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I. Cil metodiky

Cilem certifikované metodiky je pfedat praktické zkuSenosti pro genotypizaci markerq,
ovlivitujicich slozeni kravského mléka. Genotypizace je provadéna na genové urovni
metodami molekuldrni genetiky.

Metodika je dedikovana projektu NAZV QJ1510336. Bude poskytnuta laboratoiim, které
provadi genotypizaci polymorfnich lokust jako servis pro Slechtitele a chovatele dojenych

plemen v CR.

1.  Vlastni popis metodiky

V produkci potravinovych surovin zivo¢isného ptivodu dochazi k tomu, Ze se stale vétsi
diraz klade na jejich kvalitu. Tato situace je zpusobena zejména tim, ze trh s potravinami je
kvantitativné nasycen a do urcité miry regulovdn. Moznost prosadit se s vyrobky V této ostré
konkurenci je proto podminéna jejich vysokou kvalitou. To pochopitelné plati také pro
kravské mléko, které predstavuje zhruba 80 % veskeré produkce mléka a pro mlééné vyrobky.

Kromé pozornosti, kterou musi producenti syrového kravského mléka vénovat neustalému
zlepSovani vyzivy, ustdjeni, spravnému dojeni a oSetieni mléka po nadojeni se nabizi vyuziti
nejnovEjSich molekularné-genetickych metod ve slechtitelské praci. Genomova selekce
podstatné zefektivnila slechtitelsky proces a zptesnila odhad plemenné hodnoty zvifat pro
ukazatele jako je produkce mléka v kilogramech, procentualni obsah tuku a bilkovin v mléce,
jejich produkce v kilogramech za laktaci, ale také celozivotni uzitkovost, ukazatele zdravi,
exteriér atd. Zatim pouze né€kolik praci v§ak bylo dosud vénovano otazce genomové analyzy
detailniho sloZeni mléka a jeho technologickych vlastnosti. Protoze variabilita obsahu tuku je
do velké miry regulovana jen n€kolika lokusy, nabizi se moznost genotypizace genii s velkym
ucinkem na fenotyp, tzv. major gent.

Mléény tuk je vyznamnou soucasti kravského mléka. Jeho obsah se pohybuje od 3 do 6 %
Vv zéavislosti na celé fad¢ vnitinich a vnéjSich faktorti. Z pohledu lidské vyzivy je tuk zékladni
zZivinou, nejbohat$im zdrojem energie, zdrojem esencialnich mastnych kyselin linolové a alfa-
linolenové, dale konjugované kyseliny linolové, vitaminl rozpustnych v tucich a hormond.
Kromeé toho je pomérné vyznamnym zdrojem mononenasycenych mastnych kyselin, zejména
kyseliny olejové. Tuk, jako ,,nositel chuti®, ovliviiuje do zna¢né miry senzorické vlastnosti a
podili se na technologickych vlastnostech mléka a mléénych vyrobkti. Na druhé strané jsou

v mlé¢ném tuku vyrazné zastoupeny nasycené mastné kyseliny (az 70 % ze vSech mastnych



kyselin) a cholesterol v mnozstvi 120-140 mg.kg™ (Jensen, 2002; Haug et al., 2007; Dhiman
et al., 2005; German et al., 2009; Bartowska et al., 2011).

Procentualni obsah tuku a jeho produkce za laktaci je soucasti Slechtitelského programu
vSech mlécnych 1 kombinovanych plemen. Pozornost je rovnéz vénovana genetické
determinaci spektra mastnych kyselin a potencidlni moznosti jejiho ovlivnéni selekci. Selekce
je umoznéna piedev§im diky vysoké proménlivosti (variabilit¢) mlécného tuku (v porovnani
s ostatnimi slozkami mléka) a velka variabilita byla zjiSténa i1 v obsazich jednotlivych MK a
jejich skupin. V literatuie se lze setkat se snahou cilené ovlivnit slozeni tuku, coZ je
podpofeno i zjisténymi koeficienty heritability (Stoop et al., 2008; Garnsworthy et al., 2010;
Petrini et al., 2016).

Predkladana metodika se proto zabyva nékterymi vyznamnymi geny, které jsou znamé tim,
ze ovliviiyji produkci mléka, obsah mlécného tuku a jsou spojovany se syntézou mlécného
tuku a zastoupenim mastnych kyselin. Autofi certifikované metodiky ptedkladaji souhrn
laboratornich metodik a dosud zjistené vysledky, které vyplynuly zfteSeni projektu
QJ1510336.

1) Gen DGAT1

Charakteristika genu

U polymorfismu lokusu diacyl-glycerol-acyl transferazy 1 (DGAT1) byl opakované
potvrzen statisticky vyznamny vliv na obsah tuku v kravském mléce. Gen koduje enzym
DGAT], ktery katalyzuje finalni krok syntézy triacylglycerolt (Sanders et al., 2006).

V fadé¢ studii byl popsan QTL (quantitative trait locus, lokus pro kvantitativni znak) 0
délce 3 cM s vlivem na ukazatele mlééné produkce, zejména na obsah tuku, v centromerické
oblasti chromosomu 14 (BTA14; Riquet et al., 1999; Looft et al., 2001). Grisart et al. (2002,
2004) a Winter et al. (2002, 2004) popsali nonkonservativni dinukleotidovou substituci
K232A v acyl-CoA DGATL genu v pozici 10433 a 10434 v exonu 8 jako pfi¢inu ptusobeni
zminéného QTL.

Bylo vsak zjisténo, ze v témze QTL existuje genetickd variance mimo mutaci DGAT1
K232A (Bennewitz et al., 2004; Kiihn et al., 2004). Winter et al. (2002) povaZuje za
pravdépodobnou pfic¢inu polymorfismus typu variable number of tandem repeats (VNTR) v

promotoru DGAT1. U némeckého holstyna popsali Kiithn et al. (2004) 5 alel ve VNTR



polymorfismu v DGAT1 promotoru a zjistili jejich vliv na tuénost mléka. Sanders et al. (2006)
referuje o 6 alelach v promotoru u angelnského plemene.

Na pracovisti Zemédé€lské fakulty JihoCeské univerzity byly provedeny analyzy, které
prokazaly signifikantni vliv lokusu DGATL1 na ukazatele mlé¢né uzitkovosti jak u ¢eského
strakatého, tak holStynského plemene pro polymorfismus v koédujici sekvenci (K232A) i
pro polymorfismus v promotoru (Citek et al., 2007; Hradecka et al., 2008; Hanusova et al.,
2014). Rovnéz analyzy zahrani¢nich autord tuto skute¢nost opakované prokazaly (Grisart et

al., 2002; Weller et al., 2003; Sanders et al., 2006; Fontanesi et al., 2014).

Metoda genotypizace

Polymorfismus K232A v genu DGAT1 (upraveno dle Winter et al., 2002)

PCR RFLP

Objem | Program
SloZeni smési (n) T (°C) Cas SloZeni smési
PCR pufr 10x 2,0 95 pauza pufr 10x 1,7 ul
MgCl, (25mM) 1,2 95 5 min restriktaza Cfrl 1,0 ul (10U)
dNTP’s 2,0 94 45s ) PCR produkt 15l
primer F 1,0 61 45s | 35x
primer R 1,0 72 45s J teplota/cas 37°C/ptes noc
Tag-polymeraza (1U) | 2,0 72 4 min
DNA 1,3 4 pauza alely - A—411bp
DMSO 1,0 délky fragmentia | K —208/203 bp
H,0 8,5
Y 20,0
Primery !

DGATI1 F: 5'- CAAGGC CAAGGC TGG TGA G -3’

DGAT2 R: 5'- GGG GGC GAA GAG GAAGTAGTAG -3

"I Redé&ni primert (pracovni roztok): 10 pl zasobniho roztoku (koncentrace 100 pmol/ul) + 90
},Ll HZO




Metoda genotypizace

Polymorfismus v promotoru genu DGAT1 (upraveno dle Kiihn et al., 2004)

PCR Fragmenta¢ni analyza ABI® PRISM 310
Objem | Program
SloZeni smési (nl) T (°C) Cas Specifikace
PCR pufr 10x 1,0 95 pauza (| PCR produkt | 2,0
MgCl, (25mM) | 0,6 95 5 min loading (ul) <3| STD” 0,5
dNTP’s 1,0 94 455 ) | formamid 12,5
primer F 1,0 60 45s p|35x | STD™ Rox 400HD
primer R 1,0 72 455 ) filtr D
Tag-polymeraza | 1,0 72 4 min injekce 10s
(1Y)
DNA 1,0 4 pauza délka separace 25 min
Q Solution 1,8
H,0 2,6
Y 11,0
Primery ™

PRIM F: 5- TCA GGA TCC AGA GGT ACC AG -3’
PRIMR: 5'- GGG GTC CAA GGT TGATAC AG -3’

"t Redéni primert (pracovni roztok): 10 ul zasobniho roztoku (koncentrace 100 pmol/ul) + 90
ul H,O

“2STD - typ interniho standardu

Docilené vysledky

Zjisténé vysledky jednoznacné prokazuji, Ze existuje statisticky vyznamny vliv
polymorfismu v genu DGAT1 na ukazatele mlécné uzitkovosti. Genotyp AA kodujici alanin
byl v naSich studiich u bykl pouZivanych v plemenitbé asociovan s vysokymi plemennymi
hodnotami pro dojivost v kilogramech. Byci s genotypem KK kodujicim lysin méli naopak
vysokou plemennou hodnotu pro obsah tuku v mléce v procentech a pies nizsi dojivost jejich
plemenna hodnota pro produkci tuku v kilogramech byla nejvyssi. Heterozygotni genotyp KA
vykazoval prostiedni hodnoty, coz ukazuje, Ze na lokusu DGAT1 je pravdépodobné
intermediarni dédicnost. Je rovnéZ zcela ziejmé, Ze polymorfismus DGAT1 pfispiva k
negativni korelaci mezi produkci mléka (nddojem) a obsahem tuku v mléce. I kdyz DGAT1
neovliviiuje ptimo syntézu bilkovin, méli byci s genotypem KK vyssi plemennou hodnotu pro
obsah bilkovin, avSak rozdil byl mnohem niz§i nez u obsahu tuku. Z toho duvodu byly
plemenné hodnoty pro produkei bilkovin v kilogramech vys$si u byki s genotypem AA, ato v
dasledku jejich vyssi plemenné hodnoty pro nadoj.

V polymorfismu v promotoru genu DGATL1 byl genotyp CC asociovan s vyznamné nizsi
plemennou hodnotou pro obsah tuku nez genotyp CD a s nizsi plemennou hodnotou pro obsah
bilkovin nez CD a CE genotypy. Alela C i genotyp CC byly asociovany s vyssi plemennou

hodnotou pro nadoj a tedy také s nevyznamné vyssi hodnotou pro produkci tuku a bilkovin v




v

obsah tuku, podobn¢ tomu bylo i pro alelu E.

Protoze byl jednoznacné prokazan vliv alely A v polymorfismu K232A na vyssi dojivost
a produkci bilkovin, provedli jsme rovnéz spole¢nou analyzu pro oba polymorfismy. Jako
nejvhodnéjsi kombinace genotypti pro plemennou hodnotu pro nadoj, produkci bilkovin a
tuku v kilogramech se jevil genotyp AA v mist¢ K232A a CC v promotoru (AA/CC). Dale
byla provedena analyza u homozygoti AA V polymorfismu K232A, ktefi maji vysokou
plemennou hodnotu pro nadoj a produkci bilkovin v kilogramech a niz8§i pro obsah tuku.
Analyza ukazala, ze alela C v promotoru vykazuje u téchto bykl asociaci s vyssi plemennou
hodnotou pro nadoj mléka a s nizs§i pro obsah slozek v procentech. Plemennd hodnota pro
produkci tuku i bilkovin byla s alelou C v pozitivni vazbé.

Pfi¢ina vlivu promotorového polymorfismu na fenotyp (napt. Kiihn et al., 2004) je
v piitomnosti VNTR v regulacni oblasti genu DGAT1. Tato sekvence obsahuje motiv
CCCGCC, ktery je potencidlnim vazebnym mistem pro transkripcni faktor SP1.
V eukaryontnich genomech jsou vazebnd mista pro SP1 znama jako zesilovace transkripce.
Pfitomnost uvedené¢ho motivu proto mize vysvétlovat rozdilnou turoven transkripce
regulovaného genu a rizny efekt polymorfismt v promotoru na fenotyp, tj. na procento tuku v
mléce.

U DGATL1 je v literatufe potvrzovan i vliv na zastoupeni MK v mléce (Schennink et al.,
2007; Bovenhuis et al., 2016).

Doporuceni pro praxi

Z vlastnich vysledkll 1 literarnich zdroji celkové vyplyva, Ze genotypy K232 AA a
promotorovy genotyp CC, resp. alely A a C jsou vyhodné pro Slechténi na vysokou produkci
mléka, tuku a bilkovin. Pokud je Zadouci zvySovat obsah tuku v procentech v mléce,
doporucuje se preferovat alela K v polymorfismu K232A.

DGAT1 je povazovan za jeden z nejvyznamngjSich gend, ovlivitujicich tu¢nost mléka.
Protoze rovnéz dalsi autofi zjistili podobné vysledky, lze polymorfismy v tomto genu

povazovat za vhodné k zatazeni do Slechtitelskych programi.



2) Gen SCD1

Charakteristika genu

U skotu jsou znamy dvé izoformy stearoyl- CoA- desaturazy (SCD), gen SCD5 se
nachazi na BTAG a exprimuje se v mozku, gen SCD1 se nachazi na BTA26 a exprimuje se
Vv tukové tkani a mlééné zlaze (Schennink et al., 2008).

Enzym stearoyl- CoA- desaturaza 1 (SCD1) pusobi nejen v adipdzni tkani, ale i napf. v
mlééné zlaze, kde ovliviuje zastoupeni mastnych kyselin v mléce (Conte et al., 2010).

Gen SCD1 lze povazovat za kandidatni gen potencialné ovliviiujici zastoupeni mastnych
kyselin v tukové tkani skotu. Gen SCD1 koduje enzym stearoyl-CoA desaturazu, ktery je
zodpovédny za preménu SFA (saturated fatty acids, nasycenych mastnych kyselin) na
ptislusné MUFA (monounsaturated fatty acids, mononenasycené mastné kyseliny, jedna
dvojna vazba) inzerci dvojné vazby na pozici mezi uhliky 9 a 10. Tento enzym se rovnéz
podili na endogenni produkci isomeru cis-9, trans-11 konjugované kyseliny linolové, CLA
(Inostroza et al., 2013). Enzym SCD1 souvisi s produkci cis-9 C14:1, cis-9 C16:1, cis-9
C18:1 a CLA z C14:0, C16:0, C18:0 a kyseliny vakcenové (Griinari a Bauman, 1999).
Garnsworthy et al. (2006) pouzili jako mé&fitko aktivity SCD1 tzv. desaturacni indexy, napft.
pomeér C14:1/(cis-9 C14:1 + C14:0). Mléko a maso piezvykavci jsou pfirozenymi zdroji CLA
s pozitivnimi efekty na zdravi ¢lovéka (Pariza et al., 2000; Dhiman et al., 2005).

Gen SCD1 je také pokladan za vyznamny kandidatni gen ovliviiujici nenasycenost
mlécného tuku, nebot’ enzym SCD1 je urcujici pro rychlost syntézy MUFA. U pifezvykavci je
jednim z klicovych enzyml majicich vyznamny vliv na slozeni mastnych kyselin v mléce,
protoze tento enzym katalyzuje pieménu SFA s poctem uhliki C10 az C18 na jejich
mononenasycené formy. Velmi vyznamna je také syntéza CLA (MacDonald, 2000).

U SCD1 genu japonského ¢erného skotu (plemeno wagyu) byly identifikovany 3 SNP v
exonu 5. SNP v pozici ¢.878C>T je pii¢inou substituce alaninu (alela A) na valin (alela V) na
293. aminokyselinové pozici (Ala293Val), tato substituce se nachazi v katalytickém misté
enzymu. ldentifikovany byly vSechny tfi mozné genotypy AA, VA a VV (Taniguchi et al.,
2004). Variantou A genu pozménény enzym SCD1 zvysil svoji aktivitu, disledkem toho se
zvysilo zastoupeni MUFA a sniZil bod tani intramuskularniho tuku.

Analyza u kanadského skotu plemene jersey ukdzala, ze alela 293A je pozitivné spojena s
vétsim obsahem MUFA s poctem uhliki C10 az C12 v porovnani s alelou 293V (Kgwatalala

et al., 2009). Alela A byla rovnéz spojena s vyssi dojivosti a produkci tuku, nezjistili vSak



asociaci s C16, C18 nebo CLA. Schennink et al. (2008) uvadi, Ze nezjistili asociaci mezi

polymorfismem v genu SCD1 a obsahem a produkci mlécného tuku a bilkovin a nadojem.

Metoda genotypizace

Polymorfismus A293V v genu SCD1 (upraveno dle Inostroza et al., 2013)

PCR RFLP
Objem | Program
SloZeni smési (nh T (°C) Cas SloZeni smési
Mastermix 15,0 94 5 min pufr 10x 1,7 wl
PPP
primer F 0,8 94 20s ) restriktaza Fnu4HI | 1,0 pl
primer R 0,8 65 20s M 35x | PCR produkt 15 ul
DNA 3,0 72 30s J
H,0 13,4 72 5 min teplota/Cas 37°C/ptes noc
> 33 4 pauza
alely - T - 122+28+20 bp
délky fragmenti C — 75+47+28+20 bp
Primery "

SCD F: 5'- ACC TGG CTG GTG AAT AGT GCT -37
SCDR:5-TCT GGC ACGTAACCT AAT ACCCT -3’

"t Redéni primert (pracovni roztok): 10 ul zasobniho roztoku (koncentrace 100 pmol/ul) + 90
ul H,O

Docilené vysledky

Nase dosavadni zatim pouze ptedbézné vysledky ukazaly, Ze populace nebyla v Hardy-
Weinbergové rovnovaze. | kdyz relativni Cetnosti alel C a T byly velmi podobné, 0,44 a 0,56,
¢etnost genotypu CC byla pouze 0,03, tj. 6x nizsi, nez teoreticka. Relativni skute¢na Cetnost
genotypu TT byla poloviéni oproti teoretické. Vyssi byla Cetnost heterozygotnich genotypli
CT, cca 1,6x vyssi oproti teoretické. Pti asocia¢ni analyze jsme nezjistili statisticky vyznamny
vliv genotypu nebo alely na ukazatele mlécné uzitkovosti, heterozygotni genotyp vsak
vykazoval lep§i hodnoty. Nami provedena asociacni analyza obsahu mastnych kyselin rovnéz
neposkytla statisticky vyznamné vysledky. Podle literarnich zdroja (Inostroza et al., 2013), je
genotyp ¢.878 CC asociovan s vyS$§im obsahem mastnych kyselin C14:1, C17:1, trans-9
C18:1, cis-9 C18:1, rovnéz tak s celkovym obsahem MUFA a vy$§im pomérem C14:1/C14:0

nez dal$i genotypy. Dale je tento genotyp spojovan s vys$s§im obsahem CLA.

Doporuceni pro praxi
I kdyz studie o vlivu SCD1 genu na slozeni mléka vyzaduji opakované potvrzeni dosud
zjisténych vysledku, pfedbézné zavéry lze na zakladé literarnich prament formulovat tak, ze

genotyp CC se zhlediska kvality mlééného tuku jevi jako vyhodné&jsi, zvySuje obsah




mastnych kyselin, cenénych v lidské vyzivé. S ohledem na okolnost, Ze studium genu neni

dostate¢né pokrocilé, se vSak doporuceni pro chovatelskou praxi zatim jevi jako predcasné.

3) Gen LEP

Charakteristika genu

Leptin (LEP) je protein produkovany tukovou tkani, ktery reguluje obsah tuku v organismu
(Taniguchi et al., 2002). Sklada se ze 167 aminokyselin (Dandapat et al., 2010) a zapojuje se
do regulace pfijmu krmiva, energetické bilance, imunitnich funkci a reprodukce (Javanmard
et al., 2008). Tento protein je kodovan genem pro LEP, ktery byl nazvan jako tzv. ,,obese
gene® (OB), gen pro obezitu (Almeida et al., 2003). Molekularné genetickymi analyzami byla
v tomto genu detekovana fada polymorfisma a byly provedeny asocia¢ni studie z hlediska
jejich vztahu k uzitkovym a reproduk¢énim vlastnostem u skotu.

Predpoklada se, ze gen pro LEP by mohl byt potencialnim kandidadtnim genem regulujicim
pom¢ér tuku a libové svaloviny u skotu, je tedy jednim z genetickych faktori ovliviiujicich
hlavni ukazatel kvality masa, tzv. marbling (Taniguchi et al., 2002). U mys$i mutace OB nebo
v genu kodujicim OB receptor (OB-R) maji za nasledek obezitu, neplodnost a rizné varianty
diabetu.

U skotu se gen pro LEP nachazi na BTAA4, sklada se ze 3 exond a 2 introntl, pouze 2 exony
jsou translatovany (Javanmard et al., 2008).

Haegeman et al. (2000) identifikovali v bovinnim genu pro LEP C-T mutaci v exonu 3.
Nékteré studie uvadi asociaci tohoto polymorfismu s obsahem tuku a bilkovin v kravském
mléce (Liefers et al., 2002; Madeja et al., 2004). Lagonigro et al. (2003) detekovali tfi
dvoualelické polymorfismy, a to A-T a C-T vexonu 2 a C-T vexonu 3. Polymorfismy
Vv kodujicich oblastech OB genu byly sledovany z hlediska jejich vlivu na pfijem krmiv
zvitaty. Na zaklad¢ srovnavacich studii byl prokazan zvyseny piijem krmiv pouze u jedinct
s polymorfismem na pozici 252.

Javanmard et al. (2008) zkoumali Sau3Al polymorfismus. V sekvenci intronu 2 OB genu
byly detekovany dva polymorfismy v pozicich 1560 C-T a 1620 G-A (Lien et al., 1997).
V této nekodujici oblasti genu pro LEP zjistili Pomp et al. (1997) analyzou PCR/RFLP dalsi
blize nespecifikovanou mutaci. Polymorfismy intronovych sekvenci jsou nadale studovany
v souvislosti jejich vztahu k reprodukénim vlastnostem hospodaiskych zvirat (Almeida et al.,
2003). Brickell et al. (2010) detekovali tfi polymorfismy v bovinnim genu pro LEP

asociované s perinatalni mortalitou telat.



Metoda genotypizace

Polymorfismus C-T na exonu 3 v genu LEP (upraveno dle Haegeman et al., 2000)

PCR RFLP

Objem | Program
SloZeni smési (nl) T (°C) Cas SloZeni smési
PCR pufr 10x 3,0 95 5 min pufr 10x 1,7 pl
MgCl, (25mM) 2,0 95 455 ) restriktaza Hphl | 1,0 pl (10U)
dNTP’s 3,0 53 60s p| 35x | PCR produkt 15 ul
primer F 1,5 72 60s J
primer R 1,5 72 5 min teplota/cas 37°C/ptes noc
Tag-polymeraza (1U) | 3,0 15 pauza
DNA 2,0 alely - M — 331 bp
H,0 14,0 délky fragmenta | W — 311 + 20 bp
¥ 30,0

Primery™

LEP F: 5'- GGG AAG GGC AGA AAG ATAG -3’
LEPR: 5-TGG CAG ACT GTT GAGGATC -3’

"t Redéni primert (pracovni roztok): 5 pl zasobniho roztoku (koncentrace 100 pmol/ul) + 90
ul H,O

K detekci jednotlivych genotyp pro polymorfismus C-T v exonu 3 se doporucuje
metoda PCR/RFLP podle Haegeman et al. (2000), Liefers et al. (2002) s modifikaci.

Docilené vysledky

V laboratofi molekularni genetiky Zemédélské fakulty Jihodeské univerzity v Ceskych
Bud¢jovicich byl zjistovan polymorfismus LEP u téi plemen skotu: ¢eské cCervinky,
slovenského pincgavského skotu a némeckého Cernostrakatého skotu. Geneticka variabilita
genu pro LEP byla sledovéana u celkem 228 jedincti (Rehout et al., 2005).

Studie prokazala vyraznou pievahu alely W v populacich vSech sledovanych plemen
s rozmezim 0,621-0,875, coZ koresponduje s frekvencemi zjiSténymi zahrani¢nimi autory u
jinych plemen skotu. Nejvyssi frekvence této alely byla zjiSténa u slovenského pincgavského
plemene (0,875), ¢emuz odpovidaji i vysoké hodnoty Cetnosti homozygoti WW (0,750).
Naopak u plemene Ceska cCervinka byl nejcastéjsi heterozygotni genotyp MW (0,529).
Relativni genotypové cCetnosti byly u vSech testovanych plemen v Hardy-Weinbergeroveé
rovnovaze, tzn., zZe tyto populace zlstavaji ve sledu generaci v pomérné stejném genotypovém
slozeni. Liefers et al. (2002) zjistili vysoké zastoupeni alely W u holstynsko-friského plemene.

Dandapat et al. (2009) uvad¢ji, ze Hphl polymorfismus genu pro LEP ma signifikantni vliv
na rustové charakteristiky, produkci mléka na prvni a druhé laktaci, primérnou denni dojivost
béhem prvni laktace a délku prvni laktace. Tento polymorfismus vykazoval také signifikantni

vliv na produkci mléka a mlé¢nych bilkovin (Madeja et al., 2004). Vysledky tedy ukazuji, ze




gen LEP lze povazovat za kandidatni pro pfijem krmiva, konverzi zivin, nékteré parametry
mlécné a masné uzitkovosti.
Kawaguchi et al. (2017) zjistili statisticky vyznamny vliv nékterych polymorfismti na

skladbu mastnych kyselin v tuku v jate¢ném téle.

Doporuceni pro praxi
Genotyp MM (nestépena alela) ma tendenci k menSimu snizeni zivé hmotnosti béhem
prvni faze laktace a k nizSimu obsahu laktozy v mléce (Liefers et al., 2002). Uvedeny
polymorfismus v kombinaci s dalsimi v genu pro LEP vykazuje statisticky vyznamny vliv na
ptijem krmiva, dojivost v kilogramech, produkci tuku a bilkovin v kilogramech.
Polymorfismy v leptinovém genu si zaslouzi intenzivni studium, protoze v fadé praci byla
zjiSténa asociace polymorfismi k ukazatelim mlécné 1 masné produkce, energetické bilanci,

pfijmu krmiva a dal$im ekonomicky dtlezitym vlastnostem.

4) Gen AGPAT6

Charakteristika genu

Urcité sekvence na BTA27 ovliviiuji obsah mlééného tuku a spektrum mastnych kyselin.
Jako zvlasté vyznamna se jevi podskupina kandidatnich kauzéalnich polymorfismli v exonech
5'UTR a v intronu genu 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferaza 6 (AGPAT6). Zjisténé
vysledky naznacuji, ze varianty ovliviujici expresi AGPAT6 jsou kauzalné zapojeny do
diferencialni syntézy mlééného tuku s pleiotropnimi diisledky pro rtiznorodost spektra dal§ich
mléénych slozek (Littlejohn et al., 2014). AGPAT6 pisobi v tukové tkani, mlééné zlaze a
jinych tkanich.

Bylo zjisténo, ze vytazeni genu AGPAT6 u mysi produkuje zvifata s poruchami laktace,
kde se v mléce od zvifat s dvojitym knockoutem genu snizily diacylglyceroly a
triacylglyceroly o ptiblizné 90 % (Beigneux et al., 2006).

Bionaz et al. (2008) uvadi 8 izoforem AGPAT, a to AGPAT1 az AGPATS. Proteiny se
podili na syntéze triacylglycerolt, fosfolipidi a acylaci kyseliny lysofosfatidové (LPA). Podle
vyskytu a exprese mRNA izoforem je ziejmé, Ze AGPAT6 byla nejrozsifenéjsi izoformou,

coz odpovidalo ptiblizn€ 60 % veskeré AGPAT mRNA, nasledovaly AGPAT1 a AGPAT3.



Metoda genotypizace

Polymorfismus alel v genu AGPAT®6 (upraveno dle Mathew et al., 2014)

PCR Fragmenta¢ni analyza ABI® 3500 DX
Objem | Program
Slozeni smési | (ul) T (°C) Cas Specifikace
mastermix 50 95 5 min velikostni 500-L1Z 0,5 ul
PPP standard
primer F 0,25 95 40s ) dd formamid™ 11,0 ul
primer R 025 |58 60s [ | 35x vortex
DNA 1,5 72 90s J pipetovani (do sekvenacnich 11,0 ul
desticek)
H,0 3,5 72 10 min naredéna 5 ng/ul 1,0 pl
DNA
> 10,5 4 pauza vortex
denaturace 95°C/5 min
chlazeni (na ledu) 5 min
délka kapilary 50 cm,
osmikanalova
Primery ™"

AGPAT6 F: 5'- CAA GGC GGC GTA GAC AAA -3
AGPAT6 R: 5'- AGCCCC GTC AGAGGT TCAT -3

"t Redéni primert (pracovni roztok): 10 ul zasobniho roztoku (koncentrace 100 pmol/ul) + 90

ul H,O

“2dd formamid — deionizovany formamid

Fragmentacni analyza AGPAT6

Délka alel se zjistuje fragmentacni analyzou v automatickém sekvenatoru.

il _

1. bomozygot

2. heterozygot

SloZeni smési a postup pii fragmentacni analyze:

1. Velikostni standard 500-L1Z 0,5 pl

Vortex

Vortex

© N o a b~ w D

Denaturujeme 5 minut pii 95 °C.

Pfidame deionizovany formamid 11 pl

Pridame natedénou DNA (5 ng/ul) 1 pl

Zchladime na ledu po dobu péti minut.

Do sekvenacnich desti¢ek napipetujeme vzorky po 11 ul




Polymorfismus alel byl testovan pomoci fragmentacni analyzy na osmikapildrovém
sekvenatoru ABI®3500 DX Genetic Analyser Applied Biosystems za pomoci Dye setu G5 a
polymeru POP7 s délkou kapilary 50 cm. Zpracovani vysledkl fragmenta¢ni analyzy a uréeni
genotyptl probéhlo pomoci softwaru GeneMapper (Applied Biosystems). Vysledkem bylo
rozliSeni alel liSicich se délkou, tj. indel polymorfismus na BTA27 9.36198118GGC.

(| sample File Namei Sample Name iSampIe Type  |SizeStandard  |PA Protocol SA Protocol | Run Name |Instrument Type ilnstrument D |Injection Start oat{ Sizing Quality ‘Off
1 |89fsa 89 Sample ~ GSS00(-250)LIZ  TerezaAGPATG-. D:\Users\Admi... ABI500 26196-170 05-Mar-2018 09...
29045 % Sample ~ GSS00(-250)LIZ  TerezaAGPATG-... D:\Users\Admi... ABB500 26196-170 05-Mar-2018 09...
3 |o1fsa 91 Sample - GSS00(-250)LIZ  TerezaAGPATG-... Di\Users\Admi... ABI3500 26196-170 05-Mar-2018 09...
Bos @ Sample v GSS00(-250)LIZ  TerezaAGPATG-... D:\Users\Admi... AB3500 26196-170 05-Mar-2018 09...
5 |93se 9 Sample - GSS00(-250)LIZ  TerezaAGPAT-. Di\Users\Admi... ABI3500 26196-170 05-Mar-2018 09...
6 |94fsa o Sample  GSS00(-250)LIZ  TerezaAGPATG-... DA\Users\Admi... ABIS500 26196-170 05-Mar-2018 09...
7 |9545a 95 Sample ~ GSS00(-250)LIZ  TerezaAGPATG-... Di\Users\Admi... ABI3500 26196-170 05-Mar-2018 09...
8 |96fsa % Sample - GSS00(-250)LIZ  TerezaAGPATS-.. DA\Users\Admi... ABI500 26196-170 05-Mar-2018 09...

< m
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Doporuceni pro praxi

Dosavadni analyzy polymorfismu v genu AGPAT6 a jeho vlivu na produkci mlééného tuku
nejsou piili§ Cetné. Nicméné statisticky vyznamny vliv byl nékterymi autory prokdzéan
(Littlejohn et al., 2014), a to jak na obsah tuku, tak na spektrum mastnych kyselin. V soucasné
dobé by formulace jednoznaénych zavérti byla ptredCasnia. Doporucujeme dalSi intenzivni
vyzkum. Spolu s polymorfismy v genu DGATL1 je gen AGPAT6 velmi perspektivnim
regionem Vv bovinnim genomu pii vyzkumu moznosti Slechtitelského ovlivnéni produkce

mlécného tuku a jeho slozZeni.

1. Vyjadfeni k novosti postupt

Metodika pfinasi navod k postupu pii laboratorni genotypizaci polymorfnich lokust. Tyka
se jak lokust chovatelské vefejnosti dosud méné¢ znamych, tak lokust jiz diive popsanych.
Zcela nové je zatazeni lokust S potencidlnim vlivem na sloZeni mastnych kyselin mlééného

tuku.



IV. Popis uplatnéni metodiky

Certifikovand metodika je urCena zejména laboratofim, zabyvajicim se genetickymi
analyzami u skotu. Vysledky genotypizace predmétnych polymorfnich lokusi jsou zajimavé
pro majitele plemennych zvifat, Slechtitelské firmy a potencidlné rovnéz pro zpracovatele
mléka, ktery mize cenu vykupované suroviny diferencovat podle zastoupeni preferovanych
genotypil ve stdd¢ dojnic. Timto zplisobem by bylo mozné chovatele stimulovat k vytvafeni
stada dojnic, které budou produkovat mléko s pozadovanou kvalitou.

Vyhodou je, ze tyto analyzy mohou byt provedeny bezprostfedné po narozeni zvifete.
Jejich vybér pro produkéni stddo mize byt proveden tak, ze budou uspofeny naklady na
odchov zvifat s nezddoucim genotypem.

Na druhé strané je zména genotypovych frekvenci ve stadé pomérné dlouhodobou

zalezitosti, proto musi $lechtitelé a chovatelé reagovat v piedstihu.

V. Ekonomické aspekty

1) Vy¢isleni nakladi na zavedeni postupti uvedenych v metodice

Néklady na pofizeni potfebnych pfistrojii zavisi na vybaveni laboratofe, kterd bude
metodiku zavadét. Pro popsané laboratorni metody je zapotiebi termalni cykler, UV
transiluminator, inkubdatory, elektroforézy, pipety. Uvedené piistroje jsou v bézné vybavené
genetické laboratofi k dispozici. Provozni naklady (chemikalie, enzymy, mzdy) na
genotypizaci jednoho lokusu pro jedno zvife se pohybuji cca kolem 200 K¢&. Rozpéti vyse
nakladi pro konkrétni lokusy je zavislé zejména na cené pouzitych restrikénich endonukleaz,

cené za syntézu primeru.

2) Vytisleni ekonomického piinosu

Velmi podstatna mize byt uspora nakladd za odchov a chov v¢as vyfazenych plemennych
bykil s genotypem nezadoucim pro zvolenou strategii. Na pfijmové stran¢ jde o zvySeni trzeb
za kvalitnéj$i mléko. Produkce specialnich mléénych vyrobkt v mensim mnozstvi je Sanci pro
mensi mlékarny, které mohou konkurovat kvalitou.

Presna kvantifikace uvedenych piinost je velmi obtizna a zavisi na fadé faktort, jako jsou
naklady na krmny den v odchovu, néklady na odhad plemenné hodnoty mladého plemenika,

vykupni ceny kravského mléka, cena inseminacni davky aj.



Pii kalkulaci uspory za odchov a chov v¢as vyrazenych plemennych byki s nevhodnym
genotypem, kterou lze povazovat za nejvyznamnéjsi, vychazime z nakladt na odchov a chov
do doby, kdy je proveden odhad plemenné hodnoty a rozhodnuto, zda inseminacni davky
budou pouzity Vv dalS$im Slechténi. Tyto naklady odhadujeme na cca 160 tis. K¢ na jednoho
byka, po odecteni trzby za prodej na jatka cca 140 tis. K¢.

V CR uvazujeme zafazeni 200 plemennych bykt roéné do testace. Uspora za odchov a
chov zavisi na poCtu byku, ktefi budou genotypizovani na lokusech uvedenych v této
metodice a vyfazeni pfed zahajenim odchovu. Intenzita selekce podle genotypu pro
kvalitativni ukazatele produkce musi byt volena velmi obezietné tak, aby umoznila v dalsi
fazi selekci na kvantitativni ukazatele (plemenna hodnota pro produkci mléka, bilkovin, tuku,
ptirtstek). Pfi vyfazeni 15 bykl podle genotypu na uvedenych lokusech (byci s kombinaci
nevhodnych genotypi na nékolika lokusech) Ize kalkulovat s usporou 1,5 mil. K¢.

K uvedené kalkulaci ptistupuji ptinosy za zlepseni kvality produkovaného mléka. V tomto
pripadé je vycisleni velmi obtizné, protoze zavisi na vyvoji cen vykupovaného syrového
mléka, objemu produkce v CR, resp. Vv jednotlivém zemédélském podniku, objemu dovozu a
vyvozu, zvySeni ceny produkti od zvifat s pozadovanym genotypem. Zvlasté je vSak nutné
zdaraznit, ze zlepSovani kvality v disledku zmén genotypl je postupny proces. Zména
alelickych a genotypovych frekvenci v celé¢ populaci skotu probiha rychlosti, kterd je dana
intenzitou selekce a délkou generacniho intervalu. Protoze selekce probiha hlavné na
kvantitativni ukazatele mlécné uzitkovosti, reprodukci a exteriér a generacni interval je u
skotu dlouhy, 1ze vyrazngjsi zmény frekvenci v produkénich stadech dojenych krav ocekavat
v fadu let.

Uvedené kalkulace jsou proto ramcové a nevystihuji pln€ ekonomicky potencial
genotypizaci, jejichz laboratorni metodiky jsou zde uvedeny.

Pii soucasné a rovnéz budouci nadvyrobé mléka je jedinym zplsobem zlepSeni
ekonomické efektivnosti jeho vyroby zvySena kvalita. Kromé zlepSovani chovatelskych
podminek, zejména vyzivy, zde zasadni roli hraje zlepSovani genetického potencialu. Rada
Slechtitelskych firem jiz reagovala a v katalozich plemennych bykd uvadi jejich genotyp pro
nékteré major geny, napf. kappa kasein. Je nepochybné, Ze Slechtitelské moznosti se nabidkou

genotypizace dalSich gent velkého tc¢inku zlepSuji a nadale zlepSovat budou.
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Abstrakt

Kromé pozornosti, kterou musi producenti syrového kravského mléka vénovat
neustalému zlepSovani vyzivy, ustijeni, spravnému dojeni a oSetfeni mléka po nadojeni se
nabizi vyuziti nejnovéjSich molekularné-genetickych metod ve Slechtitelské praci.
Genotypizace majorgent umoznuje efektivni vybér zadoucich variant a nasledné ovlivnéni
kvality mléka. Zejména geny ovlivilujici tu¢nost mléka zde mohou vyznamné napomoci
Slechtitelskému usili, které je nyni veden zejména ve sméru genomové selekce. Cilem
certifikované metodiky je shrnout praktické zkuSenosti a ucelené laboratorni metodiky pro
genotypizaci nékolika genu, ovliviujicich slozeni kravského mléka a piedat je laboratofim,
které provadi genotypizaci polymorfnich gent jako servis pro Slechtitele a chovatele dojenych

plemen v CR.

Kli¢ova slova: mléko, polymorfismus, DGAT1, SCD1, LEP, AGPAT6

Abstract

In dairy industry, except of care fornutrition, housing, milking etc. the use of methods of
molecular biology offers quality improvement of milk. Genotyping of majorgens enables effective
selection of favourable variants and influencing of milk quality. Especially the genes influencing
the fat content could help significantly in the breeding, even though the genomic approach is now
favoured. The goal of the methodic is to summarize the practice and labour methodics for
genotyping of some genes, influencing the milk composition, and offer it to the labs doing the

genotyping as a service for breeders.

Key words: milk, polymorphism, DGAT1, SCD1, LEP, AGPAT6

Technické parametry (RIV):upravit

Pravidelna systematickd podpora kvality specificky efektivni selekce suroviny pro vyrobu
mlécnych vyrobkll s vy$§im narokem na tepelné oSetieni a s vyssi pfidanou hodnotou a tim
podpora technologické jistoty zpracovatele. Smlouva byla uzaviena se Svazem vyrobcil
mléka, a.s. Za spolecnost Ing. Radek Musil, kontakt: Jilova 1550/1, 787 01 Sumperk, tel:
00420 583 214 718; 00420 603 891 289; e-mail: ekonom@dubicka.cz.
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