52 220 53 221 40 08971
Ukazatele kvality mléka (n = 196)

Tuk(%) .................................. T T T T e
Bilkoviny (%) 365 028 372 030 363 0,34 03372
Laktoza (%) 516 0,19 513 019 516 0,18 0,7637
Zastoupeni MK (n = 201)

S ———— 2,00-0,55-2,06-0,50-1,95-0,37-0,7858
C6:0 183 032 18 033 179 028 0,8375
C8:0 134 022 137 025 133 025 0,7289
C10:0 340 058 347 066 336 0,79 0,8106
C12:0 408 0,73 416 084 4,00 0,97 0,7893
C16:0 32,06 2,68 3228 281 3038 117 0,2205
C16:1n-7 137 028 135 027 126 028 05218
C18:0 913 164 906 162 10,30 1,79 0,1691
C18:1cis-9 18,65 2,95 1851 2,77 20,05 3,39 04314
C18:1n-7 0,712 018 066 018 0,67 0,33 0,3990
C18:2n-6 187 0,27 184 024 194 0,23 0,6550
C18:3n-3 037 009 035 006 036 0,10 0,2993
C18:2 cis-9, trans-11 045 013 044 013 048 0,12 0,8158
Skupiny MK (n = 201)

g —————— 68,75-3,69-69,05-3,42-67,16-3,64-0,4441
MUFA 23,29 3,17 23,06 292 2450 3,63 0,5293
TFA 231 054 225 051 247 040 05621
PUFA 313 040 308 035 325 0,30 0,4938
SCFA 13,42 2,14 13,69 2,43 13,17 2,62 0,7342
MCFA 51,44 3,49 5157 3,34 4888 248 0,1450
LCFA 3514 4,76 34,74 456 37,96 4,62 0,2485
UFA 29,02 3,63 2869 335 3050 3,67 04612

n = pocet dojnic; X = pramer; sx = smérodatna odchylka; p = hladina vyznamnosti;

SFA = nasycené MK; MUFA = monoenové nenasycené MK v cis konfiguraci; TFA = trans izomery

nenasycenych MK; PUFA = polyenové nenasycené MK; SCFA = MK s kratkym uhlikovym fetézcem,;

MCFA = MK se stiednim uhlikovym fetézcem; LCFA = MK s dlouhym uhlikovym fetézcem
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Zavér

Cilem diplomové prace bylo stanovit genotypy polymorfnich variant kandidatnich
lokust vybranych enzymu u dojnic a vyhodnotit vliv téchto polymorfnich variant.
Byly vybrany gen pro leptin (LEP) a gen pro 1-acylglycerol-3-fosfat O-acyltransferazu
6 (AGPAT6). Nejprve byly zjistény genotypové a alelové Cetnosti a poté byla
provedena asociacni analyza ve vztahu k mlééné uzitkovosti. Na zavér bylo
analyzovano zastoupeni mastnych kyselin v mlééném tuku dojnic.

U polymorfismu AGPAT6 bylo zjisténa pievaha genotypu CT. Nebyl prokazan
vliv polymorfismu AGPAT6 na parametry mlé¢né uzitkovosti béhem 1. a 2. laktace,
byl vSak prokazan statisticky vyznamny vliv polymorfismu AGPAT6 na zastoupeni
kyseliny maselné, kapronové, kaprylové a konjugované kyseliny linolové. Dale byl
potvrzen vyssi procentualni obsah mlééného tuku a bilkovin, stejné tak i vyssi
zastoupeni skupiny SCFA u genotypu TT. Tato studie potvrzuje statisticky vyznamny
vliv sledovaného lokusu genu AGPAT6 na slozeni mléka a na ukazatele kvality
mlécného tuku.

V zavislosti na genu LEP nebyly mezi genotypy zjistény statisticky vyznamné
rozdily. Nebyl tedy prokazan vliv polymorfismu LEP na parametry mlééné uzitkovosti
béhem 1. a 2. laktace a ani na zastoupeni mastnych kyselin nebo jejich skupin. Genotyp
MW se vsak ukazal piiznivéjsi v procentualnim obsahu tuku a bilkovin a také
v zastoupeni skupin SCFA a MCFA.

Ziskané vysledky sledovanych genit AGPAT6 a LEP pfispivaji ke zlepSeni znalosti
o moznostech ovlivnéni vySe mlééné uzitkovosti, sloZzeni mléka a kvality mlééného

tuku.
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